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RESPUESTAS FISIOLOGICAS Y CRECIMIENTO DE Ulva sp. ANTE LA VARIACION EN LAS
CONDICIONES DE SU CULTIVO EN ESTANQUES COMERCIALES

Resumen

El cultivo de Ulva sp. en estanques se ha desarrollado como alternativa a la explotacion de mantos
naturales. Esto debido a que en el océano las algas estan sujetas a distintos factores que limitan
su crecimiento y, por tanto, el cultivo tierra adentro puede significar un aumento en la
productividad. Sin embargo, los cambios en las condiciones del cultivo (i.e. incrementos en
biomasa; cambios de temperatura) podrian desviar la produccién del alga de su 6ptimo deseado.
Entender como influyen estos cambios de las condiciones del cultivo en la fisiologia y el
crecimiento de Ulva sp. puede ayudar a desarrollar estrategias de optimizacion del sistema de
cultivo y mejorar la productividad. El objetivo principal de este estudio fue evaluar las respuestas
fisiol6gicas y la plasticidad fisiologica de Ulva sp. bajo condiciones cambiantes dentro de
estanques de 40 m3, durante un ciclo de cultivo (4 semanas; a una siembra de 1kg PF m3), con
la finalidad de generar informacién necesaria para incrementar la productividad y optimizar el
sistema de cultivo. Durante el periodo experimental se realizaron medidas de crecimiento,
fotosintesis, respiracion, fluorescencia de la clorofila a, capacidad antioxidante, pigmentos y
composicion proximal. Simultaneamente se monitorearon la irradiancia, la temperatura, el pH y
la concentracion del fertilizante usado (i.e. nitrégeno inorganico disuelto (NID)). Adicionalmente,
se realizaron experimentos cortos en laboratorio para evaluar los efectos del incremento de la
temperatura y el pH, por separado, en la fisiologia de Ulva sp. (fotosintesis, incorporacion de N),
simulado ciclos diarios. También se determinaron las cinéticas de incorporacion de NID (amonio
y nitrato) con el fin de evaluar a capacidad de Ulva sp. para incorporar el fertilizante afadido
durante el cultivo. Los resultados mostraron que la disminucién de la luz disponible dentro de los
estanques como el incremento en pH (i.e., reduccién del CID disponible para fotosintesis), en
conjunto con las variaciones de la temperatura y el NID, provocaron cambios graduales en las
respuestas fisiol6gicas de Ulva sp., sin embargo, estos cambios fueron significativos en la tercera
semana de cultivo (S3). de cultivo. En general, Ulva sp. redujo sus tasas fotosintéticas de manera
significativa durante el ciclo de cultivo, lo que pudo estar relacionado con una disminucion en el
contenido de nitrégeno y carbohidratos. ElI decremento en la productividad se reflej6 en una
disminucion de ~ 50% en el rendimiento del cultivo a partir de S3. Ulva sp. mostré procesos de
fotoaclimatacion ante el estrés en la disminucion de luz aumentando la concentracion de sus
pigmentos fotosintéticos. Esta plasticidad fisiolégica pudo provocar que Ulva sp. tuviera buenas
tasas de crecimiento durante todo el ciclo de cultivo, a pesar de la reduccion en su rendimiento.
Por otro lado, Ulva cambio su capacidad antioxidante durante el ciclo de cultivo, principalmente
como consecuencia de los cambios en la irradiancia. Respecto a la concentracion de NID en los
estanques, fue evidente la preferencia de Ulva sp. por la incorporacién del amonio sobre el nitrato;
la incorporacion de nitrato también se vio afectada por la presencia de amonio. En los
experimentos de laboratorio los aumentos de PH y temperatura en ciclos cortos disminuyeron las
tasas fotosintéticas y la incorporacion de nitrato. Los resultados de este estudio aportaron
informacion para la optimizacion del cultivo. Se eligié un periodo de cosecha en la S3 para
regresar a las condiciones iniciales del cultivo, cuando la productividad es mayor. También se
implementaron mejoras en la fertilizacién con nitrato, que debe ser en ausencia de amonio y
durante las mafanas, cuando la temperatura y el pH son mas bajos.



PHYSIOLOGICAL RESPONSES AND GROWTH OF Ulva sp. UNDER CHANGING
CULTIVATION CONDITIONS IN PILOT LAND-BASED PONDS

Abstract

Ulva cultivation in commercial land-based ponds has been developed as an alternative to the
natural mantles exploitation. In the ocean, the seaweeds are subject to different factors that limit
their growth, for that reason, land-based ponds cultivation can increase productivity. However,
changes in culture conditions (i.e. increases in biomass; temperature changes) could divert algae
production from its desired optimum. How these changes in culture conditions influence the
physiology and growth of Ulva can help develop culture system optimization strategies and
improve productivity. The main objective of this study was to evaluate the physiological responses
and physiological plasticity of Ulva sp. under changing conditions within 40 m3 ponds, during a
culture cycle (4 weeks; stocking at 1kg PF m=), to generate information to increase productivity
and optimize the cultivation system. During the experimental period, growth, photosynthesis,
respiration, chlorophyll a fluorescence, antioxidant capacity, pigment and proximal composition
measurements were made. Simultaneously the irradiance, temperature, pH and concentration of
the fertilizer used (i.e. dissolved inorganic nitrogen (NID)) were monitored. Additionally, short
laboratory experiments were performed to assess the effects of temperature and pH increase,
separately, on the physiology of Ulva sp. (photosynthesis, incorporation of N), simulated daily
cycles. Uptake kinetics of NID (ammonium and nitrate) were also determined to evaluate the
capacity of Ulva sp. to incorporate the fertilizer used during cultivation. The results showed that
the decrease in available light within the ponds such as the increase in pH (i.e. reduction of the
available CID for photosynthesis), together with the variations in both temperature and NID,
caused gradual changes in the physiological responses of Ulva sp., However, these changes were
significant in the third week of culture (W3) of cultivation. In general, Ulva sp. reduced its
photosynthetic rates significantly during the culture cycle, which could be related to a decrease in
the content of nitrogen and carbohydrates. The reduction in productivity was reflected in a ~ 50%
decrease in yield from W3. Ulva sp. showed photoacclimation processes due to the decrease of
light, increased the concentration of all its pigments for more light absorption. This physiological
plasticity could cause Ulva sp. to had good growth rates throughout the crop cycle, despite the
reduction in yield. On the other hand, Ulva changed its antioxidant capacity during the culture
cycle, mainly as a result of changes in irradiance. Regarding the concentration of NID in the ponds,
Ulva sp. had a preference for ammonium acquisition over to nitrate; nitrate incorporation was also
affected by the presence of ammonium. In laboratory experiments, increases in pH and
temperature in short cycles decreased photosynthetic rates and the uptake of nitrate. The results
of this study provided information for crop optimization. A harvest period in W3 was chosen to
return to the initial conditions of the culture when productivity is higher. Improvements were also
implemented in nitrate fertilization, which should be in the absence of ammonium and during the
mornings when the temperature and pH are lower.
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Capitulo 1. Introduccidn

El uso comercial de Ulva es una realidad en muchas partes del mundo (Buschmann et al. 2017).
El interés comercial por Ulva sp. estd estimulado principalmente por su potencial como alimento
humano, ya que actualmente existen diversos estudios donde se demuestra ser una rica fuente
de nutrientes esenciales (Maehre et al. 2014; Yaich et al. 2011; Santos et al. 2015; Rohani-
Ghadikolaei et al. 2012), de una gran cantidad de metabolitos bioactivos de la familia de los
carotenoides (Vazquez-Rodriguez y Amaya-Guerra 2016), de aminoacidos (Fleurence et al. 1995;
Ortiz et al. 2006) y acidos grasos (lvanova et al. 2013; El Maghraby y Fakhry 2015; Kendel et al.
2015); ademas contienen un tipo particular de polisacdridos sulfatados (i.e., Ulvan) a los que se
atribuyen una notable actividad anticancerigena, antioxidante y antimicrobiana (Robic et al.

2009; Lahaye y Robic 2007; Hernandez-Garibay, Zertuche-Gonzdlez, y Pacheco-Ruiz 2011).

Se ha constatado que el aprovechamiento de las poblaciones naturales presenta importantes
limitaciones. En el océano, las macroalgas se encuentran sometidas a cambios en las condiciones
ambientales. Estas variaciones pueden ser tanto estacionales como resultantes de eventos
climaticos como el Nifio (Pacheco-Ruiz et al. 2003) e incluso por el cambio climatico global (Harley
et al. 2012). El efecto de estos cambios puede provocar una disminucion, desplazamiento o la
completa desaparicién de las poblaciones naturales. Otro factor limitante es la ausencia de
estabilidad en la calidad nutricional de los tejidos, ya que viene determinada por la concentracién
de nutrientes en el medio, la biologia estacional del alga, la presencia de epibiontes, o la presion
por herbivoria, entre otros factores (Chapman 1990; Zertuche-Gonzalez et al. 2009; Harris y Jones
2005; da Gama et al. 2008). Es por esto que la industria basada Unicamente en la explotacion

directa de mantos de esta especie no parece conveniente.
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Como alternativa a la extraccidon de las poblaciones naturales, se encuentra el cultivo intensivo
en tanques tierra adentro que, a diferencia del mar abierto, permite un mayor control de factores
clave como la calidad de agua y la disponibilidad de nutrientes; ademas, los estanques de cultivo
permiten una mayor proteccion frente a depredadores y evitan la competencia con otras especies
de macroalgas oportunistas (Hafting et al. 2012). De esta forma, estos sistemas son capaces de
mejorar la productividad, la calidad del tejido, e incluso estabilidad en los componentes celulares
con aplicaciones biotecnoldgicas (Mendoza et al. 2018; Lapointe y Ryther 1979; Capo et al. 1999;
Mhatre et al. 2018; Abreu et al. 2011; Bolton et al. 2009; Mata et al. 2016; Lapointe y Tenore
1981). Los sistemas ampliamente utilizados en el género Ulva sp. son los que consisten en
circulacidn de agua semi-cerrada (Lapointe y Tenore 1981, Duke et al. 1989, Vandermeulen 1989,
Msuya y Neori 2008, Al-Hafedh et al. 2015). En estos sistemas las algass estdn en suspension
continua por efecto de aireacion desde el fondo, por lo que también son conocidos como “cultivos
por volteo” (DeBusk y Ryther 1984, Bidwell et al. 1985). La alta productividad de esta especie en
este tipo de cultivo es debida a que, por su morfologia, el sistema permite que las macroalgas
pasen continuamente del fondo a la superficie y de este modo puedan aprovechar la mayor
cantidad de luz incidente en la superficie; el movimiento también ayuda a evitar gradientes y que
los nutrientes y la temperatura se distribuyan de manera homogénea a través de la poza (Bidwell
et al. 1985). A pesar del mayor control de las condiciones de cultivo que se puede tener en
sistemas semi-cerrados, estos también pueden suponer distintos aspectos negativos. Por
ejemplo, el crecimiento de la biomasa de Ulva sp. a lo largo de un ciclo de cultivo puede producir
auto-sombreamiento, lo que limita al alga de irradiancia suficiente para una fotosintesis dptima;
el aumento de biomasa dentro de las estanques también puede resultar en una condicion de

limitacion del carbono inorganico disuelto (CID) disponible para procesos fotosintéticos y
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determinante para su productividad (Al-Hafedh, Alam, y Buschmann 2015; Cohen y Neori 1991;
Mendoza et al. 2018). En sistemas semicerrados tierra adentro, la temperatura es otro factor
dificil de controlar, y que puede tener impactos nocivos a nivel del metabolismo del alga (i.e.,
fotosintesis, respiracion, incorporacion de nutrientes) (Koch et al. 2013; Duke, Litaker, y Ramus

1989).

La evaluacién de las respuestas fisioldgicas de plantas terrestres frente a condiciones cambiantes
ambientales ha sido, durante décadas, una herramienta basica para incrementar la productividad
de especies en cultivo (Pessarakli 2001, Abbas et al. 2018). Son cldsicos los ejemplos de las
respuestas en fotosintesis, osmoaclimatacién, crecimiento y rendimiento ante cambios de
temperatura (Baker 2008, Bibi et al. 2008, Murchie et al. 2009), disponibilidad de nutrientes
(Masclaux-Daubresse et al. 2010; Romheld y Kirkby 2010; Makino 2011), o estrés hidrico (Osakabe
et al. 2014; Galmés, Medrano, y Flexas 2007; Bohnert y Jensen 1996), entre otros. Para el caso
del cultivo del cultivo de macroalgas éste es un tema que, si bien ha sido explorado desde hace
anos, la informacién generada es aun escasa, por lo que precisa de un mayor esfuerzo de

investigacion (Buschmann et al. 2017).

Estudios han evaluado tanto las limitantes como el potencial de Ulva sp. en distintos sistemas de
cultivo semi-cerrados. En ellos se ha evaluado el efecto del disefio del sistema, los cambios de
temperatura, las tasas de renovacidon o la concentracidn de nutrientes en el crecimiento,
fotobiologia y composicion quimica del alga (Duke et al. 1989, Neori et al. 1991, Msuya y Neori

2008, Al-Hafedh et al. 2015, Mendoza et al. 2018).

Sin embargo, estos estudios solo se enfocan en unos cuantos aspectos fisioldgicos ante algunos

cambios ambientales especificos. Dentro del sistema de cultivo, distintos cambios fisicos y
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guimicos ocurren al mismo tiempo e interactian entre si, esto tiene un efecto en distintos
aspectos de la fisiologia y la productividad del alga. Por tanto, es necesario realizar estudios que
integren diversas respuestas fisioldgicas clave ante cambios graduales en las condiciones
ambientales dentro de los sistemas. La informacidn generada puede ayudarnos a entender como
interactlan estos cambios en las condiciones del cultivo y cdmo, en conjunto, afectan la fisiologia,
la plasticidad fisioldgica y el crecimiento del alga; ademas, puede ayudarnos a comprender cuales
de estas variables tienen un mayor efecto en la productividad. Este conocimiento puede ser usado
a favor de los acuicultores para optimizacion del cultivo. Evaluar el comportamiento de Ulva sp.
aislando variables como temperatura, pH y concentracion de nutrientes por separado, en
periodos cortos de tiempo, también puede ayudarnos a entender como el alga responde a

cambios en ciclos diarios dentro de los estanques de cultivo.

La Universidad Auténoma de Baja California (UABC) cuenta con una Unidad Acuicola Piloto
Comercial (UAPC) que consta de 8 estanques piloto comerciales (Fig. 1). En ellos el grupo de
Botanica, en conjunto con la empresa PROMAC (Productos Marinos de Las Californias S de R. L de
C.V), llevan a cabo el llamado “Proyecto Ulva”. Dicho proyecto tiene como objetivo la produccién

comercial de Ulva sp. con la finalidad de incorporarla a alimentos de consumo regular.
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Figura 1 Unidad Acuicola Piloto Comercial (UAPC) del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas (110) en la
Universidad Auténoma de Baja California (UABC), Ensenada, Baja California, México. En la parte superior se
observan 4 estanques de cultivo de 100 m®. En la parte inferior se encuentran 4 estanques de cultivo de 40 m3
(Unidades experimentales).

El cultivo de Ulva sp. se ha desarrollado desde hace cuatro afios hasta la fecha; diversos ensayos
en el sistema de cultivo permitieron implementar un ciclo de cultivo de 4 semanas, que consiste
en una siembra a una cantidad inicial de 1 kg PF m™ llevada a 7 — 8 kg m™3; sin embargo, aun no
se tiene el conocimiento del comportamiento fisioldgico del alga durante estos ciclos, asi como
cuales son los factores estresantes y las estrategias del alga para sobrellevar las condiciones

cambiantes dentro de los estanques

El principal objetivo del presente trabajo es el de evaluar la plasticidad fisioldgica de Ulva sp. a
partir del estudio de diversas respuestas fisioldgicas (i.e. fotosintesis, crecimiento, capacidad
antioxidante, composicién préxima, concentracién de pigmentos, incorporacién de NID) bajo
condiciones cambiantes de su cultivo (i.e. luz, CID, temperatura) en estanques piloto comercial

durante un ciclo de cultivo de cuatro semanas con el propdsito de generar conocimiento que



6

permita implementar estrategias de optimizacion de la productividad del cultivo. Ademas, se
realizaron experimentos en laboratorio con la finalidad de identificar las respuestas fisiolégicas
de Ulva sp. frente a cambios de temperatura y pH en periodos cortos (horas), simulando su
variacion en ciclos diarios dentro de los estanques de cultivo. Los resultados de este estudio
permitiran conocer las condiciones éptimas del cultivo de Ulva sp. en el periodo y la densidad de
siembra durante este estudio (marzo 2017; siembra 1 kg m™2); sin embargo, este tipo de trabajo
es aplicable para la optimizacidon del manejo y las condiciones de cultivo en diferentes estaciones
del afio, con otras especies e incluso con otros sistemas. Ademas, ayudaran a entender el
comportamiento de esta especie bajo situaciones similares que ocurren de forma natural en

sistemas costeros de aguas confinadas (Sandoval-Gil et al. 2016).

1.2 Hipotesis

El incremento de densidad que provocan disminucidn de irradiancia y CID, asi como los cambios
en temperatura durante un periodo de cultivo de Ulva en estanques (1-4 semanas) provocaran
variaciones en el crecimiento del alga y productividad del sistema. La evaluacién de las respuestas
fisioldgicas y de plasticidad de Ulva sp. durante el periodo de cultivo en funcién de los cambios
en luz, nutrientes, CID y temperatura, proporcionara la informacién necesaria para optimizar su

productividad y el manejo del sistema.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar cémo influyen las condiciones cambiantes de un ciclo de cultivo en la plasticidad
fisioldgica y crecimiento de Ulva sp. mediante la evaluacidn de sus respuestas fisioldgicas ante

cambios en concentracion de nutrientes, incrementos de temperatura y la limitacion de la
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irradiancia y carbono inorganico disuelto en cultivo experimental en estanques en tierra. Con el
conocimiento generado se pretende conocer las condiciones 6ptimas de productividad del

sistema de cultivo.

1.4.2. Objetivos especificos
1. Evaluar las respuestas fotobiolégicas, la composicidon quimica, la capacidad antioxidante y el
crecimiento de Ulva sp., ante cambios en las condiciones de su cultivo, durante un ciclo de cuatro

semanas en los estanques de cultivo.

2. Conocer la capacidad de incorporacién de nitrégeno inorganico disuelto (NID) por Ulva sp. vy,

por tanto, su eficiencia para incorporar fertilizante basado en nitréogeno inorganico.

3. Evaluar las respuestas fisioldgicas y la incorporacion de 15NO3- de Ulva sp. ante incrementos
de pH y temperatura por separado, en experimentos cortos de laboratorio (horas) que simulen

los cambios de dichos factores en los estanques en un ciclo diario.



Capitulo 2. Metodologia

2.1. Evaluacion in situ de las respuestas fisiologicas y crecimiento de Ulva sp.
durante su cultivo en estanques piloto comerciales (Exp.1)

Se llevd a cabo un experimento en los estanques de cultivo de la UAPC, evaluando las
respuestas fisioldgicas y de crecimiento de Ulva sp. ante la variacion de los pardmetros

fisicoquimicos durante cuatros semanas de cultivo:

2.1.1. Descripcidn de los estanques piloto.

El sistema de cultivo utilizado en este estudio se encuentra ubicado en las instalaciones del
Instituto de Investigaciones Oceanoldgicas (110) de la Universidad Auténoma de Baja California
(UABC), en Ensenada, Baja California, México. Consiste en estanques rectangulares de tierra
compactada revestidos por policloruro de vinilo plastificado (PVC-P) de color blanco y paredes
con ligero angulo hacia el interior que, en conjunto, ayudan al aprovechamiento de la luz
incidente. Los estanques de cultivo (4 m de ancho, 10 m de largo y 1 m de profundidad) abarcan
un area de 40 m?y cuentan con una capacidad de 40 000 litros. La circulacién de agua de los
estanques es del tipo semi-cerrada, ya que se llevan a cabo recambios del agua (80% del volumen)
tres veces por semana. El sistema cuenta con aireacidn desde el fondo con 4 aireadores trifasicos
(220 V) que hacen llegar el aire a un tubo PVC de 4"’ perforado y colocado de forma longitudinal
en el fondo de cada poza. Este sistema conocido como cultivo por “volteo” (Zertuche-Gonzalez
1987, Vandermeulen 1989), genera un movimiento convectivo que permite que las algas
aprovechen mayor cantidad de luz incidente al pasar del fondo a la superficie y viceversa; el
movimiento también evita que se formen gradientes tanto del CID como de los nutrientes
disueltos, y de esta manera, puedan distribuirse de forma homogénea a través de toda la poza.

El cultivo es abastecido con agua de mar, previamente filtrada a través de un sistema mecanico
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gue consiste en cuatro filtros de bolsa en serie, que van de 50 um a 1 um, y una esterilizacion
guimica adicional con UV. El cultivo de Ulva sp. es fertilizado por pulsos, es decir, se afiade una
concentracion de 500 uM de NH4NOs 50 uM de PO4 en un dia y se realiza un recambio de agua
al dia siguiente; este proceso se repite tres veces por semana. La fertilizacidn por pulsos se ha
desarrollado como una técnica para el control de epifitos en sistemas de cultivo abierto, y en
algunos casos, se ha reportado como una técnica que favorece el crecimiento especifico de

macroalgas (Friedlander et al. 1991).

2.1.2. Diseio experimental.

El estudio se llevd cabo en marzo de 2017, durante un ciclo de cultivo que consiste en cuatro
semanas consecutivas. Se sembraron tres estanques de cultivo (i.e. poza=unidad experimental; n
= 3) con 1 kg m™ PF (PF=peso fresco) de Ulva sp.; como referencia se dejé un estanque solo con
agua de mar filtrada con el objetivo de comparar las condiciones fisicoquimicas del agua del
estanque sin algas, con aquellas de los estanques sembradas. Como se indica en las secciones
siguientes, los muestreos de las variables fisicoquimicas y bioldgicas se realizaron en dos dias
consecutivos por semana: un dia de fertilizacién (F) y un dia de recambio (R) de agua al dia
siguiente. Para el caso de las variables fisicoquimicas, ademas, se realizaron medidas a lo largo de

cada dia. Los tipos de variables, asi como sus métodos de muestreo, se indican a continuacion.

2.1.3. Variables fisicoquimicas

Se realizaron mediciones de irradiancia, pH, temperatura, nitrégeno inorganico disuelto (NID) y
oxigeno disuelto (OD), tres veces al dia (7:00, 12:00 y 17:00 h). La salinidad dentro de los

estanques se mantuvo constante (31-33 UPS)



10

La irradiancia se determiné con un medidor LI-250A (LI-COR®) a través de un sensor cuantico
esférico 4m subacuatico LI-193 (LI-COR®). La irradiancia se midié a dos profundidades dentro de
la poza de cultivo: a 30 cm de profundidad (E3o; donde se realizaron las medidas de fotosintesis,
fluorescencia de la clorofila a y crecimiento), y al fondo de la poza (Ef) a 1 m de profundidad. Los
parametros de pH, temperatura, OD y salinidad fueron medidos con una sonda multiparamétrica
YSI® professional plus. Se realizaron tres mediciones por poza de cada uno de los pardmetros

(pseudoréplicas) y se promediaron para establecer la réplica verdadera (n = 3)

2.1.4. Fotosintesis y Respiracion

Para las medidas de fotosintesis y respiracion se usaron cdmaras de incubacion de policarbonato
transparentes con una capacidad de 500 ml. Durante las incubaciones las cdmaras se mantuvieron
en flotacién a 30 cm bajo la superficie con el fin de obtener las condiciones medias de irradiancia
de la poza de cultivo. Previamente a la realizacidon de las incubaciones experimentales, se
realizaron distintas pruebas para optimizar el ratio ‘biomasa del alga/volumen de camara’ y
tiempos de incubacién para minimizar el efecto de limitacion por CID (Olivé et al. 2016).
Finalmente se selecciond una biomasa de 0.4 - 0.8 g PS L'? e incubaciones cortas de 20 minutos
para asegurar mediciones precisas, evitando potenciales subestimaciones de fotosintesis. Entre
incubaciones, el agua de la camara se renovaba por completo con el agua de la poza. Se realizaron
tres incubaciones por poza de cultivo (pseudoréplicas) una vez al dia (cerca del cenit, 12:00 h),
que fueron promediadas para obtener la réplica verdadera (n=3). Las tasas de fotosintesis o
respiracion se calcularon a partir de la produccidon/consumo de OD desde el inicio al fin de las
incubaciones. Las tasas de fotosintesis bruta (gross-P) de Ulva sp. (expresadas en umol O2 g1 PS
h1; PS= peso seco) se calcularon sumando la tasa de respiracion a la tasa de fotosintesis neta. Las

tasas de respiracién se realizaron en completa oscuridad al cubrir las cdmaras de incubacion con
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bolsas plasticas negras. Las tasas de respiracion (R) (umol 02 gt PS h™%, n = 3) se calcularon
mediante el consumo de OD dentro de las cdmaras de incubacidon durante periodos de 60
minutos. El OD fue medido con una sonda multiparamétrica con un sensor polarografico (YSI®
professional plus). La precisidon del sensor se probé contra las mediciones de OD obtenidas por el
método de titulacion de Winkler en ensayos anteriores. Los valores de OD obtenidos con los

diferentes métodos fueron similares, con una varianza de datos de alrededor de 0.05%.

2.1.5. Pigmentos

Se colectaron tres muestras de tejido por poza de cultivo (pseudoréplicas) una vez al dia (12:00
pm) y se lavaron cuidadosamente con agua destilada. Las muestras fueron promediadas para
obtener la réplica verdadera (n=3); este procedimiento se realizd para la determinacién de

pigmentos, composicion proximal y capacidad antioxidante.

Para la determinacion de pigmentos, las frondas fueron conservadas en congelacién (~ -18°C)
hasta el momento de los analisis. El alga fresca (~0.1 g PF) fue homogeneizada en mortero con
acetona al 80% (v/v); para una completa extraccién de los pigmentos, el tejido transfirié a un tubo
de ensayo y se dejé en oscuridad durante 24 h a -4 °C. Posteriormente, los extractos fueron
centrifugados en frio (-4 °C) a 1000 rpm por 5 minutos. La concentracidn de clorofila a, clorofila b
y carotenoides fue determinada por espectrofotometria (UV-1800 Spectrophotometer,
Shimaszu®) a partir de la absorbancia de los extractos a las longitudes de onda (y ecuaciones)

indicadas en Lichtenthaler and Wellburn (1983)

2.1.6. Fluorescencia de la clorofila a

La fluorescencia de la clorofila a del PSIl fue medida con un fluorémetro portable de pulso de

amplitud modulada (DIVING PAM, Walz, Germany). La fluorescencia minima (Fo) fue establecida
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después de mantener las frondes de Ulva sp. durante toda la noche en un incubador VWR®
Signature™ 2015 a 16 °C. Posteriormente, un pulso de luz saturante (5000 umol fotones m=2 s,
0.8 s) fue inducido en el tejido para obtener la fluorescencia maxima (Fm) en los tejidos adaptados
a la oscuridad. Se determind la fluorescencia variable (Fy) como la diferencia entre Fn y Fo, y el
rendimiento cuantico maximo como F/Fm (Schreiber 1994). Posteriormente, se fijaron las frondas
de Ulva sp. en adaptadores de clip (Dark Leaf Clip DIVING-LC) sobre placas planas de plastico
mantenidas a la misma profundidad que las cdmaras flotantes para fotosintesis (i.e. 30 cm). Se
realizaron curvas rapidas de luz (RLC, por su nomenclatura en inglés; Rapid Light Curves)
exponiendo las frondas de Ulva sp. a ocho niveles de luz actinica (18, 34, 52, 82, 147, 233,363 y
554 umol fotones m2 s?) en intervalos de 20 s. Las medidas fueron realizadas al medio dia (12:00
h). Se realizaron tres mediciones por poza de cultivo una vez al dia (pseudoréplicas), y fueron
promediadas para obtener la réplica verdadera (n=3). Con los datos obtenidos se calculd el ®ps
(Ppsii - rendimiento cudntico efectivo) para cada una de las irradiancias de acuerdo con Schreiber

and Neubauer (1990):

(EC. 2) ((Dpsu) = F'm- F/F'm

Donde F’n, es la fluorescencia maxima inducida por un pulso de luz saturante (5000 umol fotones
m2 s, 0.8 s) aplicado a un tejido adaptado a la luz actinica, y F es el estado basal de la
fluorescencia del tejido adaptado a la luz. La ETR (ETR = tasa de transferencia de electrones, por
sus siglas en inglés Electron transport rates) expresada como pmol e” m™ s™! fue estimada de

acuerdo con (Beer et al. 2014):

(Ec. 3) ETR = AF/F'm x Ex Ax 0.5



13

Donde E es la irradiancia, A es la absorptancia del tejido y 0.5 es el factor que explica la division

de energia entre PSly PSII.

La absorptancia en organismos fotosintéticos denota la cantidad relativa de energia solar que
tiene el potencial de ser usada en la fotosintesis para la fijacién de carbono organico, por lo que
la luz absorbida por los componentes no fotosintéticos debe ser sustraida (ver en: Vasquez-

Elizondo et al. 2017), para lo cual se usa la siguiente ecuacion:

(Ec. 4 A=1-T—R

Donde la transmitancia (T) es la fraccion de la luz transmitida a través del tejido, y la reflectancia
(R) es la cantidad de la luz reflejada por retrodispersion. La reflectancia en macroalgas verdes es
casi indetectable. Es por ello que, para Ulva sp., la absorptancia se calcula como un valor

promediode A=1-T.

Por esta razén, la absorptancia (A) para Ulva sp. se calculd conforme a los procedimientos
indicados en Vasquez-Elizondo et al. (2017). Se mantuvieron frondas de Ulva sp. bajo una ldmpara
de halégeno (modelo KL 1500 LCD, 150 W, Schott) fijadas en adaptadores de clip (Dark Leaf Clip
DIVING-LC). En la parte inferior se colocé el irradiometro 2mt (Diving-F1, Walz, Germany) del
fluorémetro sumergible (DIVING PAM, Walz, Germany) con el fin de detectar la cantidad de luz
transmitida a través del tejido de Ulva sp (Lr). Las mediciones se realizaron siempre a la misma
altura. Para corregir la absorcidn no fotosintética del tejido y las pérdidas por dispersion de la luz.
Se realizd un blanqueamiento del tejido de Ulva sp. al sumergirlo en agua de mar con 4% de cloro
comercial (CLORALEX®). Posteriormente se fijaron las frondas, y se realizd el procedimiento
anteriormente sefialado para detectar la luz transmitida a través del tejido blanqueado (Lo). El

procedimiento se llevé a cabo cada dia de muestreo de frondas obtenidas de los estanques de
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cultivo; se realizaron tres mediciones por poza de cultivo (pseudoréplicas) una vez al dia, que
fueron promediadas para obtener la réplica verdadera (n=3). La transmitancia a través de la
muestra se calculé como la relacién: T = Ly / Lo. Finalmente, la absorptancia del tejido de Ulva sp.

se calculé como un valor promedio de:

(Ec. 5) A=1—(Lt/Lo)

La disipacion térmica de energia del PSIl, NPQ (NPQ; Non-Photochemical Quenching), fue

determinada de acuerdo con Bilger and Bjorkman (1990):

(Ec. 6) NPQ = (Fn— F'm) / Fm

2.1.7. Composicion proximal

Después de su colecta, las muestras de tejido de Ulva sp. se secaron en estufa a 60°C, y se calculd

el contenido de humedad segun el método oficial de la AOAC (Horwitz 1990)

El contenido de nitrégeno (% PS) se determind por el método microkjendahl segun el método
oficial de la AOAC (Horwitz 1990). Complementariamente, se calculé el porcentaje de proteina al

multiplicar por el factor 5 (Angell et al. 2016).

El contenido de lipidos totales (% PS) se determind por extraccién en cloruro de metileno:

metanol (2:1 v/v) por el método descrito por Folch et al. (1957).

Para el contenido de carbohidratos (%PS) se usé el método modificado de Hernandez-Garibay et
al. (2010). Se realizé una hidrdlisis en muestras de tejido seco pulverizado en bafio maria durante
2ha60°C,en2mL(1:100p/v) de HCI 0.2 N. El contenido de carbohidratos solubles de la muestra
hidrolizada en acido se determind espectrofotométricamente por el método colorimétrico del

fenol sulfurico (Dubois et al. 1956), usando Ramnosa como estandar.
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Para el contenido de cenizas (% PS), se calcind tejido seco y pulverizado en una mufla a 450 °C por

4 h. El contenido de cenizas se calculd por el método oficial de la AOAC (Horwitz 1990)

(Ec. 7) % Cenizas = (W *100) /W

Donde Wi es el peso del tejido seco antes de la calcinacidon y W; es el peso del tejido posterior a

la calcinacion.

2.1.8. Capacidad Antioxidante

Para la obtencidn de los extractos crudos para determinar la capacidad antioxidante de Ulva sp.,
las muestras de tejido se secaron en estufa a 60°C. Se realizaron extractos de 20 mg de tejido seco
en metanol (80%), manteniéndolos en agitacién constante y oscuridad por 24 h. La muestra se
centrifugé a 1000 rpm por 10 min y, posteriormente, se decantd el extracto crudo.

Para el determinar el contenido fendlico se usé el método fotocolorimétrico Folin-Ciocalteu
(Folin, O. y Ciocalteu 1927). A 25 uL del extracto crudo se le afiadié 100 uL del reactivo Folin-
Ciocalteu y, posteriormente, 300 pL de Na,CO3 (20%) y se agitd. Después se incubaron por 30 min
a 40°C. Los extractos se leyeron a 765 nm con un espectrofotémetro (Spectronic Helios Gamma
UV-Vis Spectrophotometer, Thermo Scientific). Se usé acido galico (C7HsOs) como estandar. Los
resultados se expresaron como equivalentes de acido galico por g de PS.

Para determinar la actividad antioxidante se aplicé el método de reduccion del radical libre
estable 1,1-difenil-2-picrilhidracil (DPPH) (Blois 1958). Se afadieron 100 pL de extracto crudo, 1
ml de DPPH 60 mM vy se agité. Se dejé en reposo a temperatura ambiente por 30 minutos. Las
sustancias antioxidantes que reaccionaron con el DPPH y la reduccion del reactivo fue

monitoreada midiendo la disminucién de la absorbancia a 517nm con el espectrofotémetro



16

(Spectronic Helios Gamma UV-Vis Spectrophotometer, Thermo Scientific). Se usé acido ascorbico

como estandar. Los resultados se expresan como equivalentes de acido ascorbico por g de PS.

2.1.9. Crecimiento

Las medidas de crecimiento se realizaron en cdmaras de incubacion de policarbonato
transparentes con una capacidad de 500 mL que se mantuvieron en flotacién a la misma
profundidad donde se realizaron las medidas de fotosintesis y fotoquimica (i.e. 30 cm). Dentro de
cada cdmara de incubacién se colocaron frondes de Ulva sp. con un peso aproximado de 0.5 g PF;
la cdmara estaba abierta por su parte superior para permitir el intercambio continuo del agua de
su interior con la de la poza; una malla recubria esta abertura para mantener las frondas en la
camara. Se realizaron incubaciones semanales, sin embargo, el tejido se pesaba tres veces por
semana. Se colocaron tres camaras de incubacién en cada una de los estanques (pseudoréplicas),
y se promediaron para obtener la réplica verdadera (n=3). Al final de cada semana el tejido se

secd a 60°C para obtener el peso seco.

Se calculé la tasa de crecimiento especifico con la siguiente férmula (Israel 1995):

(Ec. 8) TCE= 100 x [(In W:—1In Wo) / t]

Donde Wy es el peso de Ulva sp. al comienzo del periodo considerado dentro de las cdmaras de
incubacién, W es el peso de Ulva sp. al final del periodo considerado y t es el periodo considerado

el cual se realizaron los pesajes Woy Wh.

El rendimiento fue determinado con la siguiente féormula:

(Ec. 9) Y (g PF m2dia) = Wo + (TCE / 100)
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Donde Wy es el peso inicial de Ulva sp. por m? al comienzo del periodo considerado, y TCE es el

crecimiento especifico.

2.1.10. Cinéticas de incorporacion de NID

Para las incubaciones de cinéticas de incorporacién de NID, se eligié un peso aproximado de Ulva
sp. de 0.2 — 0.3 g PS y se colocd en camaras de incubacién de policarbonato con una capacidad
de 500 mL durante 1; esto con la finalidad de evitar una reduccion sustancial del nutriente en el
agua durante la incubacién y evitar subestimaciones de incorporacién de N. Se expuso el tejido a
concentraciones crecientes (0, 25, 50, 100, 200, 400 y 600 uM) de trazadores de NH4* (*°>NH4Cl at.
%=99, Cambridge Isotope Laboratories) y NOs (*KNOs at. %=99, Cambridge Isotope
Laboratories). Las camaras fueron agitadas constantemente para reducir el efecto de la capa
limitante en la adquisicidn de nutrientes y la formacion de gradientes (Sandoval-Gil et al. 2015).
Tras la incubacién, los tejidos fueron enjuagados con agua desionizada para remover los
nutrientes de su superficie y secados a 60 °C por 48 horas. Finalmente, las muestras fueron
pulverizadas y encapsuladas en cdpsulas de estafio. Las determinaciones isotdpicas se llevaron a
cabo en UC-Davis Stable Isotope Facility con un analizador elemental (EA) conectado a un

espectrometro de masas de razones isotépicas de flujo continuo (IRMS).

Las tasas de incorporaciéon de amonio y nitrato (V, expresada como pmol N g1 PS h'!) se calcularon

con la siguiente formula:

(Ec. 10) V = [(**Nexp — 2°Npack) X Nc] / (Mn x t)

Donde la diferencia (**Nexp — °Npack, cOMo %) es el enriquecimiento de N relativo al >N natural
en Ulva sp., Nc es el contenido de nitrogeno (g N g PS), My es la masa molar del nitrégeno en los

trazadores (15 g mol?) y t es la duracién de la incubacién (1 h). Las tasas de incorporacion (V)
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fueron graficadas contra la concentracion del sustrato (S, uM) y los pardmetros de las tasas de

incorporacion fueron calculados con el modelo Michaelis—Menten:

(Ec. 11)V = (Vmax X S) / (Km + S)

Donde Vmax €s la tasa de incorporaciéon maxima (umol N g PS h'') y Kn es a contante de la
saturacion (UM); Vmaex Yy Km fueron estimadas por analisis de grafico en el programa SigmaPlot 11

(Systat Software Inc). La constante de afinidad a fue calculada como Vmax / Km.

Las tasas de incorporacién de amonio y nitrato a sus concentraciones en los estanques (Vamb)

fueron determinadas con una modificacion de la ecuacidn anterior:

(EC- 12) Vamb = (Vmax X Samb) / (Km + Samb)

Donde Semeb €s la concentracion de NH4* y NOs™ en los estanques de cultivo de Ulva sp durante el

ciclo de cultivo.

Para los analisis de nutrientes se colectaron muestras de agua filtrada (GF/F Whatman), tres veces
al dia (7:15, 12:00 y 17:00 h), a excepcion de los dias de fertilizacién, donde se realizé una colecta
adicional antes de fertilizar (7:00 h). La determinacidon de nutrientes se realizé por distintos
métodos colorimétricos; el amonio se midié por el método de azul de indofenol (Solorzano 1969).
En el caso de nitrato se usé el método de UV selectivo (American Public Health Association,

American Water Works Federation, Water Pollution Control 1989).

Se calculd la tasa de remocidén de amonio y nitrato en los dias de fertilizacion de acuerdo con la

formula modificada de Cohen and Neori (1991):

(Ec. 13)V=v (Si—5f)
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Donde V = es la tasa de remocion (umoles N L h?), v = volumen de la poza (L), Si es la
concentracion inicial de N (250 uM de NH4*; 250 uM de NO3’) y Sy es la concentracién de N al final
del dia.

2.2. Efectos en Ulva sp. de incrementos de temperatura y pH bajo condiciones
controladas de laboratorio (Exp. 2)

Se llevaron a cabo experimentos en laboratorio con la finalidad de identificar las respuestas
fisioldgicas de Ulva sp. frente a cambios de temperatura y pH en periodos cortos (horas),
simulando su variacidn en ciclos diarios dentro de los estanques de cultivo.

Para estos experimentos en condiciones controladas, se colecté tejido de Ulva sp. de los
estanques de cultivo y se limpié cuidadosamente. Posteriormente, se colocé 1 g PF dentro de
camaras de incubacién de policarbonato con una capacidad de 500 mL. Con el propédsito de
homogenizar las condiciones fisioldgicas iniciales de las frondas Ulva sp., estas se mantuvieron en
un Incubador VWR® Signature™ 2015 a una temperatura de 16°C y una irradiancia de ~ 300
umoles fotdn m2 st (lamparas led modelo LAM-030, 18 W, Kleiman) durante tres dias, realizando
recambios de agua diariamente. Las algas se mantuvieron sin nutrientes, esto con la finalidad de
gue los cambios fisiolégicos de Ulva sp. estuvieran directamente influenciados por los cambios
en pH o temperatura y no por los cambios en la concentracién de nutrientes. Para los
experimentos se eligieron los tratamientos de temperatura y pH basados en las mediciones de
dichos parametros en los estanques de cultivo durante un ciclo diario. Se expuso tejido de Ulva
sp. a cuatro tratamientos distintos de temperatura: 16 °C, 19 °C, 22 °Cy 25 °C, con la misma dosis
luminica mencionada anteriormente. Por otra parte, se sometid a Ulva sp. a cuatro tratamientos
de pH: 8.15, 8.78, 9.5 y 9.82, con las mismas condiciones de temperatura e irradiancia de la

aclimatacidén. Para elevar el pH del agua de incubacion se usé NaOH al 40 % (Invers et al. 1997).
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Se eligid un tiempo de incubacién de 30 min, con el fin de simular la rapida variacion que existe
de estos dos parametros durante el dia. Posteriormente al tiempo de incubacién en cada uno de
los tratamientos, se midieron las tasas de fotosintesis y respiracién por evolucién de oxigeno
(Seccién 2.1.4), las tasas de incorporacion de NO3™ a una concentracién de 10 uM (Seccién 2.1.10),

la concentracién de pigmentos (Seccidén 2.1.5) y la fluorescencia de la clorofila a (Secciéon 2.1.6).

2.3. Analisis estadisticos.

La evaluacién del efecto de las semanas de cultivo en el conjunto de variables respuesta del
experimento 1 (in situ) y su relacién con las variables ambientales, se realizé mediante analisis
multivariados con el programa PRIMER 6 & PERMANOVA+ v.1.0.2 (Anderson et al. 2008). Para
ello, los datos biolégicos y ambientales fueron normalizados y se generaron dos matrices de
distancias en base a Distancias Euclidianas. Con la matriz de datos bioldgicos se realizé una
ordenacion multivariada (MDS) y un analisis de varianza multivariado basado en permutaciones
(PERMANOVA, 9999 permutaciones) de dos factores con disefio anidado, donde el factor dia de
F v R (aleatorio) estaba anidado en el factor semana (fijo). Se aplico el test de Monte Carlo para
detectar diferencias significativas entre muestras, cuando no se alcanzaron las 9999
permutaciones. El porcentaje de similaridad (medido en distancia media) del estado fisioldgico
de las poblaciones entre semanas se obtuvo mediante un analisis SIMPER. Para determinar las
relaciones significativas entre cambios de las variables ambientales no controladas durante el
cultivo en estanques (Intensidad de luz, temperatura y pH) y los cambios fisiolégicos de Ulva sp.

se utilizaron modelos lineales basados en distancias (DistLM).

Para la implementacién de los andlisis univariantes, la normalidad de datos se comprobd

mediante el test de Shapiro-Wilk (1965); la homogeneidad de varianzas se corroboré con el test
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de Levene, éstas pruebas fueron realizadas con el programa SigmaPlot 11 (Systat Software Inc);
de ser necesario, se realizd transformacién de los datos. Se aplicé el ANOVA anidado de una via
en el experimento 1 (in situ), donde la variacién de los descriptores dentro de los dias F y R de
muestreo (aleatorio) fueron anidadas en las semanas (fijo). Se realizé una prueba post-hoc
(Student—Newman—Keuls, SNK) de comparacién de medias entre semanas, con la finalidad de
identificar la semana (s) especifica causante del efecto significativo (ANEXO 1); el andlisis
estadistico fue realizado con el programa SPSS v.20 (SPSS, Chicago, IL, USA). Por otra parte, en el
caso de las variables donde no se encontraron diferencias significativas con EIl ANOVA anidado,
se realizaron regresiones lineares para saber si habia una relacidon con paso de las semanas y el
cambio en las variables fotobioldgicas y bioquimicas (ANEXO 2). La prueba no paramétrica
Kruskal-Wallis fue realizada en caso de que los datos no cumplieran los supuestos de normalidad
y homocedasticidad de las variables para realizar las pruebas ANOVA. Para determinar el efecto
del paso de las semanas en el crecimiento y rendimiento de la biomasa en los estanques de cultivo
se realizé6 un ANOVA de medidas repetidas con el crecimiento y el rendimiento como variables
independientes y el tiempo (semanas) como factor. Se realizé una prueba post-hoc (Student—
Newman-Keuls, SNK) con la finalidad de identificar diferencias entre semanas. Los efectos en las
variables fotobioldgicas, composicion de pigmentos e incorporacién de NOs3™ en Ulva sp. ante la
variacién de los factores de temperatura y pH en los experimentos cortos en el laboratorio fueron
determinados con un ANOVA de una via con el programa SPSS v.20 (SPSS, Chicago, IL, USA). Se
realizd una prueba post-hoc (Student—Newman—Keuls, SNK) con la finalidad de identificar
diferencias entre tratamientos. Para todas las pruebas los efectos estadisticamente significativos

fueron considerados a p < 0.05.
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Evaluacion in situ de las respuestas fisioldgicas y crecimiento de Ulva sp.
durante su cultivo en estanques piloto comerciales (Exp.1)

Enla S2 lairradiancia en los estanques se redujo en promedio ~67%. La reduccién de la irradiancia
en la S4 fue del ~92% a 30 cm de profundidad (Fig. 2A) y del ~100 % en el fondo de la poza (Fig.
2C). De forma general, la temperatura del agua de los estanques mostro variaciones de hasta 3 y
4 °C en ciclos diarios (Fig. 2B). Los valores mas bajos de temperatura se registraron durante las
dos primeras semanas de cultivo de cultivo (13 — 18 °C), mientras que los mas altos fueron
registrados en la S3 (17 —21 °C) y S4 (16 — 20 °C). Los valores de pH de los estanques con Ulva sp.
se mantuvieron siempre por encima de los valores en los estanques de referencia (Tabla 1).
Dentro de los estanques de cultivo se detectaron cambios de pH durante los ciclos diarios,
pasando de valores de ~ 8 en el amanecer, a superiores a 9 alrededor de las 17:00 h (Fig. 2D).
Comparando entre semanas, el pH de S1 (8.5) fue menor en comparacién con el resto de las
semanas de cultivo, y fue durante la S3 que se detectd pH mas alto, llegando a valores de ~10

durante el atardecer.
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Figura 2. Parametros fisicos y quimicos medidos en los estanques de cultivo de Ulva sp. Los valores son las medidas
realizadas al amanecer (negro), mediodia (gris) y atardecer (blanco) de los pardmetros de Eso (A), Temperatura (B),

Ef (C) y pH (D). Los valores son los promedios (n=3) y el error estandar.
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Tabla 1.Parametros fisicos y quimicos medidos en los estanques de cultivo de referencia (sin macroalga). Los valores
son los maximos y minimos medidos durante los dias de muestreo de fertilizacion (F) y recambio de agua (R) durante
las semanas de cultivo (1-4).

, E3o Er 0
Semana Dia pH ) ) T(°C)
(umol foton m=2s71) (umol foton m=2s71)
S1 F 7.81-7.93 1303.7 -3610.1 770-2743 15.3-18.3
R 8.03-8.12 1502.9 - 3252.5 1176.4 - 2884.5 14.1-18
S2 F 8.22-8.43 967.1 -2988 621.7-1093.1 14-17.1
R 8.11-8.24 984.7 —3104.5 552.9 - 2460 13.7-17.6
S3 F 8.08-8.18 839.3-3342.5 790.8 —1352.5 18-20
R 1177.8 —4098.5 1150.8 — 2656.5 16.8 -20.5
S4 F 8.15-8.16 1439.5 - 4065.5 915.7-1938.1 17-19.9
R 8.12-8.15 1086.9 — 3903 882.9 -3260 16.4-19.8

El andlisis de ordenacidon MDS (Fig. 3) muestra un cambio gradual del estado fisiolégico de Ulva
sp durante las cuatro semanas de cultivo en los estanques. El porcentaje de disimilaridad del
estado fisioldgico de las algas cultivadas la primera semana aumentd gradualmente con el tiempo,
cambiando de 42% (S1 vs S2) a 49% (S1 vs S3) y 70% (S1 vs S4) durante las 4 semanas de cultivo.
El porcentaje de disimilaridad entre las semanas consecutivas S2 vs S3 (28%), y S3 vs S4 (12%) fue

menor que el observado entre S1y S2.
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Figura 2. Gréfico resultante de la ordenacion MDS con la distribucién espacial de las muestras de Ulva sp basadas
en sus caracteristicas fisiologicas durante las cuatro semanas de cultivo (S1, S2, S3y S4) y los dias de recambio de
agua (F: fertilizacion, R: recambio).

El analisis multivariante PERMANOVA mostré cambios significativos en el estado fisioldgico del
alga a partir de la segunda semana de cultivo, ya que no se observaron diferencias estadisticas
entre las dos primeras semanas, pero si en la semana 3 y 4 (S3 y S4) en comparacién con el estado
inicial de la S1 (Tabla 2, pair wise a). También se observaron variaciones significativas debidas al
recambio del agua durante S1, S2 y S3, pero no en la ultima semana de cultivo (Tabla 2, pair wise

b).
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Tabla 2. Resultados del analisis PERMANOVA anidado mostrando los efectos significativos de las semanas de cultivo
(S1, S2, S3, S4) y los dias de recambio de agua (F: fertilizacion, R: recambio) en el estado fisiolégico de Ulva sp
durante el experimento 1 in situ. Las letras en negrita indican diferencias significativas.

Main test SS MS Pseudo-F P (perm)
Semana* 259.29  86.431 5.0553 0.0021
Dia (Semana) 68.389  17.097 4.3203 0.0001
Pair-wise a t P(MC)
S1xS2 1.7112 0.1012
S1xS3 2.7969  0.0207
S1xS4 4.0488  0.0085
S2xS3 1.4061  0.1738
S2 xS4 2.0593  0.0567
S3 xS4 1.4214 0.164
Pair-wise b t P(MC)
FxR(S1) 2.2207 0.023
FxR (S2) 2.3345  0.0222
FxR(S3) 0.1013  0.0356
F xR (S4) 0.0998 0.1972

* P(MC) 105 permutaciones

El modelo DISTLM (Tabla 3) indicé que los tres factores que resultan de dificil control en este tipo

de cultivo (irradiancia, temperatura y pH), tuvieron efectos significativos en las variaciones del

estado fisioldgico de Ulva sp. durante las cuatro semanas de cultivo. Basado en el porcentaje de

varianza explicado por cada variable de forma individual, |a irradiancia resulté ser el factor mas

importante, seguido de la temperatura y el pH. Los tres factores contribuyeron al 57% del total

de la varianza explicada en el modelo seleccionado.

Tabla 3 . Resultados del analisis DISTLM incluyendo todas las variables respuesta frente a los tres predictores
relevantes je incontrolables? en cultivos en estanques durante las 4 semanas, en el experimento 1 in situ.

% varianza

Predictor Pseudo-F P explicada
Irradiancia 15.509 0.0001 0.41347
Temperatura 10.017 0.0002 0.31286
pH 4.8324 0.0051 0.1801
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Los valores de fotosintesis bruta (Fig. 4A) se redujeron significativamente a lo largo del ciclo de
cultivo (r? =- 0.74; p < 0.001), con una reduccién de hasta un 63% en la S4 en comparacién con la
S1 de cultivo. Por otra parte, en la S2 y S3 se detectaron valores significativamente mayores (36
— 44 %; p < 0.001) de las tasas de fotosintesis en los dias de fertilizaciéon (F) respecto de los dias
de recambio del agua de la poza (R). Las tasas de respiraciéon se mantuvieron constantes a lo largo
del ciclo de cultivo, a excepcion de un incremento en el dia de F de la S2 (H = 11.44; p = 0.010)
(Fig. 4B). Hubo un incremento significativo en el contenido de clorofila a (107 %; p = 0.026), la
clorofila b (139 %: p = 0.014) y los carotenoides (27 %; p = 0.006) en Ulva sp. de la S1 a la S4
(Fig.4C-E). También, se observé un incremento significativo (~10 %) en ratio clorofila b/a (r° =
0.76; p = 0.002) (Fig. 4F). Para el caso de la concentracion de clorofilas y ratio molar clorofila b/a,

también se observaron incrementos significativos en los dias F respecto de R de la S2 y S4.
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Figura 3. Variacion de los valores de Fotosintesis bruta (gross-P) (A), Respiracién (B), Clorofila a (C) Clorofila b
(D), Carotenoides (E) y ratio molar Clorofila b/a (F) de Ulva sp. durante las semanas de cultivo (S 1-4), en el dia de
fertilizacion (negro) y dia de recambio (gris). Los valores son los promedios (n=3) y el error estandar.

La Fv/Fm partio de valores muy reducidos (~0.7) en el primer dia experimental (F, S1); sin embargo,

dichos valores se recuperaron y experimentaron un incremento del ~10 % en el segundo dia (R,
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S1). En las siguientes semanas del ciclo de cultivo (S2 — S4), el Fy/Fm se redujo gradualmente de
0.77 a0.73(r? =-0.79; p =<0.001) (Fig. 5A). Los valores maximos de las ETR se encontraron a ~300
umol fotén m=2 s~ en las RCL, por lo que se considerd esta irradiancia para reportar los resultados
de ETR, ®psiiy NPQ. Se encontrd una reduccion significativa tanto en las ETR (p = 0.015) como en
el @psi (p = 0.003) a lo largo de las semanas de cultivo, con una reduccién mdaxima de ambos
descriptores de ~ 50% al final del cultivo, en comparacidn con la S1 (Fig. 5By D). En la S1 de cultivo
se detectaron valores significativamente mayores de NPQ en comparacién con el resto de las
semanas de cultivo (~40%; p = 0.041) (Fig. 5C). Los valores de absorptancia se incrementaron de

0.41 a 0.52 a lo largo del ciclo de cultivo, sin embargo, dicho incremento no fue significativo.
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Figura 4. Variacion de los parametros fotoquimicos: Rendimiento cuantico maximo (A), (ETR) (B), NPQ (C) y
Rendimiento cuéntico efectivo (®esi) (D), de Ulva sp. durante las semanas de cultivo (S 1-4), en el dia de fertilizacion
(negro) y dia de recambio (gris). Los valores reportados son los correspondientes a la irradiancia de 300 umol fotén
m~2s7! de las RLCs. Los valores son los promedios (n=3) y el error estandar
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El contenido de carbohidratos se redujo significativamente de la S1 ala S4 (r? = 0.82; p =< 0.001),
llegando a una disminucidn total del 30 % (Fig. 6A). El contenido de nitrégeno y proteinas en el
tejido de Ulva sp. durante el ciclo de cultivo tuvo una disminucién significativa, con un
decremento de ~20% de la S1 a la S4 (r’= 0.080; p = <0.001) (Fig. 6B). Por otra parte, se detectd
un incremento significativo en el contenido de cenizas en la S3 y S4 en comparacion con la S1
(~70%; p = 0.005) (Fig. 6C). En cuando al porcentaje de lipidos durante el ciclo de cultivo, durante
la S2 se detectaron valores significativamente mayores (entre 10 — 20%; p = 0.008) en

comparacion con el resto de las semanas (Fig. 6D).
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Figura 5. Variacion de contenido proximal Carbohidratos solubles (A), Nitrdgeno y Proteinas (B), Cenizas (C) y
Lipidos (D), de Ulva sp. durante las semanas de cultivo (S 1-4), en los muestreos en el dia de fertilizacion (negro) y
dia de recambio (gris). Los valores son los promedios (n = 3) y el error estandar
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La capacidad antioxidante disminuyd significativamente de la S1 a la S4 (~30%; p = 0.007) (Fig.
7A). Aunque el contenido fendlico no presentd variaciones significativas, se detecté una

disminucion del ~25% en el dia de recambio de la S4 con respecto a la S1 (Fig. 7B).
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Figura 6. Variacion de la capacidad antioxidante (A) y el contenido fenélico (B) de Ulva sp durante las semanas de
cultivo (S 1-4), en los muestreos en el dia de fertilizacion (negro) y dia de recambio (gris). Los valores son los
promedios (n = 3) y el error estandar

La biomasa de Ulva sp. aumentd hasta ocho veces desde la primera hasta la Ultima semana de
cultivo (1 kg PF m2—~8 kg PF m™) (resultado obtenido en la cosecha de cada uno de los estanques
con Ulva sp. al final de las cuatro semanas de cultivo). Sin embargo, la eficiencia en productividad
se redujo significativamente (p < 0.001) al disminuir su crecimiento especifico hasta ~80% en las
ltimas dos semanas (Fig. 8A). El rendimiento se mantuvo en ~300 g PF m2dlaS1yS2 de cultivo.

Posteriormente disminuyd ~50 % durante las ultimas dos semanas (Fig. 8B).
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Figura 7. Variacion del crecimiento especifico (A) y el rendimiento (B) de Ulva sp durante las semanas del ciclo de
cultivo (S 1-4). Los valores son los promedios (n = 3) y el error estdndar

Las cinéticas de incorporacion de NHs* y NO3™ por Ulva sp. se ajustaron con precisiéon al modelo
Michaelis—-Menten (R? > 0.94) (Fig. 9). Las cinéticas de incorporacion de NH4* mostraron valores
de Vmax Y Km muy superiores a los de las cinéticas de incorporacién de NOs'. Por el contrario, los
valores de a para la incorporacion de NOs3™ fueron notablemente mayores que aquellos para la

incorporacion de NHa4*.
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Figura 8. Cinéticas de incorporacion de NOsy NHs* (A), tasas maximas de incorporacién-Vmax (B), Km (C) y a (D)
de Ulva sp. Los valores son los promedios (n = 3) y errores estandar.

Respecto de las tasas de incorporacién de amonio y nitrato calculadas a partir de las
concentraciones de ambos compuestos en el agua de los estanques (Vamb), se observd que las
Vamb para nitrato se encuentran saturadas incluso a bajas concentraciones de este compuesto en
la poza (>40 uM); por el contrario, todas las Vamp calculadas para amonio se encontraron en
valores subsaturantes (Fig. 10A). La tasa de remocién de NHa* durante el ciclo de cultivo en los
dias F fue aumentando al paso de las semanas de cultivo, con un consumo superior al 20% en la

ultima semana en comparacién a la primera (Fig. 10B). Por su parte, las tasas de remocién de NOs
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disminuyeron a partir de la S2 y en el resto del ciclo de cultivo, con una reduccién total de ~40%
(Fig. 10B). A lo largo de los dias de F se observé un consumo rdpido de amonio tras fertilizar a una
concentracion de 250 uM; se observd un consumo total de amonio al final de los dias F a partir
de S3. (Fig. 10C). Para el caso del NOs (Fig. 10D), el consumo tras la fertilizacién con una
concentracion de 290 uM, no fue tan efectivo en comparacion con el amonio en los dias F, ya que
solo se consumid entre 100 — 150 uM durante el transcurso del dia. Esto resultd en que, debido
a que los recambios de agua no se realizaban al 100%, aln se detectaran concentraciones de

nitrato entre 50 — 100 uM en los dias R
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Figura 9. Vamp, Consumo, y concentraciones de NH4s* y NOs™ por Ulva sp. Tasas de incorporacion de nitrato y amonio
por Ulva sp. a las concentraciones reales de ambos compuestos en el agua de mar en poza de cultivo (A). Tasa de
remocion de NH4* y NOs™ por Ulva sp. durante las cuatro semanas del ciclo de cultivo (B). Concentracion de NH4*
(C) y NOs (D) en el agua de mar de los estanques durante las semanas de cultivo (1-4), en los dias de fertilizacion
(F) y recambio de agua (R); las distintas barras indican la hora del dia a la que se realizaron los muestreos.
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3.2. Efectos en Ulva sp. de incrementos de Ty pH bajo condiciones controladas de

laboratorio (Exp. 2)

Las mayores tasas de fotosintesis neta y bruta se observaron a 16°C y fueron significativamente

menores a mayores temperaturas (~30%; p = 0.012) (Fig. 11A)
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Las tasas de respiracion fueron significativamente mayores en el tratamiento de menor
temperatura (16°C) (p = 0.003) (Fig. 11A). Las tasas de incorporacion de °NOs se redujeron
significativamente (hasta ~ 70%) con el aumento de la temperatura (p = 0.027) (Fig. 10C). Hubo
una reduccion significativa en las tasas fotosintéticas neta (p < 0.001) y bruta (p < 0.001) al
incrementar los valores de pH (Fig. 11B). Del mismo modo, el incremento de pH redujo de manera
significativa la incorporacién de NOs3™ en Ulva sp., hasta el 95% en los tratamientos de pH mas
extremo (Fig. 11D). No se encontraron relaciones claras entre los tratamientos de

temperatura/pH y los parametros de fotoquimica y pigmentos, a excepcion de una reduccion

significativa del NPQ con el incremento de T (Tabla 4).

Tabla 4. Variacion de los descriptores de fotoquimica y concentracién de pigmentos de Ulva sp. en respuesta a
incrementos de pH y temperatura. Los valores presentados son los promedios (n= 3) y el error estandar. Las
diferencias significativas (ANOVA una via y post hoc SNK andlisis) entre los distintos tratamientos de pH o
temperatura son indicadas con asteriscos.

Tratamientos

16 19 22 25
Descriptores 8.15 8.78 9.50 9.82 F p
ETR T 30.67 +1.89 24.87 +0.70 30.17 +1.97 26.07 +1.30 3628 0.064
PH  3030+23 27.16+1.28 3030+ 15 29.20 +0.05 0924 0472
Dpg))
T 0.20 +0.01 0.17 +0.005 0.20+0.01 0.18 +0.001 36 0.065
pH 0214002 0.18 +0.01 0.21+0.01 0.20 + <0.001 0987  0.446
NPQ
T 0.89 +0.06 * 0.68 + 0.04 0.62 +0.02 0.780.05 7567 0.010
pH  048+006 0.13+0.06 0.23+.0.02 0.37+0.06 2005  0.101
Cla
T 1542.72+28540  1718.64+14362  162355+97.17  1587.91+130.92 0173 0911
oH 1493.43 + 242.93 1586.79 + 79.31 120932+ 6169  1781.19+70.94 3055  0.092
Clb T 1077.17 + 190.37 1261.07 + 96.33 1171.03+8318 129092 + 74.12 0643  0.609
oH 1103.32 + 175.92 1168.92 + 76.08 905.34 + 48.15 1266.08 + 79.03 2053 0.185
Carotenoides 184.76 + 56.84 22754 +13.03 214.93+9.25 251.65 + 33.92 0669 0595
pH 24556 +50.95 280.81 + 9.61 179.39 + 6.96 260.53 + 1.74 6487  0.090
E?;,Zn molar . 0.69 + 0.03 0.72+0.01 0.71+0.01 0.80+0.02 * 7134 0012
pH 07340002 0.72 +0.02 0.74+0.003 0.70 +0.02 1389 0315
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Respuestas fisiolégicas y crecimiento de Ulva sp. bajo las condiciones
cambiantes de su cultivo.

Durante un periodo de cultivo (1 -4 semanas), los incrementos de densidad, asi como los cambios
ambientales en los estanques con Ulva sp. provocaron variaciones en su crecimiento y fisiologia,
afectando la productividad del alga. La disminucién tanto de la irradiancia como del CID, en
conjunto con las variaciones de la temperatura, provocaron un cambio gradual durante las 4
semanas de cultivo, sin embargo, este cambio fue significativo hasta la S3 de cultivo. En nuestra
ordenacion MDS, se observa cdmo existen cambios desde las S1 y S2, sin embargo, este cambio
es aun mas notorio hasta la S3 de cultivo. La disminucion de la fotosintesis y la reduccién tanto
de carbohidratos como del nitrégeno en el tejido, resultaron en un decremento de la
productividad de ~ 50% al final de la misma semana. La variacidn en la fisiologia experimentada
por Ulva sp., asi como la plasticidad que mostré durante el ciclo de cultivo, discutidos a
continuacion, proporcionaron informacidn que puede ser aplicada a la optimizacién del sistema.
Ulva sp. experimentd una reduccién significativa en sus tasas de fotosintesis bruta conforme
avanza el ciclo de cultivo desde la primera hasta la Ultima semana (reduccién de hasta ~63% en
la S4). Esta reduccién resulta con la disminucién de la luz dentro de los estanques; esto es de
esperar, ya que la luz se encuentra entre los factores abidticos mas importantes en la
productividad de las algas, debido a que provee la energia para la fotosintesis (Hurd et al. 2014).
Kim et al. (2011) reportaron que hay una fuerte relacién entre una alta productividad y alta
disponibilidad de irradiancia en estadios tempranos de Ulva liza (especie laminar y de distribucion
intermareal), incluso cuando hay limitacién por nutrientes, atribuyéndole a este parametro

mucho mas peso que otros factores en el agua (i.e. concentracion de nutrientes; temperatura) en
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la proliferacion de la macroalga. La mayor productividad de Ulva sp. dentro de los estanques de
cultivo fue durante la S1, cuando las irradiancias eran mas altas. Se ha reportado que diversas
especies del género Ulva sp. tienen la capacidad de tolerar las altas irradiancias (> 1500 pumol
foton* m2 s?) sin afectar la productividad; estudios con Ulva lactuca (Cabello-Pasini et al. 2000)
y con Ulva prolifera (Jie et al. 2016), atribuyen la tolerancia a altas dosis luminicas a mecanismos
fotoadaptativos y fotoreparadores, asi como a la sintesis de compuestos fotoprotectores
(carotenoides) y mecanismos de fotoinhibicién (inhibicién de proteinas) los cuales se discuten
mas adelante. Con el paso de las semanas y la disminucion de la luz a través de la poza de cultivo,
Ulva sp. disminuyd sus tasas fotosintéticas debido a un efecto de auto sombreado que disminuyd
la cantidad de luz disponible para que el alga tuviera un proceso fotosintético éptimo. Xu et al.
(2014) reportaron que en condiciones tanto limitantes como enriquecidas de N, y condiciones de
altas y bajas irradiancias, Ulva prolifera tiene menores tasas de fotosintesis cuando existe
limitacidon por irradiancia, aunque se encuentre enriquecida con nutrientes. El incremento en la
concentracion de pigmentos de Ulva sp. parece consistente con esta potencial limitacién por luz
a lo largo del ciclo de cultivo. El aumento en la concentracién de Cla, Clb, carotenoides y ratio
Clb/Cla (i.e. tamafio de antena) se engloba dentro de los procesos clasicos de fotoaclimatacion
ante condiciones de limitacidon por luz en Ulva sp. y otras especies de macroalgas (Lapointe
yTenore 1981, Riechert y Dawes 1986, Xu y Gao 2008). La plasticidad fotosintética a nivel de
pigmentos (y propiedades bio-6pticas) de Ulva sp. también se ha demostrado en comunidades
intermareales de esta especie. Los procesos de fotoaclimatacion de estas especies estan
condicionados por la disposicién de las frondas a diferentes alturas dentro de los doseles; las
frondas mas expuestas reducen la cantidad de pigmentos para prevenir dafios en el aparato

fotosintético, mientras que aquellas protegidas dentro del dosel aumentan la cantidad de
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pigmentos y por lo tanto, su capacidad de cosechar luz para fotosintesis (Vergara et al. 1998;
Longstaff et al. 2002). La aireacion desde el fondo de la poza también ayudd a mitigar la limitacion
por luz al mantener las frondas en flotacion y que el alga pudiera aprovechar la mayor cantidad
de luz incidente en la superficie de la poza. Sin embargo, este movimiento también provocé que
el alga se mantuviera en periodos de luz y oscuridad. Estos periodos intermitentes
experimentados por Ulva sp. también pudieron provocar un aumento en la productividad del
cultivo. En experimentos con Chondrus crispus los periodos cortos de luz y oscuridad a los que se
encontraba sometida el alga, en un sistema por volteo, mejoraron su productividad hasta en un
50% (Bidwell et al. 1985). Luzi et al. (2019) proponen que la luz intermitente puede mejorar la
productividad en la microalga Chlamydomonas reinhardltii, esto debido al poco tiempo que se
encuentra sometidas a altas dosis luminicas, lo que disminuye la fotoinhibicion y mejora la
productividad. Msuya y Neori (2008) también proponen que la aireacion en el tanque mejora la
fotosintesis debido a que el movimiento permite que los nutrientes, el CO; y el oxigeno, se

distribuyan mejor a través de la capa limitante de la superficie del alga.

Si bien la irradiancia fue el parametro ambiental mas importante en la variacion de la fotosintesis
de Ulva sp. durante el ciclo de cultivo (Tabla 3), otro factor que pudo contribuir a la disminucién
de las tasas fotosintéticas fue la temperatura. Dentro de los estanques, las temperaturas variaron
notablemente, entre 13 - 18 °Cenla S1y S2, y aumentaron hasta 21°CenlaS3ya 20 °Cen la S4.
Ademas, en ciclos diarios las temperaturas incrementaron hasta 4 °C (Fig. 2). De acuerdo con
nuestros resultados en laboratorio, a partir de los 19 °C las tasas fotosintéticas pueden sufrir
drasticas disminuciones (Fig. 11), lo que indica que las temperaturas de los estanques en las
ultimas semanas contribuyeran también, ademas de la limitacién por luz, a la disminucién en la

fotosintesis. Los cambios en la fotosintesis en organismos expuestos a cambios de temperatura,
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ocurren cuando la planta quiere llegar al equilibrio entre la produccién de energia fotosintética y
el consumo de energia celular (Eggert 2012). Ademas, la limitacion del crecimiento y las
reducciones en tasas fotosintéticas por aumentos de temperatura, estan relacionadas
principalmente a la sensibilidad térmica de proteinas, enzimas y membranas a la temperatura
(Eggert 2012); Este decremento de la fotosintesis y la respiracién en periodos cortos de tiempo
también fue descrito para Ulva rotundata sometida a variaciones del nivel de marea durante el
verano (Henley et al. 1992); sin embargo, en este estudio también se sugiere que el estrés
causado por el aumento de la temperatura es mas fuerte combinado con el estrés causado por la

disminucion en la irradiancia.

Ademas de los bajos niveles de irradiancia en la columna de agua de los estanques y los cambios
en la temperatura, otro factor critico que pudo estar relacionado con la reducciéon en las tasas
fotosintéticas de Ulva sp. es la limitacién por CID disponible para fotosintesis (HCO3, CO3),
reflejado en un aumento de pH. El pH del agua de mar refleja. El pH en el agua de mar, determina
la concentracién de las diferentes especies de CID; los procesos metabdlicos como la fotosintesis
(consumo de CO; y HCO3') tienen una gran influencia en su variacién (Beer et a/.2014). Durante el
ciclo de cultivo Ulva sp. fue capaz de elevar el pH hasta 10, donde agoté el CO; disponible para la
fotosintesis (Beer et al. 2014), y siguidé adquiriendo CID mediante el consumo de HCOs". Beer
(1996) describid el proceso de incorporaciéon de HCOs™ por Ulva sp. principalmente por medio de
dos estrategias o mecanismos de concentracion de carbono: i) la anhidrasa carbdnica (CA, por sus
siglas en inglés; carbonic anhidrase) y ii) el transporte antiporte (AE, por sus siglas en inglés; anion
exchanger). La CA actua extra e intracelularmente. En el proceso extracelular la CA convierte
HCOs3 en CO3, que puede ser utilizado en dos vias: i) vuelve a convertir el CO, a HCOs3 en la

membrana plasmatica para utilizar el CID en el proceso fotosintético intracelular; o bien, ii) puede
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guedase en forma de CO; fuera de la membrana para mantener el pH extracelular. El proceso
intracelular consiste en tomar HCOs3™ del citoplasma y convertirlo en CO; para que pueda ser
utilizado por RUBISCO. El AE opera en la membrana, el HCOs™ se une a un cotransportador que lo
incorpora dentro de la célula y lo intercambia por un ion OH-. Estos procesos son tan efectivos
gue son capaces de saturar la fotosintesis del alga en ambientes marinos y proveerles ventajas
sobre otras especies de algas en ambientes pobres en CO; (Giordano et al. 2005). Sin embargo,
dentro de los estanques de cultivo, Ulva sp. fue capaz de elevar el pH hasta valores de 10; en
sistemas cerrados de agua de mar con pH 10 el CID disponible para la fotosintesis es nulo (Beer
et al.2014). Por tanto, el aumento del pH dentro de los estanques de cultivo también estuvo
relacionado con la reducciéon de las tasas fotosintéticas en Ulva sp. a lo largo del ciclo de cultivo.
Esta relacion entre aumentos en pH y reduccion en la fotosintesis se ha reportado tanto para Ulva
(Menéndez et al. 2001; Frost-Christensen y Sand-Jensen 1990) como para otros macréfitos
sumergidos (Lignell y Pedersen 1989, Invers et al. 1997). A diferencia de los estanques de cultivo
donde el pH aumentd debido al consumo de CID por procesos fotosintéticos, en los experimentos
del laboratorio se modificé el pH afiadiendo una base (NaOH al 40 %) que modificd la
concentracion de las formas idnicas de CID disponible para la fotosintesis (HCO3’). Ademas, el
aumento de pH en los experimentos del laboratorio también redujo significativamente las tasas

fotosintéticas, coincidiendo con lo ocurrido en los estanques de cultivo.

En contraste con la reduccién gradual de la fotosintesis a lo largo del ciclo de cultivo, resulta
interesante resaltar que en la S2 y S3 de cultivo se detectaron valores significativamente mayores
de la fotosintesis bruta en los dias de fertilizacidn con respecto a los dias de recambio. El aumento
en las tasas fotosintéticas después de la fertilizacidn ha sido reportado para en algunos macrofitos

sumergidos (Schaffelke y Klumpp 1998; Menéndez 2005; Sandoval-Gil et al. 2019). Sin embargo,
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Longstaff et al. (2002) reportaron que a Ulva lactuca le bastd un periodo corto de tiempo (24 h)
para aumentar sus tasas fotosintéticas. Zou (2014) demostré que la adicién de N afecta de forma
significativa en la fotobiologia de Ulva conglobata, aumentaba la concentracién de pigmentos y
su capacidad fotosintética. Estudios en cultivos en tanques, han demostrado que una mayor
disponibilidad de nutrientes, después de periodos de ausencia de los mismos, puede mejorar la
fotosintesis y el crecimiento de las macroalgas (Gomez-Pinchetti et al. 1998; Friedlander et al.

1991).

La biomasa de Ulva sp. utilizada en este estudio, fue tomada de estanques con una mayor
densidad y menor irradiancia. Durante la primera semana de cultivo la irradiancia dentro de los
estanques de cultivo llegd hasta ~ 1500 umol fotédn* m~2 s debido a la poca densidad inicial del
cultivo (1 kg m=3), esto provocé estrés en el alga por sobre-exposicién luminica desencadenar
fotoinhibicion. Estos mecanismos de fotoaclimatacion fueron detectados en las medidas de
fluorescencia de la clorofila a. En primer lugar, Ulva sp. disminuyé su F,/Fm para evitar dafios en
el PSIl. Mhatre et al. (2018) también reportaron este efecto en Ulva lactuca cultivada en
fotobiorreactores. Sin embargo, para el dia dos de muestreo de la S1, el F,/Fm incrementd de
manera significativa, mostrando la elevada plasticidad y capacidad de recuperacién de Ulva sp.
bajo condiciones de estrés luminico. Franklin et al. (1992) estudiaron los procesos de
recuperacién del F/Fm en Ulva rotundata expuesta a altas y bajas irradiancias; ellos reportaron
que los procesos de photohinibicidn y recuperacién estan relacionados con la irradiancia de
cultivo. En algas que estaban aclimatadas a altas irradiancias los procesos de photohinibicion y
recuperacién estuvieron mas relacionados con la destruccién y sintesis de la proteina D1; en algas
adaptadas a irradiancias menores, los procesos de fotoaclimatacién y recuperacidn estuvieron

relacionados con el ciclo de las xantofilas, el cual se discutird mas adelante. Este mecanismo de
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fotoinhibicidn y recuperacion se ha reportado en diversos estudios en macroalgas del intermareal
como Fucus serratus (Huppertz et al. 2007), Chondrus crispus, Delesseria sanguinea, Porphyra sp.
(Hanelt et al. 1993), Laminaria saccharina (Gevaert et al. 2002) y Ulva sp.(Cabello-Pasini et al.
2000, Malta y de Nys 2016) a partir de medidas de fluorescencia de la clorofila a en simulaciones
de me marea en ciclos diarios de irradiancia. Estos estudios han demostrado que las especies del
intermareal decrecen su Fy/Fm al medio dia, donde la irradiancia es mayor, y tienen una completa
recuperacién al anochecer.

El NPQ de la primera semana fue mayor que en el resto del cultivo, esto probablemente debido
las altas irradiancias dentro del estanque. El aumento de NPQ es utilizado como mecanismo de
autoproteccion, al disipar el exceso de energia fotdnica recibida por la panta en forma de calor
mediante el ciclo de las xantofilas (Niyogi 2000).; una fuerte disminucién de pH en el lumen,
debido a la acumulacién de H+ relacionada con un mayor transporte electrénico por absorcion
excesiva de fotones, activa el ciclo de las xantofilas, provocando la acumulacién de zeaxantina;
esta acidificacién del lumen también provoca una protonacién en el Complejo Cosechador de Luz
(LHC por sus siglas en inglés: Light Harvesting Complex). Ambos mecanismos provocan un cambio
conformacional en el LHC, que resulta en un cambio de absorbancia del mismo (585 nm) esto
produce que la energia que excita a la clorofila a se disipe de manera no fotoquimica y en forma
de calor. Osmond et al. (1993) reportaron que, en frondes adaptados a altas irradiancias, Ulva
rotundata es capaz de prevenir el dafio en el aparato fotosintético de manera efectiva,
aumentado el NPQ en irradiancias crecientes. En las siguientes semanas de cultivo, la disminucién
de la irradiancia dentro de la poza de cultivo provocé que Ulva sp. disminuyera su NPQ. Se ha
demostrado que los mecanismos de fotoproteccion pueden ser reversibles a corto plazo. Por

ejemplo, Gevaert et al. (2002) midieron el NPQ en la especie intermareal Laminaria saccharina a
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irradiancias crecientes y decrecientes, simulando un ciclo diario; estos autores observaron que el
NPQ aumentaba a irradiancias crecientes, pero disminuia rdpidamente a la vez que las
irradiancias se atenuaban. En nuestro estudio, los valores de ETR y el @ps; fueron
significativamente mayores en la S1 y fueron disminuyendo con el paso de las semanas, llegando
a una disminucion del 50%. El aumento de biomasa dentro de los estanques de cultivo limito la
irradiancia disponible para Ulva sp., lo que provocd menos energia fotdnica para la fotosintesis.
Rautenberger et al. (2015) también documentaron la estrecha relaciéon que existe entre la poca
disponibilidad de irradiancia y una disminucion la ETR de Ulva rigida. Un estudio realizado en
Pyropia haitanensis (Jiang et al. 2017) resulté en ETRs significativamente menores en altas
densidades de siembra (5 g L'!) en comparaciéon a bajas densidades (1 g L), debido a la poca
disponibilidad de irradiancia.

Los carbohidratos solubles en Ulva sp. tuvieron una disminucion gradual de la S1 a la S4, con una
reduccion total de ~30%. Esta reduccidn en carbohidratos parece consistente con el decremento
en las tasas fotosintéticas y las tasas de crecimiento de Ulva sp. Mohy EI-Din (2018) observo que
la mayor concentracién de carbohidratos en Ulva lactuca se detecté en verano, relacionado con
el periodo de maxima productividad, cuando las irradiancias eran mayores. Al igual que los
carbohidratos, el nitrégeno y la proteina en el tejido de Ulva sp. tuvo una reduccion gradual de la
S1 a la S4, de valores cercanos a 4% PS en la S1, a valores de 3% PS en la S4. Esta reduccion, al
igual que la de los carbohidratos, pudo estar relacionada con la disminucion de la fotosintesis al
paso de las semanas de cultivo. La disminucion de fotosintatos para la formacion de esqueletos
de carbono vy la obtencion de energia metabdlica reduce la capacidad de las macroalgas para la
asimilacion de Ny, por lo tanto, la formacion de aminoacidos y proteinas (Hurd et al. 2014). La

disminucion del contenido en el tejido de Ulva sp. también pudo estar relacionada con la
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disponibilidad de nitrato en las Ultimas semanas de cultivo. Si bien en la S1 y S2 tanto el amonio
como el nitrato eran suficientes para abastecer el cultivo, a partir de la S3 la biomasa dentro de
la poza agotdé rdpidamente el amonio después de la fertilizacion, por lo que el nutriente disponible
para Ulva sp. era el nitrato. En nuestros experimentos de laboratorio, tanto el aumento en pH
como el aumento de temperatura disminuyeron significativamente la incorporacién de NOs", por
lo que el aumento de estos parametros, tanto en ciclos diarios como en la S3 y S4 de cultivo,
pudieron provocar una limitacidon en su incorporacién. Las consideraciones fisiolégicas de este
comportamiento se discuten con mas detalle en la seccion 4.2. Por otro lado, el contenido de
cenizas durante el ciclo de cultivo de Ulva sp. fue significativamente menor en la S1 y S2,
aumentando hasta un 70% durante la S3 y S4. Lapointe y Tenore (1981) reportaron que en el
cultivo de Ulva fasciata hay una fuerte relacion entre alta disponibilidad de irradiancia, cuando
hay mayores tasas de fotosintesis, una mayor acumulacién de componentes organicos y mayores
tasas de crecimiento, con un bajo porcentaje de cenizas en el tejido. Por otro lado, la
concentracion de lipidos en el tejido se mantuvo relativamente constante entre ~5a 6 % PS. En
diversos estudios se ha demostrado que el cambio en concentraciéon de lipidos, es resultado de
los cambios provocados por la temperatura en acidos grasos o lipidos estructurales (Floreto et al.
1993). A pesar de que los cambios en temperatura fueron de hasta 4°C durante el dia, es posible
gue el alga no se mantuviera el suficiente tiempo en un estrés térmico como para causar un
cambio en la composicién de lipidos totales.

La capacidad antioxidante de Ulva sp. fue significativamente mas alta en la S1 y disminuyé
gradualmente a lo largo del ciclo de cultivo. La elevada capacidad antioxidante durante la S1
puede interpretarse como una respuesta al exceso de irradiancia dentro de los estanques de

cultivo. El exceso de irradiancia en las macroalgas puede resultar en procesos generadores de
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especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) tales como la reacciéon de Mehler
(Bischof y Rautenberger 2012). Los ROS pueden ser capaces de desnaturalizar proteinas, acidos
nucleicos y peroxidar lipidos, lo que puede traducirse en un dafio bioquimico severo y puede
llegar a comprometer la supervivencia de la planta (Bischof y Rautenberger 2012). Es por esta
razén que las plantas tienen diversos mecanismos enzimaticos y no-enzimaticos para poder
minimizar los efectos negativos de las ROS. Se ha reportado que especies de Ulva contienen
metabolitos secundarios a los que se les atribuye actividad antioxidante tales como polisacdridos
sulfatados (Peasura et al. 2015), B-caroteno, acido linoleico, carotenoides (Abd El-Baky et al.
2008) y terpenos (Chakraborty y Paulraj 2010), entre otros. A pesar de que el contenido en fenoles
se redujo sensiblemente a partir de S2 en los dias de R, no se encontrd una tendencia significativa
general con respecto al avance del cultivo. Sin embargo, las mayores concentraciones de fenoles
en la S1, pudo resultar en un mecanismo de proteccion ante las altas irradiancias dentro del
estanque. Se ha reportado que existe una fuerte relacidn entre la capacidad antioxidante de las
macroalgas y su contenido fendlico (Chakraborty et al. 2015; Zubia, Payri, y Deslandes 2008; Kim
et al. 2005) ya que los fenoles actian contra las ROS (Bischof y Rautenberger 2012). Los fenoles
también se incluyen en diversos compuestos que se encuentran en gran concentracién en las
macroalgas, ya que tienen distintas funciones ademas de la capacidad antioxidante, como en la
estimulacion del crecimiento, la formacién de las células, la reproduccién, entre muchas otros
(Freile-Pelegrin y Robledo 2013). Por esta razon, su presencia seguia siendo consistente en Ulva
sp. a lo largo del ciclo de cultivo.

La tasa de crecimiento especifica (TCE) disminuyd significativamente a partir de la segunda
semana de cultivo de ~18 % a ~8% PF dX. Como se mencioné anteriormente, en el transcurso de

las semanas de cultivo hubo una disminucién de la fotosintesis, lo que limité los esqueletos de
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carbono para la formacion de metabolitos primarios como carbohidratos y proteinas, afectando
a Ulva sp. en su desarrollo y crecimiento. Estudios en Ulva y otras especies de macroalgas han
reportado que, tanto la limitacion por luz (Rautenberger et al. 2015; Lapointe y Tenore 1981; Jiang
et al. 2017; Zou 2014), como la disminucién de CID disponible para fotosintesis (Lignell y Pedersen
1989; Gordillo et al. 2001) y el aumento de la temperatura (Fortes y Liining 1980, Duke et al.
1989), afectan directamente las tasas de crecimiento especificas.

El rendimiento se vio afectado de manera significativa a partir de S3, disminuyendo ~40 % hasta
valores de ~170 g PF m? d1. En un estudio con Ulva lactuca, Al-Hafedh et al. (2015) reportaron
que las altas densidades de siembra afectan de forma negativa a las TCE, pero no al rendimiento.
Lapointe y Tenore (1981) obtuvieron resultados similares para Ulva fasciata; el rendimiento pudo
mantenerse en valores maximos en densidades intermedias, donde procesos de fotoaclimatacion
(i.e. aumento de pigmentos) ayudaron a una mayor captacién de luz, mejorando las tasas
fotosintéticas y la productividad. A pesar de la reduccién en el crecimiento en el transcurso de
cuatro semanas de cultivo, Ulva sp. obtuvo TCE ~18 % d! y un rendimiento maximo de ~390 g PF
m=2d™* que, en comparacion con otros sistemas de cultivo de Ulva sp., se encuentran por encima

o en el rango de productividad (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion entre TCE (% PF d%), Rendimiento (g PF m? d) de Ulva sp. en diferentes estudios, por efecto
de tiempo de cosecha (dias), duracion (dias) y método de cultivo. *Sistemas acuicolas multitréficos integrados
abreviado como IMTA (por sus siglas en inglés; Integrated Multitrofic Aquaculture)

Taxa Sistema Duracion del cultivo  Cosechas TCE max. Rendimiento Referencia
(dias) (dias) (%PF d-1) (g PF m-2 d-1)
Ulva sp. Estanques 30 - 18 390 Este estudio
U. lactuca Tanques (IMTA*) 21 7 16.8 320 Neori et al. 1991
U. lactuca Tanques 90 7 18.7 433 Bruhn et al. 2011
U. lactuca Tanques (IMTA*) 30 10 12 300 Al-Hafedh et al. 2015

U. lactuca Paneles 30 2 25.8 303 Mhatre et al. 2018a
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4.2 Cinéticas de incorporacion de NID en Ulva sp.

Las tasas maximas de incorporacion (Vmax) y la constante de saturacién (Km) de NHa* indican que
Ulva sp. tiene una mayor capacidad de incorporacién de este nutriente en comparacién con NOs
. La preferencia de incorporar NH4* sobre el NOs™ ha sido reportada en otras especies de Ulvaceas
como Ulva lactuca (Dohler et al. 1995, Runcie et al. 2003, Ale et al. 2011) y Ulva linza (Luo et al.
2012), asi como también para otras especies de macroalgas (Ahn et al. 1998; Abreu et al. 2011,
Phillips y Hurd 2004; Nishihara et al. 2005) y pastos marinos (Sandoval-Gil et al. 2015). Esta
preferencia esta determinada principalmente por los diferentes mecanismos de incorporacion de
estos nutrientes; la insaturacién de las tasas de incorporacidon de amonio en algunas especies de
macroalgas (Lavery y McComb 1991; Phillips y Hurd 2004; Abreu et al. 2011) sugiere que el
mecanismo de incorporacion se realiza de forma pasiva, posiblemente via canales idnicos (Lobban
y Harrison 1994). Por su parte, la incorporacidn de nitrato parece estar mediada por
transportadores activos y su asimilacion a compuestos nitrogenados organicos requiere de mas
gasto metabdlico, ya que debe reducirse a NHs* para ser asimilado (Lobban y Harrison 1994;
Phillips y Hurd 2004; Abreu y et al. 2011). En contraste, Ulva sp. mostrd una mayor afinidad (a)
en la incorporacién de nitrato. En general, estas diferencias en las cinéticas de incorporacién
también responden a la disponibilidad de ambos nutrientes en los habitats que ocupa esta
especie en Baja California y otros sistemas costeros. Por ejemplo, en lagunas costeras de fondos
lodosos Ulva sp. tiene acceso a elevadas concentraciones de amonio (>500 uM) en sedimentos,
asi como a pulsos de este nutriente en la columna de agua debido a eventos de resuspensién; por
tanto, elevadas Vmax Y Km le permiten aprovechar eficientemente este recurso (Sandoval-Gil et al.
2016, 2019; Sandoval-Gil et al. (2015). Sin embargo, la disponibilidad de nitrato es mucho mas

escasa (<2 puM), y sus concentraciones maximas sélo alcanzan ~20 uM durante eventos de
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surgencias; la baja disponibilidad de este nutriente hace necesario que esta especie dependa de
mayores eficiencias de incorporacion de esta agua nitrogenada a bajas concentraciones.
Zertuche-Gonzalez et al. (2009) reportaron que la biomasa de Ulva sp. en una laguna costera de
Baja California, aumenta en temporadas de surgencias (May-Jun). En estas condiciones, los
mantos de macroalga localizados en la zona de la boca de la laguna mostraron mayor cantidad de
N en sus tejidos, donde la disponibilidad de nitrato aumenta (7 — 12 uM) debido a una mayor
influencia de las surgencias que en el resto de la laguna (1 — 6 uM). Diversos estudios han
documentado que especies colonizadoras del intermareal como las Ulvaceas, con altas tasas de
crecimiento, tienen una mayor capacidad de incorporar nitrato en bajas concentraciones, lo que
les confiere una ventaja sobre otras especies (Pedersen y Borum 1996, Phillips y Hurd 2004, Luo
et al. 2012). Angell et al. (2014) reportaron que Ulva onohi fue capaz de mantener sus mayores
tasas de crecimiento con bajos flujos de nitrato y bajo contenido interno de N; esto debido a que
los aminodcidos esenciales para la construccién de proteinas estructurales y metabdlicas se
forman a partir de un bajo contenido de N interno; cuando las concentraciones de N interno
aumentan, por un exceso en el N externo, se forman aminoacidos libres (glutamina, acido
glutdmico y arginina) que sirven de almacén para el alga, lo que limita el crecimiento de la misma.
Esto puede ser un rasgo positivo al fertilizar con nitrato, ya que basta poca cantidad del nutriente
para maximizar la productividad.

Las cinéticas de incorporacion de amonio como del nitrato respaldan las variaciones en las
concentraciones de estos compuestos usados como fertilizante en los estanques de cultivo.
Especificamente, el amonio se consumié eficientemente tras los pulsos de fertilizacién (250 uM)
y dicho consumo se incrementd conforme aumentd la biomasa del alga a lo largo del ciclo de

cultivo, hasta su consumo total al final de los mismos dias F. Ademas, las propiedades cinéticas
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para la incorporacién del amonio (Km~250 uM) permiten la rapida incorporacion de este
nutriente a sus maximas concentraciones de fertilizaciéon, proceso que se conoce como “surge
uptake”, y que se ha documentado en Ulva lactuca y pastos marinos durante pulsos de
fertilizacidon natural (p.e., resuspension de sedimentos) (Fujita 1985; Sandoval-Gil et al. 2019,
2016). De forma contraria, el consumo de nitrato por parte del alga fue mucho menor, y las
concentraciones en los estanques se mantuvieron 2 150 uM, excepto en los dias R, sin embargo,
esos dias las concentraciones se encontraban > 20 uM, debido a que el recambio de agua era del
80%, dejando un remanente de nitrato en el agua del estanque. Ademas, el consumo de nitrato
no se incrementd conforme al aumento de biomasa desde S1 a S4, lo que sugiere un efecto
antagodnico entre el consumo de amonio y nitrato. Se ha demostrado que puede existir inhibicidn
de incorporacién de nitrato en presencia de amonio. Abreu, Pereira, Buschmann, et al. (2011)
reportaron esta inhibicién en Gracilaria vermiculophylla; ellos sugieren que una posible
explicacion para este comportamiento es que el alga fue capaz de llenar sus reservas internas de
N con NH4*, lo que posiblemente suprimid la absorcién de NOs". Esta misma respuesta se ha
reportado en Ulva lactuca (Ale et al. 2011) y otras especies de algas (Hanisak y Harlin 1978, Dortch
1990). La incorporacion de nitrato también pudo verse afectada por los cambios en temperatura
y pH a lo largo del cultivo. En los experimentos realizados en laboratorio, exposiciones de corta
duracion (minutos) a incrementos de pH y temperatura afectaron de manera significativa la
incorporacion de nitrato de Ulva sp; esto sugiere que incluso los cambios diarios de dichas
variables pueden afectar a la incorporacion de este nutriente. Fan et al. (2014) reportaron que
con el aumento de temperatura entre los 20 y 30 °C, Ulva prolifera disminuye la incorporacién de
nitrato en incubaciones de 6 h, demostrando que la macroalga responde de manera rapida a

cambios en este parametro; sin embargo, los estudios realizados en el laboratorio con Ulva sp.
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para el presente estudio, indican que estas respuestas pueden ser en periodos aun mas cortos.
Liu y Zou (2015), reportaron este mismo comportamiento en Ulva lactuca al observar un
decremento en la actividad de la enzima nitrato reductasa después de los 20°C, lo que puede

explicar la baja incorporacidn del nitrato por Ulva sp. cerca de estas temperaturas.

Capitulo 5. Conclusiones

1.Los cambios en pH, irradiancia y temperatura durante un ciclo de cultivo (4 semanas 1-8 kg m"
3) tuvieron un efecto significativo en el crecimiento y fisiologia de Ulva sp. en la semana 3 de
cultivo.

2. La disminucion de la irradiancia combinada con el estrés por cambios de temperatura y
agotamiento de CID redujeron las tasas fotosintéticas de manera significativa durante el ciclo de
cultivo, causando que para la S4 estas tasas ya no se recuperaran.

3. El contenido de nitrégeno y carbohidratos disminuyé como resultado de la reduccion de las
tasas fotosintéticas, lo que se tradujo en un menor crecimiento.

4. Ulva sp. demostrd gran plasticidad ante el exceso de irradiancia disminuyendo la Fv/Fm y
aumentando la capacidad antioxidante, lo que le permitio evitar dafios en el fotosistema durante
la S1 de cultivo, cuando las irradiancias eran mayores.

5. Ulva sp. desarrolld estrategias de fotoaclimataciéon ante la disminucién de la irradiancia
aumentando la concentracion de sus pigmentos para una mayor captacién de luz disponible.

6. Las estrategias de aclimatacidn de Ulva sp. ayudaron a que el rendimiento se mantuviera por

encima o en el rango de productividad de otros cultivos en sistemas semicerrados.



52

7. Es evidente la preferencia de Ulva sp. por la adquisicion del amonio sobre el nitrato, sin
embargo, la incorporacién de nitrato también se vio afectada por la presencia de amonio, el

aumento de pH y el aumento de temperatura

5.2 Consideraciones para el cultivo de Ulva sp.

1. En densidades de siembra de 1kg m en periodos de invierno-primavera se recomienda, para
la especie de Ulva sp. usada en este estudio, que durante la S3 de cultivo se realice una cosecha
para regresar al cultivo a su densidad inicial. De este modo se podrd mantener al alga en una fase
de méxima productividad.

2. La fertilizacion con nitrato se debe realizar en ausencia de amonio, ademas debe ser realizada
en el amanecer, cuando el pH y la temperatura son mas bajos.

3. Los estudios de las respuestas fisiolégicas en macroalgas ante los cambios en la variacion de
los parametros ambientales y densidades de siembra, puede proporcionar informacién que
puede ayudar a mejorar la productividad del cultivo. Estos estudios pueden aplicarse tanto a otras

especies, como de otros sistemas de cultivo.
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ANEXOS

Anexo 1. ANOVAS ANIDADOS DE UNA ViA

Descriptor Fuente F P S1 S2 S3 S4
Fotosintesis Neta Intercepto 76.30 0.001
Semana 2.76 0.176
Semana (dia) 9.56 >0.001
Fotosintesis Bruta Intercepto 104.14 0.001
Semana 2.64 0.186
Semana (dia) 10.49 >0.001
Respiracion Intercepto 147.43 >0.001
Semana 1.90 0.270
Semana (dia) 10.66 >0.001
Clorofila a Intercepto 461.44 >0.001 a b c c
Semana 11.07 0.026
Semana (dia) 6.17 0.003
Clorofila b Intercepto 468.4 >0.001 a b c c
Semana 13.98 0.014
Semana (dia) 4.728 0.010
Carotenoides Intercepto 773.15 >0.001 a b c d
Semana 22.52 0.006
Semana (dia) 2.81 0.061
Razén Cl b/Cl a Intercepto 24299.11 >0.001
Semana 2.46 0.202
Semana (dia) 3.98 0.020
Fv/Fm Intercepto 7425.80 >0.001
Semana 0.844 0.537
Semana (dia) 26.94 0.000
ETR Intercepto 537.34 >0.001 a b c c
Semana 13.304 0.015
Semana (dia) 3.33 0.037
NPQ Intercepto 3391.20 >0.001 .
Semana 7.41 0.041
Semana (dia) 1.022 0.426
Pesii Intercepto 11134.23 >0.001 a b c d
Semana 32.82 0.003
Semana (dia) 1.62 0.219
Carbohidratos Intercepto 888.88 >0.001
Semana 6.41 0.052
Semana (dia) 7.90 0.001
Nitrégeno Intercepto 1912.47 >0.001
Semana 6.15 0.077
Semana (dia) 0.652 0.003




Cenizas

Lipidos

Intercepto
Semana
Semana (dia)

Intercepto
Semana
Semana (dia)

1861.91
25.18
7.61

11276.23
18.38
0.384

>0.001
0.005
0.001

>0.001
0.008
0.817

ab

ab

Anexo 2. REGRESIONES LINEALES

Descriptor

R2

Fotosintesis bruta
Fotosintesis neta
Nitrogeno

Razén Cl a/Cl b
Fv/Fm
Carbohidratos

0.74
0.73
0.81
0.60
0.05
0.82

<0.0001
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