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RESUMEN

El presente estudio tiene la finalidad de determinar y comparar
el crecimiento de la Macroalga Gracilaria sp cuando es fertilizada con
Guillard £/2 y con fertilizantes comerciales - tdrea (U) y la
combinacién de tirea y superfosfato triple (USFT) - , partiendo de
cepas colectadas de poblaciones naturales localizadas en la provincia
de Manabf y transportadas al laboratorio segiin el método descrito por

Woelkerling, 1983.

Se realizaron dos pruebas para cada sistema de cultivo, con tres
ensayos cada una los nutrientes anteriormente mencionados (G, Uy
USFT), teniendo cada ensayo seis tratamientos para fiolas, acuarios

interiores y exteriores, y dos tratamientos para los tanques.

Se trabaj6 en fiolas de 11t y acuarios de 80 It en condiciones de
luz y temperatura controladas en el laboratorio; y en acuarios de 80 1t
y tanques exteriores de 800 lt en el &drea adyacente a éste bajo
condiciones ambientales de luz y temperatura; durante el periodo
comprendido entre Noviembre de 1994 y Noviembre de 1995 en el
Laboratorio de Investigaciones Marinas del Programa de

Observadores Pesqueros del Instituto Nacional de Pesca.

Los mejores promedios de crecimientos en % de incremento
diario en peso humedo -expresados en gramos- fueron alcanzados en
las segundas pruebas en todos los sistemas de cultivo, siendo éstos

para cada uno de los nutrientes (G, U y USFT) en este orden, los



VI

siguientes: 3.16, 1.91 y 1.55 éara fiolas; 4.33, 2.85 y 2.22 para acuarios
interiores; 6.05, 4.02 y 3.26 para acuarios exteriores; 6.2, 4.99 y 3.08 para
tanques exteriores. Los ciclos de cultivo para cada tratamiento
tuvieron una duracién de 50 dfas.

El resultado del Andlisis de varianza de una via (ANOVA),
con un nivel de confianza del 95 %, aplicada a cada prueba determiné
la existencia de diferencias significativas entre los pesos finales
obtenidos con los nutrientes G, U y USFT.

El test de rangos multiples de Duncan determiné para las pruebas 1y
2 en fiolas que los tratamientos con G, U y USFT eran
significativamente diferentes entre si. Para acuarios interiores

(prueba 1 y 2) determiné que U y USFT no eran significativamente
diferentes entre sf, y estos a su vez eran significativamente diferentes
de G. Para acuarios exteriores considerando tan sélo los resultados de
la prueba 2 ( debido a que los resultados de la prueba 1 se descartaron
por haberse presentado una severa contaminacién ) determiné que
los tratamientos con G, U y USFT son significativamente diferentes
entre si. Para las dos pruebas en tanques se determiné que los

tratamientos con Gy U no son significativamente diferentes entre si

y estos a su vez son significativamente diferentes de USFT.
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INTRODUCCION

l.as algas marinas tienen gran importancia en la cadena

SN P

HEN

alimenticia, debido a su accién biolégica como productores primarios ™

por via de la fotosintesis, y por lo tanto, como productoras de
substancias orgdnicas y oxigeno en los mares y océanos (E. de
Oliveira, 1993). Se han utilizado para remover nutrientes inorgédnicos
de aguas servidas de sistemas de cultivo mixto (De Boer & Ryther,
1978). Siendo ademds fuente de numerosos productos de gran
aplicacion en el mundo moderno entre éstos se destaca el agar, un
hidrocoloide termorreversible para el cual no hay sustitutos en
algunos de sus aplicaciones. Actualmente la mayor parte de agar
utilizado en las industrias alimenticias proviene de algunas especies
de algas rojas del género Gracilaria. Como la demanda de agar sigue
un ritmo creciente y las reservas naturales son limitadas la unica
_alternatih para una produccion sustentada de agar es el cultivo de

las especies que producen este ficocoloide.

Otro de los usos alternativos, dadala alta productividad de las
algas rojas cs el potencial para reciclar ¢l bidxido de carbono
atmosférico, mediante la produccién en volumen de combustible, a
partir de la fermentacion anaerdbica de la biomasa de algas

producidas.

oy en dia, las macroalgas constituyen uno de los recursos de

mds creciente auge en muchos paises en desarrollo. En México, el



Gelidium robustum es una importante fuente para la industria local

que procesa alrededor de 1.000 ton secas al afio.

Chile es el tnico pafs en la region donde el cultivo de algas
agarofitas es una actividad plenamente desarrollada, tanto asf que en
poco tiempo ha pasado de ser un pafs exportador de algas a ser un
pais exportador de agar (Rev. Acuacultura del Ecuador). En 1994,
procesé el 70 % de su produccién de Gracilaria y exporté 829 ton de
agary 6130 ton de colagar (procesamiento preliminar para obtencién
de agar). En 1995, este recurso representd un ingreso aproximado de
68 millones de délares por rubro de exportacién de alga y agar para
este pafs, En Filipinas esta importante industria el mismo afio tuvo
un despunte alcanzando los 72 millones de délares en produccién de
‘algas y de agar (comunicacién personal Clinton Dawes, Universidad

de San Francisco USA,1996).

Los precios de exportacién de Gracilaria seca en la actualidad
fluctdan entre US $ 670/ton a US $ 1.550/ton; y los del agar de US $
17.000 a US $ 23.000/ton (comunicacién personal Pablo Herrera,

Confederacién Nacional de Pescadores Chilenos , 1996).

Para 1993, ésta industria generé aproximadamente 1.43
millones de toneladas de desembarque mundial (un 85 %
proveniente de cultivos). En el contexto internacional, los mayores

exportadores de algas son: Chile, Filipinas y Suddfrica. Los mayores

AAAAA
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importadores son Japén, Estados Unidos y Francia.

Por lo que calculando, el valor global de la industria de las
algas y todos sus subproductos ha llegado a un billén de délares y la
demanda industrial se ha incrementado un 10 % anual en los
dltimos 10 afios, situacién que ha llevado al desarrollo de nuevas
tecnologfas para lograr un mejor aprovechamiento de los recursos

algales (Pizarro, 1995).

Sin duda alguna esto nos dd una visién general del actual
mercado de las algas marinas, teniendo buenas perspectivas para su
cultivo y posterior extraccién de agar, que es el producto que esta

generando grandes industrias en diferentes paises del mundo.

Los intentos de lograr produccién de algas en estanques se han
realizado en varios pafses del mundo, pero con diferentes especies a
las nuestras, aunque la técnica pareciera fdcil existe sin embargo un
significativo ntimero de factores que son necesarios controlar para
lograr el éxito deseado. El control y manejo de los cultivos implica un
costo adicional al sistema, el cual en una dimensién de produccién

masiva, hace de esta técnica una actividad cara.

En Ecuador, se ha estudiado muy poco sobre la biologia de las
especies algales nativas, se han dado los primeros pasos de cultivo de
algas en ambientes controlados aplicando varias lécnicas

experimentadas en diferentes pafses, pero con resultados poco



alentadores; por lo cual es necesario realizar estudios con mayor
profundidad sobre uno de los puntos elementales para las algas
como es la fertilizacion de estas en ambientes artificiales, siendo ésta
la primera fase para iniciar cultivos en laboratorio donde se debe
definir la mejor fertilizacién para el éptimo crecimiento; por tal
razon esta tesis tiene como objetivos determinar la factibilidad del
uso de Guillard f/2 y fertilizantes agricolas comerciales (drea y
combinacién de trea y superfosfato triple} para incentivar el
crecimiento de macroalgas en diferentes sistemas de cultivo a
pequefia escala para que posteriormente sean aplicados a mayores

escalas.

Ademas, se realizé un andlisis de los cultivos para comparar
los costos de fertilizacion resultantes de emplear diferentes

nutrientes en el crecimiento del alga.

Cualquier adelanto en este campo es completamente nuevo
para nosotros no dejando de ser importante para incrementar
nuestros conocimientos en esta posible alternativa para diversificar
la acuicultura en el pais. Para mediados de 1997 se realizard el
proyecto: “ Cultivo de algas marinas en el Pacifico Ecuatorial” , bajo la
direccion del Instituto Nacional de Pesca, la administracién de la
Universidad de George Washington y la coordinacién de la NOAA
(United States Deparment of Commerce National Oceanic and

Atmospheric  Administration); con la finalidad de obtener



combustibles (metano) y productos quimico-farmacéuticos. Lo que
representa la potencialidad de este recurso con que se cuenta y que

aun no ha sido profundamente estudiado.

Para la elaboracion de ésta tesis se tomé parte de la
informacion obtenida en el proyecto: “ Cultivo experimental de
Gracilaria sp en laboratorio, piscinas camaroneras y dreas marino-
costeras” ejecutado por el INP mediante el Programa de Observadores : -

Pesqueros, iniciado a fines de 1994 como aporte ala investigacién que &

demanda el pais.



1.1.

CAPITULO I

MACROALGAS RODOFICEAS MARINAS

BIOLOGIA

1.1.1

a.

Caracteristicas citologicas

Estructura citoldgica
Aunque tienen wuna estructura celular
estrictamente eucaridtica, las algas rojas son

tinicas debido a que carecen de flagelos.

Los cloroplastos poseen tilacoides que
aparecen individualmente, es decir, no en bandas
como en el caso de otras algas. Un tilacoide
circundante o limitrofe se encuentra rodeando al
plasto en las algas rojas mas avanzadas. Los
pirenoides son comunes en los cloroplastos de las
algas rojas mas simples, pero no estan asociados
al producto comiin de almacenamiento, el

almidén.
Los nticleos, mitocondrias y dictiosomas

son tipicos de las células eucaridticas. Un



complejo que comprende el aparato de

Golgi, las mitocondrias y los granulos de
almidon se ha reportado en estas siendo los que
participan en el crecimiento activo yen la sintesis

de la pared celular (Adhajanian, 1979).

Pigmentos

Los pigmentos comprenden clorofila a y
quizd clorofila d; o y B caroteno; luteina;
zeaxantina y las ficobiliproteinas ficocianina-r y
ficoeritrina-r. Las biliprotefnas aparecen sobre
estructuras llamadas ficobilisomas, tienen 35 mm
de didmetro y se encuentran sobre la superficie de
los tilacoides. La ficoeritrina suele ser el pigmento
dominante y le da la coloracién roja a este grupo

de algas.

Estructura de la pared celular.

En general, la pared celular contiene una
pequena cantidad de componente estructural
celulosa. Las microfibrillas de celulosa no estdn
organizadas en lamelas y estan distribuidas al

azar. Gran parte de la pared celular es gelatinosa o



amorfa y contiene varios polimeros de galactana
sultatados, algunos de los cuales son
econtmicamente importantes (carragenano,

porfirano, agar y furcellarina).

Movilidad.

Debido a que las algas rojas carecen de
flagelos o de alguna indicacién de su presencia,
algunos investigadores piensan que éstas algas
evolucionaron directamente de un alga verde-
azul ancestral o de un ancestro ocaridntico no

flagelado.

Asi mismo todas las esporas son

inméviles.

Reservas alimenticias.

El principal nutriente de reserva es el
almidén  floridiano, un glucano insoluble vy
refringente. Este compuesto se asemeja al
almidon de las cianofitas y al glucégeno de los
animales. Los grdnulos de almidén floridiano se
encuentran fuera del cloroplasto, libres en el

citoplasma.



1.1.2 Morfologia

1.1.3

Los grupos principales de algas rojas difieren

relativamente desde el punto de vista morfoldgico.

Lixisten formas simples, que van desde unicelulares
hasta filamentos y hojas simples y con una o dos células
de espesor. Las formas filamentosas y foliosas de este
grupo mas primitivo poseen algin tipo de base rizoidal
y la mayoria de ellas muestran un tipo difuso de
division celular (la mitosis ocurre en todas las partes de
la planta). La mayoria de las algas rojas, sin embargo
presentan una estructura parenquimatosa altamente

desarrollada, de base rizoidal con vesiculas u hojas.

Anatémicamente, las algas rojas mds complejas

tienen una epidermis, corteza y una médula central.

Distribucién y ecologia
Las algas rojas se encuentran en todos los océanos
del mundo, pero son mds comunes en regiones

tropicales en el hemisferio sur; pudiendo encontrarse

tanto intermareal como submarealmente.

Las especies marinas casi siempre son fijas a rocas
u otro substrato inorgdnico, y frecuentemente epifitas

en otras algas rojas o pardas.



10

Algunas especies se encuentran en la zona litoral,
otras sumergidas hasta los 200 m. Estas algas se
encuentran a mayores profundidades que cualquier otro

organismo fotosintético.

Ll género mds amplio de este grupo es Gracilaria con
mds de 100 especies que habitan desde aguas frias hasta

tropicales.

114 Taxonomia delas Rhodophyceas

Se reconocen dos grupos de la clase

Rhodophyceae:

* Bangiophyceae: En esta subclase los cloroplastos
son simples, escasos. Los pirenoides son comunes.

La morfologia es simple.

* Florideophyceae: Los miembros de esta subclase
tienen  numerosos  plastos  discoides. Los
pirenoides son raros. Los ciclos de vida trifdsicos
son por lo general la regla. Las Gracilarias

pertenecen a este grupo.

a. Taxonomia de las Gracilarias

Clase: Rhodophyceae
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Subclase: Florideophyceae
Orden: Gigartinales
Familia: Gracilariaceae
Género: Gracilaria g

Lafamilia Gracilariaceae se caracteriza por
presentar una estructura multiaxial y una
anatomia parenquimatosa. Los tetrasporangios
estan divididos en cruz y estdn distribuidos sobre
la superficie del talo. IHay gametofitos
masculinos y femeninos; en un grupo subgeneral
las ramas espermatangiales nacen en orificios. Fl
cistocarpo maduro sobresale del talo y posee un
ostiolo prominente. El género mds amplio es
Gracilaria, con mds de 100 especies que habitan
desde aguas frias hasta tropicales. Es bastante
polimérfico y poseen especies que van desde
formas de terete hilos alargados) bastante
ramificadas hasta hojas comprimidas o aplanadas.

lista familia presenta Cladoma como
patron organizativo, caracteristico de algas

constituidas  por  filamentos  rastreros o
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protonema del cual se levantan filamentos o talos
erguidos  constituidos por  pleuridios o

ramificaciones. Presenta varios ejes principales

formando un Cladoma multiaxial. (Fig.1)

Fig. 1. Cladoma multiaxial

1.1.5 Cicle de vida de [a familia Gracilareacea

Presentan un ciclo de vida trifdsico, conocido
como Polysiphonia, donde se encuentra alternancia de
gametofitos haploides (n) y carposporofitos diploides
(2n) , con adicién de una fase diploide extra
(tetrasporofito). Las fases n y 2n son morfologicamente
indistinguibles y solo pueden ser reconocidas cuando
portan  estructuras  reproductoras, usando un

microscopio .




La fase n es formada por plantas masculinas y
femeninas, independientes y que solo pueden ser

reconocidas cuando estan fértiles.

Los gametofitos masculinos desarrolla en soros
espermatangiales los gametos (espermacios) que son
desprovistos de flagelos y por lo tanto inméviles, los
que son liberados en gran cantidad cuando estan
maduros y se fusionan por accién de las corrientes de
agua con la célula femenina llamada carpogonio en la
alga madre. El cigoto formado por la fecundacién
(carposporofito) origina la fase diploide generando
cistocarpos. Esta fase aparece como una pequefia verruga
y puede ser vista macroscépicamente en las plantas

hembras fecundadas.

Los cistocarpos producen carposporas (2n) que se
fijan en el substrato, germinan y originan una planta
(2n) llamada tetrasporofito, en el cual ocurre la meiosis
en el esporangio, formando cuatro esporas haploides, de
las cuales dos originan a plantas masculinas y dos a

plantas femeninas (Fig.2).
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- Gametofito Gamelofito
|I

Carpogonio

Tetrasporofito

Ejemplhr cistocirpico

Cistocarpo

* a

'e,l'rasporasEI %

Fuente: Santelices y Doty, 1989

Fig.2. Ciclo de vida de la Gracilaria

1.2. REPRODUCCION

La reproduccion puede ser sexuada (gametos) o asexuada
(esporas). Puede tener propagacién vegetativa mediante
propdgulos o trozos de algas que al caer en ambientes

apropiados desarrollan posteriormente el alga completa.

Reproduccién asexual: Procesos basados en la produccién de
esporas generadas en esporangios y en ntimero variable sin
medios de propulsion. Estas pueden ser monosporas, bisporas,

tetrasporas ¢ polisporas, segun se formen 1, 2, 4 o muchas
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esporas en el érgano esporangial (Fig.3).

1
294
ey
9 &

E gu ?6'

Fig. 3 Reproduccién asexual:

1. Soro tetrasporangial

2-3-4; Tetrasporas cruciadas, tetracdricas y zonadas.
5: Monosporangio

6: Bispora

7: Polisporangio

8: Seirosporangio

9: Esporangio de laminariales

10: Pluriesporangio

Reproduccién sexuada: basada en la fecundacién de gametos
masculinos y femeninos los cuales son inméviles.

Existen muchas variantes en los procesos sexuados, siendo
para el caso de las rodoficeas el gametofito masculino

macroscopico, v el femenino microscépico (Fig.4).
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Fig.4 Reproduccién sexuada

A: Espermacios en Gracilaria
B: Meciosis esporica en Gracilaria

CRECIMIENTO

La respuesta de las algas a la accién de factores
ambientales (luz, temperatura) determinard fluctuaciones de
talla, peso y biomasa a lo largo del afio, pero tambien hay
respuestas diferenciales segtin condiciones referidas a

profundidades, corrientes, transparencia del agua, salinidad,

nutrientes, etc.

Las dreas activa de crecimiento de las algas se ubican en
partes bien precisas y son conocidas como meristemas de
crecimiento, entre los cuales los apicales generalmente son los

primeros en entrar en funcionamiento.
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La mayoria de las algas inician su crecimiento por la
parte apical o terminal de la planta. La existencia de una célula
apical o de varias células apicales determinard la existencia de
un tejido terminal o solamente la existencia de una célula

apical de crecimiento (Fig.5).

B
P2 A&

Fig. 5: Estructuras de crecimiento:
A-D Celulas apicales
E  Moeristema de crecimiento apical

Gracilaria inicia su crecimiento mas temprano mediante
una célula apical definida, célula que posteriormente no se
muestra tan clara y definida cambiando maés bien a un tejido o

meristema de crecimiento apical.

Cada elemento constituyente de las algas en su parte
microscopica esta estructurado sobre la base de filamentos
celulares, en los cuales sus componentes apicales tienen la
capacidad de dividirse permitiendo el incremento en longitud,

en ancho, en grosor o robusteciendo sistemas especiales de la
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planta, incluyendo en ello procesos y mecanismos de
reproduccion. Procesos por los cuales se generan nuevas
plantas y que se refieren fundamentalmente al nacimiento o
crecimiento de las algas a partir de trozos vegetativos o

estructuras especiales llamadas propdgulos o hormogonios

(Fig.6).
A B C
1 Cg w&' g@ i L
5 0

Fig. 6: Sistemas reproductivos en algas
A,B,C: Desarrollo de cistocarpo (ci) a partir de carpogonio (cg) y rama carpogonial
D,E: Desarrollo de cistocarpo de Gracilaria (aumentado)

14. USOS

En la mayorfa de los casos, los productos elaborades por
las algas son los que otorgan valor comercial a estos
organismos. Generalmente son glucidos o hidratos de carbono,
almidones, laminarina, amilopectina o alcoholes como el

manitol.
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La importancia econémica de éstas algas se basa
fundamentalmente por su uso en la alimentacién humana en
forma indirecta o por el uso de productos extraidos de ellas,

especialmente agar y carragenano.

Sin embargo, son las paredes celulares de las algas /:.
{
constituidas por fases fibrilares y amorfas, los lugares donde se '

depositan o existen sustancias importantes como 4cido

alginico, agar, carragenano, furcellarina, iridoficina y
porfirano. Todos productos de muiltiples usos en industrias,
alimentacién, farmacologia, cosmética y medicina.

La composicién quimica de las especies ha sido punto de
partida para establecer su uso y en ello destacan los contenidos
de las sustancias anteriormente mencionadas, la tabla I
presenta las caracteristicas quimicas de las macroalgas.

Son ademds fuente importante de substancias
antibiéticas, aminoédcidos y sales minerales. En la tabla II se
detallan los productos y aplicaciones que pueden ser obtenidos

de las macroalgas.

En el anexo A se exponen datos del consumo actual de

productos de las macroalgas.

£
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14.1. Agar

Es un compuesto producido por algunas especies
de algas rojas y de uso mdltiple. En su composicién
quimica intervienen la agarosa como componente
principal (con altas propiedades gelificantes) y la

agaropectina.

La agarosa esta formada por varias unidades de
disacaridos agarobiosa y la agaropectina de composicién
mas completa integrado por galactosa, dcido glucorénico
y compuestos sulfatados. Las calidades y caracteristicas
del agar dependerdn en gran medida de los compuestos

de la agaropectina.

La caracteristica principal de este compuesto es
que forma gelatinas, las cuales se disuelven en agua
caliente sobre los 80°C y gelifican a temperaturas de 30-

40°C a bajas concentraciones de 2 %.

El uso inicial fue como alimento en los paises
orientales, de los cuales fue llevado a Europa. El médico
investigador Robert Koch lo utilizé como medio de

cultivo de bacterias con excelentes resultados.

El uso de este producto es amplio y va desde engomador

para telas, clarificador de mostos, cervezas, integrante o
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reemplazante de harinas o féculas de pan, protector de
carnes © conservas envasadas, recubridor de
medicamentos que deben absorberse en el intestino, en
la preparacién de tortas, pasteles, dulices, gelatinas, salsas
y mermeladas; con fuerte uso en farmacologia,
industrias varias, en cosmetologia, obtencion de
impresiones dentales y preparacion de medios de

cultivo bacteriolégico ( M. Edding, 1993).

De acuerdo a la calidad se consideran tres tipos:
agar bacteriologico (el de mejor calidad), el agar reactivo
al aztcar y el agar de grado alimenticio (Richards -

Rajadurai, 1990).

15. REVISION BIBLIOGRAFICA DE LOS METODOSDE CULTIVO

Para la transportacién y el mantenimiento de las algas
durante la misma se tomé como referencia el articulo basado
en el Estudio y seleccién de una Rhodophyta corallinaceae y
otras algas en un medio de culitivo definido, de

W.J.Woelkerling, 1983.

Eurico C. de Oliveira en su proyecto “Cultivo de
Macroalgas Marinas en Laboratorio, con énfasis en el género

agarifico Gracilaria” 1993, describe las principales condiciones
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deiluminacion, temperatura y salinidad para algas del género
Gracilaria. Recomienda una intensidad de 2000-4000 lux por
periodos de 14 h/dia, temperatura fluctuando entre los 25 *C vy

el rango de salinidad entre los 25-35 g de sal/ kg de agua.

En la publicacién “Cultivo de Gracilaria en estanques:
Efectos de aireacién no-continua en el crecimiento vy
productividad” Luis Tapia y Jorge Tominic K., 1990 se hace
referencia a lo coincidido por Shackloc et al., 1975 acerca de
que la aireacién continua en los sistemas de cultivo
proporciona una productividad significativamente mayor que
las obtenidas en condiciones de no-aireacion a partir de lo cual
Tapia/Tominick incorporaron a los sistemas de cultivo aire a
través de un tubo perforado ubicado en el fondo , de manera
que el agua circula manteniendo el alga en suspensién y
mejorando la distribucién de los nutrientes en el medio. La
dosificacién empleada para este ensayo fué de 50 mg/1 Nitrato
de Potasio. La densidad de siembra fué de 5 kg/m3 para

estanques de fibra de vidrio de 4001 de capacidad.

Otro factor que fue estudiado por Juan E. Machiavello,
en Culture of Gracilaria sp: productivity and agar production,
1989; para incrementar la productividad de Gracilaria en
tanques tue el enriquecimiento con Nitrato de Potasio 15mMI

en dosis no especificada cada dos dias. Mientras que
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KELEMENSI N. 1985, agregé en cada recambio 500 mg/l de
trea comercial y 50 mg/1 de superfosfato triple comercial como

nutrientes, valores considerados adecuados en estudios

realizados en “Growth patterns of kappaphycus a different |

levels of temperature, irradiance, salinity and nitrogen

source”.

Chiang, 1981; Santelices y Dotty, 1989; reportaron que
para estanques, el fertilizante puede ser adicionado en tasa de 3
kg/ha de tirea (1g/1) o 120-180 kg/ha de estiercol de pollo o

cerdo, aplicando densidades de siembra de 0.6 kg/m2.

En experimentos con bajas condiciones de flujo de agua, la
productividad no solo puede verse influenciada por la
limitacién de nutrientes sino tambien por el déficit de carbono,
lo que puede ser mejorado por adicién de gas diéxido de
carbono a los tanques mediante bombas de aire (Lapointe and

Ryther,1979; De Busk and Ryther, 1984).

Se realizaron modificaciones a las metodologias de los
autores anteriormente mencionados de acuerdo a las
caracteristicas de nuestra especie y condiciones fisicas-
ambientales aqui presentadas, que fueron determinadas en
estudios previos que forman parte del proyecto global al que

pertenece esta tesis.
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balanza analitica 0.0001 g de sensibilidad para los cultivos en
fiolas y una balanza gramera de sensibilidad de 0.01 g para los

cultivos en acuarios y tanques.

24, RUTINA DECULTIVO

2.41 Cultivo en fiolas de 1000 m]

Se sembraron 10 g de 4&pices de Gracilaria
seleccionados en fiolas de 1.000 ml con agua de mar filtrada
y esterilizada, a densidad de 10 g/1. Se les suministré fuerte
aireacion conectando la linea de aire a varillas de vidrio de
25 cm de longitud durante las 24 h, se utilizaron 2 ldmparas
fluorescentes de 40 watts cada una manteniéndolas a 30 cm
de distancia de las fiolas, proporcionando una intensidad
luminosa de 2.000-4.000 lux en pericdos de 12 h/dia,

siguiendo el procedimiento descrito por E. de Oliveira, 1993.

El peso humedo fué controlado semanalmente

utilizando una balanza analftica de 0.0001 g de sensibilidad.

Se monitoreaba diariamente temperatura, Oxigeno
disuelto, pH y salinidad. Recambios totales de agua fueron
realizados cada tres dias, durante los cuales se enjuagaba a
las algas con agua de mar esterilizada y periodicamente se

realizaba la observacién al microscopio de éstas para detectar
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la presencia de epifitos y otros contaminantes.

Los ensayos se desarrollaron en 2 pruebas, la primera
del 18 de Noviembre de 1994 al 3 Mayo de 1995, con los
nutrientes Guillard {/2 (G), combinacién de drea vy
superfosfato triple (USFT) y trea (U). La segunda prueba se
realiz6 del 5 Mayo al 25 de Octubre de 1995 con los mismos

nutrientes y condiciones fisicas que la primera.

En la figura 9 se indica la disposicién de las fiolas y las

lamparas para el cultivo.

Lémpara

Line de aire

Fig. 9. Distribucién de fiolas

a) Guillard £/2

Se realizaron 2 ensayos; uno del 18 de

Noviembre de 1994 al 7 Enero de 1995 y otro
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del 5 de mayo al 24 de junio de 1995. Se trabajé
con 6 tratamientos para cada ensayo en

periodos de 50 dias cada uno.

Se fertiliz6 en dosis de 1 ml/]l de la
solucién de nitrato/fosfato, iml/l de la
solucién de metales trazas y 0.5 ml/l de la

solucién de vitaminas.

Urea més Superfosfato triple

Se realizaron dos ensayos; uno del 16 de
Enero al 6 Marzo de 1995 y otro del 3 Julio - 22
de Agosto de 1995. Se trabajé con 6
tratamientos para cada ensayo en perfodos de

50 dias cadauno.

Se fertiliz6 en dosis de 1 g/1de tirea y 0.1

g/1de superfosfato triple.

ﬁrea

Se realizaron dos ensayos; uno del 14
Marzo al 3 Mayo de 1995 y otro del 5
Septiembre al 25 de Octubre de 1995. Se trabaj6
con 6 tratamientos para cada ensayo en

periodos de 50 dias cada uno.
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Se fertilizé en dosis de 1 g/1de drea.

Cultivo en acuarios interiores de 80 1.

Se sembraron 40 g de dpices de Gracilaria de 4 cm de
longitud en 80 1 de agua de mar solo filtrada. La densidad
fué de 0.5 g/1. Se les suministré fuerte aireacién durante las
24 h mediante tubos de 15 mm de didmetro interior y 78 cm
de longitud perforados en los lados laterales con orificios de
4 mm de didmetro cada 10 cm, los que fueron colocados en

el fondo de los acuarios.

Fl sistema de iluminacién fue similar al empleado en
fiolas utilizando un total de 6 ldmparas fluorescentes de 40

watts cada una, por periodos de 12 h/dfa.

El peso humedo fue controlado semanalmente

utilizando una balanza gramera de 0.01 g de sensibilidad.

Se monitoreaba diariamente temperatura, Oxigeno
disuelto, pH y salinidad. Recambios totales de agua fueron
realizados cada tres dfas, durante los cuales se enjuagaba a
las algas con agua de mar esterilizada y periodicamente se
realizaba la observacién al microscopio de éstas para detectar

la presencia de epifitos y otros contaminantes.
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Los ensayos fueron realizados en dos periodos; el
primero (prueba 1) del 18 de Noviembre de 1994 al 3 Mayo
de 1995, y el segundo (prueba 2) del 5 de Mayo al 25 de

QOctubre de 1995.

En la figura 10 se aprecia la ubicacion de los acuarios
en el laboratorio y en la 11 se presenta un esquema de los

acuarios de cultivo y como fué el suministro de aire.

lineadeaire N

B
O

Fig.10. Distribucién de acuarios interiores
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Linea de aire
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Patron de Circulacién en el Acuario

Fig. 11 Esquema de acuarios de cultivo y suministro de aire

a)

Guillard F/2

Se realizaron dos ensayos para este
nutriente; uno del 18 de Noviembre de 1994 al
7 Enero de 1995 y otro del 5 Mayo al 24 Junio de
1995. Se trabajélcon 6 tratamientos para cada

ensayo en periodos de 50 dias cada uno.

Se fertilizé en dosis de 1 ml/]l de la
solucién de nitrato/fosfato, 1 ml/l de la
solucién de metales traza y 0.5 ml/l de la

solucién de vitaminas.
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b Urea mis Superfosfato triple
Se realizaron dos ensayos; uno del 16
Enero al 6 Marzo de 1995 y otro del 3 Julio al 22
de Agosto de 1995. Se trabaj6 con 6
tratamientos para cada ensayo en periodos de

50 dias cada uno.

Se fertiliz6 en dosis de 1 g/1 de tirea y 0.1

g/1de superfosfato triple.

V] Urea

Se realizaron dos ensayos; uno del 14
Marzo al 3 Mayo de 1995 y otro del 5
Septiembre al 25 de Octubre de 1995. Se trabajé
con 6 tratamientos para cada ensayo en

periodos de 50 dias cada uno.

Se fertilizé en dosis de 1 g/1de trea.

2.4.3 Cultivo en acuarios exteriores de 80 Its.

Estos ensayos se realizaron en el 4rea adyacente al
laboratorio, se les di6 similares condiciones al cultivo que

en los acuarios interiores.
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Se sembraron 40 g de dpices de Gracilaria de 4 cm de
longitud en 801 de agua de mar solo filtrada. La densidad de
siembra fue de 0.5 g/l Se les suministré fuerte aireacion
durante las 24 h mediante tubos de 1.9 cm de didmetro y 78
cm de longitud perforados en los lados laterales, los que

fueron colocados en el fondo de los acuarios.

Se aproveché la iluminacién solar por lo que no fué
necesario utilizar ldmparas fluorescentes. El peso himedo
fue controlado semanalmente utilizando una balanza

gramera de 0.01 g de sensibilidad.

Se monitoreaba diariamente temperatura, Oxigeno
disuelto, pH y salinidad. Recambios totales de agua fueron
realizados cada tres dias, durante los cuales se enjuagaba a
las algas con agua de mar esterilizada y periodicamente se
realizaba la observacién al microscopio de éstas para detectar

la presencia de epifitos y otros contaminantes.

Los ensayos fueron realizados en dos pruebas; la
primera del 18 de Noviembre de 1994 al 3 Mayo de 1995, y la

segunda del 5 de Mayo al 25 de Octubre de 1995.

a) Guillard F/2

Se realizaron dos ensayos; uno del 18 de



0

45

Noviembre de 1994 al 7 Enero de 1995 y otro
del 5 Mayo al 24 Junio de 1995. Se trabajé con 6
tratamientos para cada énsayo en periodos de

50 dias cada uno.

Se fertilizé en dosis de 1 ml/l de la
solucién de nitrato/fosfato, 1 ml/l de la
solucién de metales traza y 0.5 ml/l de la

solucién de vitaminas.

Urea mas superfosfato triple

Se realizaron dos ensayos; uno del 16
enero al 6 Marzo de 1995 y otro del 3 Julio al 22
de Agosto de 1995. Se trabaj6 con 6
tratamientos para cada ensayo en periodos de

50 dias cada uno.

Se fertilizé en dosis de 1 g/1 de trea y 0.1

mg/1 de superfosfato triple.

Urea

Se realizaron dos ensayos; uno del 14
Marzo al 3 Mayo de 1995 y otro del 5
Septiembre al 25 de Octubre de 1995. Se trabajé

con 6 tratamientos para cada ensayo en
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periodos de 50 dias cada uno.

Se fertilizé en dosis de 1 g/1de tirea.

244 Cultivo en tanques de 800 lts

Al igual que el cultivo anterior estos ensayos fueron
realizados en el drea adyacente al laboratorio, debido a que
estos culfivos eran comprobatorios de los sistemas
anteriores y al alto costo que implica fertilizar grandes
volumenes sélo se utilizaron dos tanques pldsticos de
polietileno blancos con fondo cénico (tolvas) de 800 lts cada

una por ensayo. Ladensidad de siembra fue de 1 g/1.

Se les proporcioné fuerte aireacién mediante tuberias
de PVC de 15 mm de didmetro interior colocadas en el
fondo y centro del tanque, ver figura 12. Se monitoreaba

diariamente temperatura, Oxigeno disuelto, pH y salinidad.

Los recambios totales de agua fueron realizados cada
tres dias, durante los cuales se les hacia un tratamiento
profildctico a las algas, el cual consistia en hacerles un
lavado con agua de mar esterilizada y mantenerlas en esta

por media hora, asf se controlaba epifitos marinos.

El peso hdimedo fué controlado semanalmente,
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utilizando una balanza gramera de 0.01 g de sensibilidad.

Linea de aire

Nivel de agua -

| Fig. 12 Tanques de cultivo de 800 litros

Los bioensayos fueron realizados en dos pruebas, la
primera del 21 de Diciembre de 1994 al 30 de Mayo de 1995 y
la segunda del 6 de Junio de 1995 al 16 de Noviembre de

1995.

a) Guillard F/2
Se realizaron dos ensayos; uno del 21 de
Diciembre de 1994 al 9 Febrero de 1995 y otro
del 6 junio al 26 Julio de 1995. Se trabajé con 2

tratamientos para cada ensayo en periodos de
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50 dias cada uno.

Se fertilizé en dosis de 1 ml/1 de la
soluciéon de nitrato/fosfato, 1 mil/] de la
solucién de metales traza y 0.5 mi/l de la

soluciéon de vitaminas.

Urea mas superfosfato triple

Se realizaron dos ensayos; uno del 14

Febrero al 4 abril y otro del 1 Agosto al 20 de oL

Septiembre de 1995. Se trabaj6 con 2

tratamientos para cada ensayo en periodos de

50 dias cada uno.

Se fertiliz6 en dosis de 1 g/1 de tirea y 0.1

g/1de superfosfato triple.

Urea

Se realizaron dos ensayos; uno del 10
Abril al 30 Mayo y otro del 27 Septiembre al 16
de Noviembre de 1995. Se trabajé con 2

tratamientos para cada ensayo en periodos de

50 dias cada uno.

Se fertilizé en dosis de 1 g/1de trea.
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CAPITULOII v
METODOLOGIA DE CULTIVO

COLECTAY TRANSPORTE DE CEPAS

Las algas wutilizadas como cepas fueron colectadas
directamente de poblaciones naturales, localizadas en la Provincia
de Manabi (La Gorda, Latitud 0°38'10” Sur y Longitud 80°28'04”
Oeste; y San Mateo, Latitud 0°57'22” Sur y Longitud 80°49'60”
Oeste), previa a una seleccién de los frondes en base a su
desarrollo, coloracién, grosor, consistencia y que estén exentas al
menos macroscopicamente de organismos epifitos. Siendo
prioritario realizar una observacién con lupa de 20 X para ver las
plantas que estuvieran de preferencia tetraspéricas o en estado

vegetativo y poder seleccionar los dpices de estas.

En la figura 7 se indican los lugares de colecta y en la tabla III
se presentan los datos oceanogréficos y de nutrientes inorgdnicos

de estas estaciones.

La colecta se realizé durante la marea baja antes de que las
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algas queden expuestas al desecamiento. Los ejemplares fueron
removidos completamente del substrato, incluyendo la parte basal,
para lo cual aplicamos el método de corte utilizando un cuchillo

pequeio para la colecta (E.Oliveira, 1993).

Punta la Gorda

Cabo San Mateo

Fig.7. Estaciones de colecta
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Seleccionados los especimenes se elimind la mayor cantidad
de impurezas sean estos otras especies de algas o animales
pequefios, luego de lo cual es necesario lavarlas con agua limpia de
la zona para remover particulas de fango, arena y materia orgénica.
Luego se procedié al corte de porciones apicales de 8-10 em de

longitud.

Para la transportacién se utilizaron fundas pldsticas ziper de
36 x 40 cm, con la mitad de su volumen con agua de mar, las que
posteriormente fueron colocadas en hieleras utilizando pilas
térmicas con solucién de glicol, lo que permite mantenerlas a una
temperatura de 10 °C por un periodo de 4-6 h, segiin el método
descrito por Woelkerling (1983); Todas las fundas fueron
cuidadosamente etiquetadas, donde se incluyé informacion sobre
la especie y datos del lugar de colecta.

Las algas de donde se seleccionaron los édpices fueron

o

preservadas en una solucién de formalina al 5 % en agua de mar (

Dawes, 1987).

La figura 8 muestra la variedad de alea (Gracilaria sp) con
(o]

que se realizaron los cultivos.
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Fig. 8. Gracilaria sp

MATERIALES Y METODOS

Los cultivos se realizaron entre Noviembre de 1994 y
Noviembre de 1995 en los laboratorios del Programa de
Observadores Pesqueros del Instituto Nacional de Pesca,
disponiendo de un local 9m2 con iluminacién natural difusa, y
buen abastecimiento de agua de mar filtrada proveniente de playas

(General Villamil).

A nivel de fiolas, acuarios interiores y exteriores se
realizaron dos pruebas de cultivo, en cada una de las cuales se
realizé un bioensayo con cada nutriente (G, USFT y U),

teniendo seis cultivos para cada caso.
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Para tanques exteriores tambien se realizaron dos pruebas en
cada una de las cuales se realizé un bioensayo que contaba con dos

cultivos para cada nutriente (G, USFT y U).

Semanalmente se pesé la biomasa hiimeda total de algas, y
se calculd las tasas especificas de crecimiento en % de incremento

diario para fiolas, acuarios interiores - exteriores y tanques.

La calidad del agua de los sistemas de cultivo fue
monitoreada por lecturas diarias de Oxigeno disuelto y
temperatura del agua (mafiana y tarde) y de salinidad y pH en la

tarde.

Se realizé un Andlisis de varianza de una via (ANOVA) a
los resultados de los pesos himedos finales de los tratamientos
con los tres nutrientes para cada prueba y en caso de existir
diferencias significativas entre las medias de los tratamientos (& =
0.05) se aplic6 el test de Rango miiltiple de DUNCAN para la
comparacién de las medias y determinar de esta manera que

tratamiento era diferente a los otros y cuales eran iguales entre si.
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221 Equiposy Materiales

Entre los equipos y materiales utilizados para los cultivos,

citamos:

* Microscopio: marca Unico, wfl10x-18 mm 9417985

* Horno Esterilizador: marca DESPATCH

* Autoclave: marcaB & T

* Balanzas analitica: marca Mettler AJ150L de 0.0001 g de
sensibilidad

* Balanza gramera: marca Sartorius GMBH GOTTINGEN

de 0.01 g de sensibilidad

* Oxigendémetro: YS5I-51B

* pH-metro: marca Hanna compensado

* Refractémetro: CHD modelo 37217.

« Compresor de aire: 1/2 Hp, marca Fuji Electric

* Aire acondicionado: marca Frigidaire, 18 000 BTU

* Nevera: marca Gold Star GR 131 HGS

* Bomba de succién, marca CALPEDA-VICENZA de 1/2
Hp

* Regulador de voltaje: 600 watts.

e Termometros de mercuric
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Pipetas seroldgicas de 0.1, 1,2, 5y 10 m1

Beakers schott Duran de 100 m1

Fiolas simax de 125, 500, 1000 y 5000 m |

Probetas pyrex de 100 y 1000 m1

Botellas ambar fisher 11

Acuarios de 801

Tubos de ensayo 30 m 1

Cajas Petri de vidrio de 20 m1 SO
Porta-Cubreobjetos |
Micropipetas Pasteur

Mechero de alcohol

Varillas de vidrio

Ldmparas fluorescentes: 20 y 40 watts

Lupa Lugmany de 20 X

Tanques plésticos de 1500 1.

Filtros de papel de membrana microporosa 045 u,

25mm, Gelman
Sodio Lauril Sulfato
Solucion de Formaldehido 37 %

Cloro
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* Alcohol

» Urea

* Superfostato triple

* Nutrientes para medio Guillard F/2

* Acido acético glacial al 100 %

* Agua destilada

* Rejilla pldstica 20 tubos

* Tubos PVC: 1.9 cm. de didmetro exterior
* Pizetas11

* Mangueras

* Espdtulas pequefias

* Equipo de diseccién

* Tapones de caucho para fiolas

* (dmara fotografica: Kodak, modelo 735
* Malla plastica de 1/16" (0,16cm)

* Materiales varios: bandejas, lavabotellas, challos, baldes,

efc.

222 Preparacion del material algal

Previo a iniciar la rutina de cultivo fué estrictamente

necesario la eliminacién manual de los epifitos y otros



2.2.3

32

organismos acompaifiantes de las muestras colectadas, luego
de lo cual conviene hacer un chequeo de los frondes al
estereomicroscopio con aumento de 10 X y se procedid a

remover organismos contaminantes que no eran visibles a

simple vista, descartando con un bisturf las porciones muy =

contaminadas con epifitos.

La observacion microscopica para ver el desarrollo de

i
e

los frondes se realizé con aumentos de 10y 40 X.

Inmediatamente los frondes fueron lavados con agua
de mar estéril varias veces antes de empezar la rutina de

cultivo.

Para cultivos por propagacién vegetativa se
seleccionaron dpices de 4cm de longitud con buenas
caracteristicas externas los cuales son colocados en los

recipientes de cultivo.

Nutrientes

Para proporcionar a los cultivos un medio adecuado
para su Optimo crecimiento se adiciond al agua de mar
segun el tratamiento nutrientes como Guillard {2 (G) -

Strickland y Parsons- con las dosis indicadas en su
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formulacién, {irea (U) en dosis de 1 g/1 - Chiang, 1981 - yla
combinacion de area y superfosfato triple (USFT) en dosis
de 1/1 para trea y 0.1 g/l para superfosfato triple - Ortiz,

1989).

La drea contiene el 46 % de Nitrogeno y el

Superfosfato Triple el 46 % de Fosforo.

Para obtener éxito en el cultivo de algas marinas un
factor importante a considerar es el agua de mar, ésta debe
ser limpia y libre de contaminantes quimicos, el agua
utilizada era tomada y filtrada en el laboratorio
INTERCORP, ubicado en el km 5 1/2 via Data (Playas), y
transportada al Instituto de Pesca , donde se guardaba en
tanques pldsticos en un lugar fresco, siendo conveniente
volverla a filtrar antes de cualquier uso, para lo que se
utiliz6 filtros de papel de membrana microporosa de 0.45
para retener cualquier agente extrafio que pueda incidir en

el cultivo.

La composicién del medio Guillard F/2 se muestra

en la tabla IV,
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23.  CONDICIONES FISICO-QUIMICAS Y BIOLOGICAS
a. Iluminacién:
La intensidad luminosa es uno de los puntos elementales
en los cultivos de algas, ésta debe fluctuar entre los 2000-4000
lux; para los bioensayos en el laboratorio se utilizaron 2
ldmparas fluorescentes de luz fria de 40 watts, mantenidas a
30cm sobre la superficie del agua, lo que les proporcions la

intensidad luminosa requerida (E. de Oliveira, 1993).
b. Fotoperiodo:

Se regul6 el fotoperiodo del laboratorio al del medio natural

esto es de 12 h de luz durante el dia.
¢. Temperatura:

Se experiment6 a temperaturas promedio de 21°C en fiolas y
acuarios en el laboratorio y 27°C en acuarios y tanques en la

parte exterior del laboratorio.
d. Salinidad:
Los rangos de salinidad pueden fluctuar entre 30-33 ppt.
e. Aireacion:

Ayuda al crecimiento de las algas; al lograr una uniforme
distribucién de los nutrientes, equilibrar el pH al incorporar

CO2al medio y exponerlas constantemente a la luz.
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Para este fin se usé un compresor de aire de 1/2 Hp y
mediante una red de tuberias de PVC de 15 mm de didmetro
interior, se distribufa el aire finalmente a los recipientes de

cultivo.
pH:

Los valores de pH se mantuvieron en el rango de 6.5y 8.2

en el transcurso de los cultivos.
Recipientes:

Para los cultivo en fiolas se usaron fiolas de vidrio marca
simax de 1000 ml, para los cultivo en acuarios interiores y
exterjores se usaron acuarios de vidrio de 120 Its de capacidad y
para los cultivos en tanques exteriores se utilizaron tolvas

plasticas de polietileno blancas de fondo cénico de 1200 lts.
Contaminantes:

Debido a la fertilizacién y a la luz es normal que proliferen
en el cultivo otras algas como diatomeas, algas rojas
filamentosas, Cianoficeas y Enteromorphas; por tal razén se
debe realizar el chequeo de los frondes y del medio al
microscopio periodicamente para controlarlas oportunamente.
Hasta cierta medida se puede controlar estas epifitas con

recambios o por remocién manual.
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De no ser asi es necesario agregar quimicos como el diéxido
de Germanio el cual no es nocivo para las Rhodoficeas, pero si

para las Diatomeas en dosis de 2 ml/1 (Lewin, 1966).

Otro tipo de contaminantes fueron los insectos vy
protozoarios para los que se tomé medidas como la doble
filtracién del agua, cubrir con malla pldstica de 0.16 cm los
acuarios y tanques durante el invierno y aplicacion de cafeina

en dosis 0.03 M (Bowne, 1964), usando cdpsulas de cafergot.
Frecuencia de recambios:

La disponibilidad de luz, nutrientes y el potencial genético
de la especie en cultivo determina la tasa de crecimiento (E. de
Oliveira, 1993). Siendo lo mds recomendable recambiar cada 3
dias el medio para proporcionarles las condiciones éptimas de
nutrientes para su crecimiento. Para todos los tratamientos se

realizaban recambios totales de agua.
Control del crecimiento:

El crecimiento puede ser medido por la variacién en la
longitud, drea o peso, siendo este Gltimo el mas adecuado para
Gracilaria debido a su crecimiento meristemdtico ramificado y
morfologia variable. Este paso debe de hacerse el menor
numero de veces posible y rapidamente para minimizar los

dafios debido al desecamiento de las algas. Utilizando una
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I.a tabla V muestra un resumen de los tratamientos

realizados durante la rutina de cuitivo.

25 Disefio experimental

Para la evaluacién de los datos obtenidos (pesos finales de las algas
cultivadas con los tratamientos Guillard /2, Urea y Urea mds

Superfosfato triple) se aplicé el siguiente disefio experimental:

DISENO EXPERIMENTAL

. MODELO: Completamente aleatorio
OBJETIVOS:

1) Determinar si existen diferencias entre los efectos de los tratamientos con
Guillard f/2, Urea y la combinacién de Urea y Superfosfato triple; de ser
as{ se plantea un segundo objetivo:
2) Determinar cual tratamiento difiere de los otros y cuales son iguales entre
si.
OBSERVACIONES: peso final de las algas cultivadas.
En fiolas, acuarios interiores y exteriores: 6
En tanques exteriores: 2
MODELO MATEMATICO:
\{[f ut To+ B
RESOLUCION:
ANOVA Y TEST DE DUNCAN



PRUEBAS DE HIPOTESIS:

HIPOTESIS:

ESTADISTICO DE PRUEBA:
F de Fisher

o n R

NIVEL DE SIGNIFICANCIA:
£=0.05
REGION CRITICA DE RECHAZO:
F (computado) 3 F (tabla)

REGLA DE DECISION:

Rechazar H, == si hay diferencias significativas entre las medias de

los tratainientos.

Fallar de rechazar H = no hay diferencias significativas entre las medias

de los tratamientos.




CAPITULOIII

RESULTADOS

3.1. Determinacion del crecimiento en los diferentes sistemas de

cultivo.

FIOLAS

Prueba 1:

Los crecimientos para esta prueba se presentan en
las tablas VI, VILy VI,
Los ensayos con Guillard /2, Urea mas Superfosfato
triple y Urea presentaron una tasa de incremento
diario en % de peso hiimedo (g) de 2.57, 122 y 1.65
respectivamente.
El andlisis de varianza de una via demostré la
existencia de diferencias significativas entre los pesos
finales de los tratamientos con G, USFT y U; con un
o= 0.05.
El test de DUNCAN de rangos muiltiples determiné
que G es significativamente diferente de USFT y U; a

su vez U es significativamente diferente de USFT.
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G: A
1 B
USFT: C

Los cdlculos del andlisis de varianza y del Test de
Rango multiple de DUNCAN se muestran en el
Anexo C.

Durante esta prueba los pardmetros fisicos
presentaron los siguientes promedios:
temperatura 21.57 +/- 0.31°C, salinidad 32.81 +/-
0.73%0, Oxigeno disuelto 5.28 +/- 0.57mg/1 y pH 7.8

+/-04.

Prueba 2:

Los crecimientos para esta prueba de cultivo se
muestran en las tablas IX, Xy XL

Los ensayos con Guillard £/2, Urea més
Superfosfato triple y Urea presentaron una tasa de
incremento diario en % de peso himedo (g) de 3.16,
1.55y 1.91 respectivamente.
El andlisis de varianza de una via demostré la
existencia de diferencias significativas entre los tres
tratamientos con un o= 0.05.

El test de DUNCAN de rangos multiples determiné
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que G es significativamente diferente de USFT y U; a

su vez U es significativamente diferente de USFT.

G A
U: B
USFT: C

Los célculos del andlisis de varianza y del Test de
Rango mdltiple de DUNCAN se muestran en el

Anexo D.

Los rangos de parametros fisicos registrados
durante la segunda prueba fueron: temperatura 21.37
+/-0.36°C, salinidad 33.72 +/- 0.57%0, pH 7.45 +/- 095y

Oxigeno disuelto 4.83 +/-0.31mg/L

Las fluctuaciones de estos pardmetros durante las dos

pruebas de cultivo en fiolas se muestran en la figura 13.

La figura 14 muestra las curvas de crecimiento de los

diferentes ensayos.

ACUARIOS INTERIORES

Pruebal:
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Los crecimientos alcanzados en esta prueba se
muestran en las tablas XII, XII y XIV.

Los ensayos con Guillard £/2, Urea més Superfosfato
triple y Urea presentaron una tasa de incremento
diario en % de peso himedo (g) de 3.78, 2.02 y 2.29
respectivamente.

El andlisis de varianza de una via (ANOVA) demostré
la existencia de diferencias significativas los pesos
finales de los tres tratamientos, con un o= 0.05. ” '
El test de DUNCAN de rangos muailtiples determiné. . |
que G fue significativamante diferente de U y USFT, y "

la no existencia de diferencias significativas entre estos

dos Gltimos.
G A
U: B
USFT: B

Los cdlculos del anélisis de varianza y del Test de
Rango multiple de DUNCAN se muestran en el

Anexo E.

Los pardmetros fisicos se mantuvieron dentro de

los siguientes rangos: temperatura 2148 +/- 0.33°C;
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salinidad 33.8 +/- 0.7%0; Oxigeno disuelto 5.44 +/-

0.64mg/lypH7.6 +/-0.7.

Prueba 2:
Los crecimientos de la segunda prueba, se muestran en
las tablas XV, XVI y XVIIL.
Los ensayos con Guillard {/2, Urea mds Superfosfato
triple y Urea presentaron una tasa de incremento
diario en % de peso hiimedo (g) de 4.33, 2.22 y 2.85
respectivamente.
El anélisis de varianza de una via (ANOVA) demostrd
la existencia de diferencias significativas los pesos
finales de los tres tratamientos, con un o= 0.05.
El test de DUNCAN de rangos multiples determiné
que G fue significativamante diferente de U y USFT, y

la no existencia de diferencias significativas entre estos

dos tltimos.
G: A
u: B
USFT: B

Los cdlculos del andlisis de varianza y del Test de
Rango multiple de DUNCAN se muestran en el

Anexo E.
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Durante la segunda prueba, se registraron Ilos
siguientes pardmetros fisicos: temperatura 214 +/-
0.35°C; salinidad 33.23%o; Oxigeno disuelto 6.18 +/-

1.37mg/1y pH 7.75 +/ - 0.35.

La variacién de estos pardmetros en las dos pruebas se

presentan en la figura 15.

Las curvas de crecimiento de éste sistema de cultivo se

presentan en la figura 16.

ACUARIOS EXTERIORES

Prueba 1:

Los crecimientos de la primera prueba en acuarios
exteriores se muestran en las tablas XVII, XIX y XX.
Los ensayos con Guillard £/2, Urea mas Superfosfato
triple v Urea presentaron una tasa de incremento
diario en % de peso hiimedo (g) de 1.4, 0.97 y 2.72
respectivamente.

El andlisis de varianza de una via (ANQOVA)
determiné la existencia de diferencias significativas

entre los crecimientos obtenidos con G, USFT y U, con
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un o= 0.05.
El test de DUNCAN de rangos muiltiples, determiné
que existe diferencias significativas entre U y G; y que

USFT no es significativamente diferente de G.

U: A
G: B
USFT: B

Es importante puntualizar que los resultados de esta
prueba se vieron alterados debido a la contaminacién
producida por presencia de insectos, protozoarios y

microalgas.

Los célculos del andlisis de varianza y del Test de
Rango multiple de DUNCAN se muestran en el

Anexo G.

Prueba 2:

Los resultados de crecimiento para la segunda prueba
se muestran en las tablas XXI, XXII y XXIII.

Los ensayos con Guillard £/2, Urea mds Superfosfato
triple y Urea presentaron una tasa de incremento

diario en % de peso himedo (g) de 6.05, 3.26 y 4.02
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respectivamente.

El andlisis de varianza de una via (ANQOVA),
determiné la existencia de diferencias significativas
entre los tres tratamientos con un o= 0.05.

El test de DUNCAN de rangos miiltiples determiné
que G es significativamente diferente de USFT y U; a

su vez U es significativamente diferente de USFT.

G: A
U: B
USFT: C

Los célculos del andlisis de varianza y del Test de
Rango multiple de DUNCAN se muestran en el

Anexo H.

Los pardmetros fisicos promedios registrados fueron los
siguientes:

En la primera prueba: temperatura 27.51 +/- 0.84°C;
salinidad 33.33 +/- 0.93 %0; pH 7.85 +/- 0.55 y Oxigeno
disuelto 4.91 +/-0.23 mg/L

En la segunda prueba: temperatura 27.05 +/- 0.76°C;
salinidad 33.6 +/- 0.53 %0; pH 7.85 +/- 045 y Oxigeno

disuelto 5.24 +/-0.48 mg/1.
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Las variaciones de éstos pardmetros se muestran en la
figura 17.
La figura 18 muestra las curvas de crecimiento para este

sistema de cultivo.

TANQUES

Prueba 1:

Los crecimientos de la primera prueba de cultivo, se
muestran en las tablas XXIV, XXV y XXVI.

Los ensayos con Guillard /2, Urea més Superfosfato
triple y Urea presentaron una tasa de incremento
diario en % de peso himedo (g) de 4.12, 2.37 y 3.55
respectivamente.

El andlisis de varianza de una via (ANQOVA),
determiné la existencia de diferencias significativas
entre los tres tratamientos; con un o=0.05.

El test de DUNCAN de rangos muiltiples, determiné
que Gy U no son significativamente diferentes entre
sf, mientreas que USFT es significativamente diferente

deGyU.
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USFT: B

Los cdlculos del andlisis de varianza y del Test de
Rango multiple de DUNCAN se muestran en el

f:,
i
R
L

Anexo L.

Prueba 2:
Los crecimientos para esta prueba se muestran en las
tablas XXV, XXVII y XXIX.
Los ensayos con Guillard /2, Urea mas Superfosfato
triple y Urea presentaron una tasa de incremento
diario en % de peso humedo (g) de 6.2, 3.08 y 4.99
respectivamente.
El andlisis de varianza de una via (ANOVA),
determiné la existencia de diferencias significativas
entre los tres tratamientos; con un o= 0.05.
El test de DUNCAN de rangos multiples, determiné
que G y U nos son significativamente diferentes entre
si, mientreas que USFT es significativamente diferente

deGyU.
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G: A
U: A
USFT: B

Los célculos del andlisis de varianza y del Test de
Rango multiple de DUNCAN se muestran en el

Anexo J.

Los pardmetros fisicos promedios registrados fueron los
siguientes:

En la primera prueba: temperatura 27.56 +/- 0.63°C;
salinidad 33.84 +/- 0.59%0; Oxigeno disuelto 5.08 +/-
0.78mg /1y pH 7.75 +/- 0.45.

En la segunda prueba: temperatura 27.31 +/- 0.68°C;
salinidad 33.56 +/- 0.42%e; Oxigeno disuelto 5.65 +/-
0.73mg/1y pH 7.55 +/- 0.45.

La figura 19 presenia la variaciébn de éstos pardmetros
durante todo el ciclo de cultivo.

Las curvas de crecimiento de éstas pruebas se muestran en

la figura 20.

En la tabla XXX se presentan los pesos finales de la biomasa
himeda de las algas cultivadas y en la tabla XXXI las tasas
especificas de crecimiento en % de incremento diario para

fiolas, acuarios interiores - exteriores y tanques.



DUNCAN DE LAS PRUEBAS DE CULTIVO

Prueba 1 Prueba 2

G A G A

Fiolas U: B U B
USFET: C USFT: C

Acuarios G A G: A
Interiores U B U. B
USFT: B USFT: B

Acuarios G: B G: A
Exteriores U. A U. B
USFT: B USFT: C

Tanques G A G A
Exteriores U A U:. A
USFI: B USFT: B
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La Figura 21 muestra los promedios del incremento semanal

de la biomasa en fiolas, acuarios inferiores, acuarios exteriores

y tanques.

La tabla XXXH presenta los rangos mdximos y minimos

registrados en los cultivos.

Los incrementos diarios (tasas especificas) se presentan en la

figura 22.

El tratamiento mds econdmico resulté ser el de drea (S/.

0.84/1t) seguido por la combinacion de trea y superfosfato

triple (S/. 0.92/1t), siendo el mds caro Guillard (S/. 116.42/1t),

ver tabla XXXIIL.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1-Existieron diferencias en el peso, coloracién, consistencia y la
resistencia al epifitismo entre las algas cultivadas con los diversos

nutrientes.

2.- Las tasas de crecimiento para los cultivos de Gracilaria tienden a
decrecer durante el invierno, notdndose claramente que los
crecimientos fueron mayores en la segunda prueba que en la primera
(ver fig. 23), probablemente esto se debié a que en la época de verano
las temperaturas experimentaron un ligero descenso y hay menor

incidencia de contaminantes, como insectos, en los cultivos.

3.- Los resultados demuestran, que en todos los sistemas de cultivo
(fiolas, acuarios y tanques) los mejores crecimientos fueron
reportados utilizando como nutrientes Guillard F/2, seguido por el

tratamiento con trea y por tltimo la combinacién de Grea y

superfosfato triple.
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4.- Se presume, por los resultados obtenidos, que la utilizacién de
quimicos puros (Guillard f/2) permite una rdpida y mejor
asimilacién de los nutrientes por parte de las algas y dado que la
formulacién de Guillard es muy completa proporciond a las algas los
principales componentes N,P; los oligoelementos y el complejo

vitaminico esenciales para el éptimo crecimiento de éstas.

5.- Los resultados obtenidos sugieren que en las macroalgas marinas™'

al igual que en las microalgas el elemento limitante es el Nitr6geno,
siendo el Fésforo un elemento secundario que puede ser suplido por
el agua de mar del medio por lo que no harfa falta adicionar SFT al

sistema.

6.- Las mayores tasas de crecimiento en % de incremento diario en
peso htimedo (g) de 6.2 y 6.05 fueron reportadas en tanques y acuarios
exteriores respectivamente, lo que demuestra la factibilidad de

realizar estos cultivos en ambientes naturales.

7- El movimiento del agua es importante ya que al exponer
homogeneamente las algas a la luz se evita el fendmeno conocido
como fotoinhibicion indicado por Guerin y Bird (1987), previniendo

ademds la acumulacién de detritus y diatomeas.
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8.- Al analizar los resultados desde el punto de vista de produccion es
conveniente fertilizar con Guillard £/2, pero si analizamos la parte
econémica de aplicar estos fertilizantes resultaria interesante realizar

un cultivo a mayor escala empleando sélo Urea.

9.- Los resultados obtenidos son muy halagadores y demuestran la
posibilidad real de cultivar Gracilaria utilizando fertilizantes de uso
comtn. Esto se deduce de comparar los crecimientos obtenidos en
este experimento con aquellos obtenidos por Ortiz et al. en 1989 en
Chondrus conaliculatus y los indicados por Mc Piklanner y Rubbith
(1984) para Gracilaria que fluctdan entre el 5-7 %/d con densidades

de siembra menores a 200 g/m?2 .

Al término del presente trabajo me permito hacer las siguientes
sugerencias para investigaciones futuras que traten de ahondar en el

desarrolio de esta rama de la Acuicultura.

1.- Realizar estudios fertilizando con drea pero a mayores densidades

de siembra con la finalidad de aumentar la productividad.
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2-Investigar la posibilidad de reducir los periodos de aireacién con
nuestra especie, sin que esto repercuta en la productividad para de

esta manera disminuir los costos de operacién a mayores escalas.

3.- Confirmar experimentalmente los periodos més adecuado para
realizar los recambios de agua, ya que crec en la posibilidad de

realizarlos una vez por semana.

4.- Investigar la posterior aplicacién de esta tesis a un sistema de

cultivo comercial para establecer la rentabilidad del mismo.



TABLAS
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i,~ Caracteristicas guimicas de las macroalgas.

CONTENIDO SECO

} Ceniza
t Materia orgénica ,
3-10% como Nitrogeno (proteinas o amincdcidos)
25-85% poliazdcares
1-10% compuestos y &dcidos grasos
? celulosa
B-1.4 glucanos {(celulosa I y II)
B~1.4 xylanos
B~1.4 carotenos
galactanos
1-10% quimicos secundarios
fendlicos
vitaminas

esteroides y terpencides
aminodcidos no conocidos, péptidos, &dcidos aminosulfénicos

polisulfidos y polisulfatos
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Tabla II.- Productos y aplicaciones de las macroalgas.

Agar bacterioldgico
Agar biotecnoldgico - reactivo al azdcar
Agar alimenticio
Alga seca
Alginatos i
Carragenanos G
Acidos grasos
B caroteno
Proteinas
Fertilizantes y acondicionadores de suelo
Pigmentos para plantas y suelo
Lecitinas
Metano y metanol
Alimentos artificiales para peces
Limpiadores de CO2 para lavaderos
Indicadoras de aquas contaminadas
Biodegradantes de sustancias toéxicas
Recicladoras de nutrientes
Absorventes de metal pesado
Suplementos para alimentacién
Polisacarinas de algas y fuentes de fibra de algas
Farmacedticos:
Terpene para céancer antiovarico
Sulfolipidos antivirales
Proteinas antivirales
Aplicaciones para Bioremedio
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Tabla IV.- Composicién del medio Guillard F/2.

NUTRIENTES

mg/l
Na NO3 75
Na H2Z P04 H20 5
Na Si 03 9H20 30
METALES TRAZA
Cu S04 BH20 0.01
Zn S04 7HZ20 0.022
Co Cl2 6H20 0.01
Mn Cl2 4H20 0.18
Naz Mo0O4 2HZ20 0.006
EDTA Na2 4.36
Fe2 C13 6H20 3.15
VITAMINAS
Boitina 0.5
Tiamina 0.1
Cianocobalamina 0.5

* Para fertilizar 1 lt de agua de mar.

Fuente: Guias técnicas en el cultivo de larvas de camardn
Edgar Arellanoc M.
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Tabla XXX.- Peso final de la biomasa humeda de algas cultivadas en los diferentes sistemas de cultivo)
. i 1 ‘ |
ENSAYOS EN FIOLAS ; i
) i ; : !
Prueba #1 | i Prueba ¥ 2 }
¥ { | : H
Bicensayo 1 ‘Bioensayo 2 Bicensayo 3 :Bioensayo 4 Bioensayo 5 Bioensayo 6
24.31i 16.1 19.63: § 26.631 17.331 2047
25.491 16.48 17.98: 25.85i 16.83 20.03
18.84, 15.53! 17.59! 24.58 17.95] 19.72,
24.56 17.84| 17.82! 27.84 17.51] 19.44:
22.35 14.05 19.231 2391 18.85] 18.27'
21.59 16.45 17.12! 25.89 18.11 19.38;
- |
! !
ENSAYOS EN ACUARIOS INTERIORES
!
Prueba # 1 Prueba # 2
j | >
Bicensayo 1 ;Bioensayo 2 ;Bioensayo 3 iBioensayo 4 'Bicensayo 5 iBioensayo 6
124.65 86.36 84.64| | 139.5] 82.15 102.63!
118.23 45.67 87.92) 118.71] 89.29 73.29
111.12 89.27 88.52 128.24) 87.56 106.46
106.15| 101.54 89.94 117.59 80.4 118.73:
127.2, 90.82 79.461 130.82 76.97 76.841
105.88! 69.57 93.87! 125.04 89.84! 10447
: & |
i i
ENSAYOS EN ACUARIOS EXTERIORES
1 ! !
Prueba #1 : i 'Prueba #2
5 T | E i
Bioensayo 1 .Bicensayo 2 ;Bioensayo 3 .Bioensayo 4 iBicensayo 5 ,Bioensayo 6
80.64] 66.14 82.54 157.46i 99.63| 116.34!
76.43] 54.78 104.1 171.28 108.41] 141.87"
73.92 377 113.794 146.21i 100.08| 110.46:
61.56 64.46 87.92 | 182.48i 99.641 109.82!
47.37| 7124 109.28! i 161.76 113.47] 121.74!
1 67.58] 68.91! 146.78 110.63 122.74]
' | ? F
| ? F
ENSAYOS EN TANQUES EXTERIORES ; i |
‘ ; i % 4‘ é
Prueba # 1 ! , ‘Prueba #2 | %
Bioensayo 1 Bioensayo 2 ‘Bioensayo 3 ‘Bioensayo 4 ‘Bioensayo 5 'Bioensayo 6
2531.91 1662.84]  2134.57! i 3454.75 1940.871  2917.92,
2363.58! 1832271 2302.81! ! 3104.48 2123.54! 2681.9!

Los datos estan expresados en gramos.




XXX1.- Tasas especfficas (u) en % de incremento diario en peso hiimedo en fiolas, acuarios interiores,
05 extertores y tanques exteriores. i

B 7 { ! B q i
T a :

[ ] x . i
VALORES PROMEDIOS DE u ALCANZADOS EN LOS CULTIVOS)
T E

4

!
X i
[ |

i 1
:

! [ P :

S ¢+ u%: x | 'ACUAINT! u% X ACUA.EXT u%

GUILLARDEF/2 ! 'Ensayol GUILLARDF/2 @ 'Ensayol GUILLARDF/2 | 'Ensayol GUILLARDF/2 |
|

i :
. x  TANQEXI u% ' x

2.86 2.57] 1Acl 4.23 378 1Acl ! 2.03 141 Tq1l i 4.33] 412
3.1 TAC2 39 P JAC2 ! 1.82 [Tq 2 ; 3.01
1.77 Ac3 3.56 . jAc3 1.7 : E
2.9 Acd 3.31 F1Ac4 1.08 Ensayo2  UREA +SFT
2.47 AcS 4.36 . lAcS 0.37 Tq 1 2.16] 237
2.32 Acé 3.29 P Ach Tq 2 2.58
E
UREA +SFT Ensayo2 URFA+SFT Ensayo2 UREA+ isn" Ensayo 3 ‘E UREA
1.22] 122! JAcl 2321 2.02] |Acl 1.317 097 Tq1l T 334 355
1.3 Ac2 0.28 i lAc2 0.7 Tq 2 3.76
1.11 Ac3 2.46 Ac3 -0.41 |
1.57 Acd 3.08 Ac4 1.22 ‘Ensayo4 |GUILLARDF/2
0.81 AcH 2.54 Acb 1.56 iTq1 6.64 6.2
1.29 Acb 1.48 Acé 1.38 Tq 2 5.76
!
UREA ‘Ensayo3 | UREA Ensayo3 | UREA iEnsayo 5  UREA +SFT
1.93 1.65] 1Ac1 223 229 JAcl 213 2721 ITq1 2.85 3.08
1.6 Acl 24 Ac2 3.21 Tgq 2 3.31
1.52 Ac3 2.43 Ac3 3.69
1.56 Act 2.5 Ac4 2.4 Ensayoé  UREA
1.85 Acd 1.47 AcS 3.46 Tq1l 5.29 4.99
1.42 Acb 2.69 Ach 145 ‘Tq 2 4.7
GUILLARD F/2 iEnsayo4 | GUILLARDF/2 Ensayo4 |GUILLARDF/2
| 3.33 3.16] 1Acl 498 433 1Acl 5.87] 6.05
3.17 ‘Ac2 3.94 Ac2 6.56
292 FAC3 4.41 Ac3 3.31
3.56 Ac4 3.88 Ac4 712
2.78 'Ach 4.54 Ach [ 6.08
32 iACE 435 Ac6 I 5.4 |
i i ! !
UREA +SFT ;Ensayo5  UREA +SFT iEnsayo5 |UREA +SFT
! 1.47 1.55] iAcl 2.1 2.22] lAcl 298 3.26
: 1.37 lAc2 2.46 Ac2 342
158 Ac3 2.38 Ac3 3
! 1.5 Ac4d 2.02 Ac4 298
: 1.77 tACSH 1.85 Acb 3.67
1.62| 'Acé 2.49 lAch 3.53
: i ! T
UREA | 'Ensayo6 | UREA ' [Ensayof UREA
209 191] 1Ac1 313 2.85 tAcl | 381 4.02
: 2 tAC2 1.66 Ac2 5.09
i 1.94 tAc3 3.32 Ac3 3.52 !
! 189 ‘Acd 3.94 Ac4 3.49 |
I 165 Ach 1.84 Acd 4.09 '
I 1.88 ‘Ach 3.22 (Ach 412 ! ;
! | ! E F !
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Tabla XXXIII.- Comparacidén del costo de fertilizacién en los
tres tratamientos en los diferentes sistemas de cultivo.

Guillard Urea + SFT Urea

{S/.) {S/.) (8/.)
Fiolas 1.979,1 15,7 14,2
Acuarios Int, 158.331,2 1.256,6 1.142,4
Acuarios Ext. 158.331,2 1.256,6 1.142,4

Tanques 1°583.312,0 12.566,4 11.424,0
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13.- Fluctuaci
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ones de A) temperatura; B) Oxigeno y C) salinidad en fiolas.
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acuarios interiores

1g.15. - Fluctuaciones de A) temperatura; B) oxigeno y C) salinidad en
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#ig.17.- Fluctuaciones de A) temperatura; B) Oxigeno y C) salinidad en
acuarios exteriores
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Foto # 2: Colecta de algas
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Foto # 3: Acondicionamiento de las algas.

Foto # 4: Cultivo en fiolas de 1000 ml.



Foto # 6: Tanques de cultivo.



Foto # 7: Control de crecimiento.

Foto # 8: Fpifitismo en las algas cultivadas.
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CONSUMO ACTUAL DE PRODUCTOS DE MACROALGAS

valor Productaos Materia prima
(US.5/.) ton.seca/ano ton.seca/afio
ALIMENTOS
Nori (Porphyra) < 1/8 billon. 40.000 400.000
Wakame (Undaria) 600 millon. 20.000 300.000
Kombu (Laminaria) > 600 millon. 300.000 1'300.000
INDUSTRIAS
Alginato {coloide) 230 millon. 27.000 500.000
Agar 160 millon. 11.000 180.000
Algas 100 millon. 15.500 250.000
Alimento de algas 5 millon. 10.000 50.000
Fertilizantes 5 millon. 1.000 10.000
Aditivo de suelos 100 millon. 550.000

510.000
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ANOVA Y TEST DE DUNCAN A LOS TRATAMIENTOS DE LA

ANEXO C

PRIMERA PRUEBA EN FIOLAS.

SAS

16:29 Wednesday, October 16, 1996

OBS TRATAM  PESOF

guillard
guiltard
guillard
guillard
suillard
gutllard
usft
ustt
usft
usfl
usft
usfi
urca
urea
urea
urea
urea
urca

~ S O ®ad AN —

[

~

L2

Q>

2431
25.49
18.84
24.56
22.35
21.59
16.11
16.48
15.53
17.84
14.05
16.45
19.63
17.98
17.59
17.82
19.23
17.12

Analysis of Variance Procedure
Class Level Information

Class Levels

TRATAM 3

Number of obscrvations in data st = 18

Values

guillard urea usft



Analysis of Variance Procedure

Dependent Variable: PESOF

Sum of Mean
Source DF Squares Square FValue Pr>F
Model 2 144.0390778  72.0195389  25.36 0.0001
Error IS5 425937500  2.8395833

Corrected Total 17 186.6328278
R-Square C.V. Root MSE PESOF Mean

0.771778 8.843897 1.685106 19.0538889

Analysis of Variance Procedure
Dependent Variable: PESOF
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr>F

TRATAM 2 144.0390778  72.0195389 2536  0.0001

Analysis of Variance Procedure
Waller-Duncan K-ratio T test for variable: PESOF

NOTE: This test minimizes the Bayes risk under additive loss and
certain other assumptions.

Kratio= 100 df= 15 MSE=2.839583 F=25.36271
Critical Value of T=1.98546
Minimum Significant Difference= 1.9316

Mcans with the same letter are not sighificantly different.



Waller Grouping
A

B

Mean N
22,857 6
18.228 6
16.077 6

Analysis of Variance Procedure

TRATAM
guillard
urea

usft

Duncan's Multiple Range Test for variable: PESOF

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not

the experimentwise error rate

Alpha=0.05 df= 15 MSE= 2.839583

Number of Means
Critical Range

2 3
2,070 2171

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping

A

B

Mean

22.857

18.228

16.077

N

6

TRATAM
guillard
urea

usft

2



ANEXO D

ANOVA Y TEST DE DUNCAN A LOS TRATAMIENTOS DE LA
SEGUNDA PRUEBA EN FIOLAS.

SAS

18:05 Wednesday, October 16, 1996

OBS TRATAM  PESOF

I guillard
2 guillard
3 guillard
4 guillard
5 guillard
6 guillard
7 usft
8 usft
9 usft
10 usft
11 usft
12 usft
13 urea
14 urea
{5 urea
16 urea
17 urea
18 urea

26.63
25.85
24.58
27.84
23.91
25.99
17.33
16.83
17.95
17.51

18.85
18.11

20.47
20.03
19.72
19.44
18.27
19.38

Analysis of Variance Procedure
Class Level Information

Class Levels

TRATAM 3

Values

guillard urea usft

Number of observations in data set = 18



Analysis of Variance Procedure

Dependent Variable: PLSOF

Sum of Mean

Source DF Squares Square I Value
Model 2 213.6556333  106.8278167  105.47
Crror 15 151936167 1.0129078
Corrected Total 17 228.8492500

R-Square C.V. Root MSE PESOF Mean

0.933609 4.783807 1.006433 21.0383333

Analysis of Variance Procedure

Dependent Variable: PESOF
Source DF Anova S§ Mean Square  F Value
TRATAM 2 213.6556333  106.8278167 105.47

Analysis of Variance Procedure

Waller-Duncan K-ratio T test for variable: PESOF

Pr>F

0.0001

0.0001

NOTE: This test minimizes the Bayes risk under additive loss and

certain other assumptions.

Kratio= 100 df=[5 MSE=1.012908 F= 105.4665

Critical Value of T= 1.94355
Minimum Significant Difference= 1.1293

Means with the same letter are not significantly different.
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Walier Grouping Mean N  TRATAM
A 25.300 6  guillard
B 19.552 6  urea
C 17.763 6 usft

Analysis of Variance Procedure
Duncan's Multiple Range Test for variable: PESOF

NOTE: This test controls the type 1 comparisonwise error rate, not
the experimentwise error rate

Alpha~ 0.05 di= 15 MSE= 1.012908

Number of Means 2 3
Critical Range 1.236 1297

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N TRATAM
A 25.800 6  guillard
B : 19.552 6  urea

C 17.763 6 usft
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ANEXOE

ANOVA Y TEST DE DUNCAN A LOS TRATAMIENTOS DE LA
PRIMERA PRUEBA EN ACUARIOS INTERIORES

SAS 14:45 Friday, November 8, 1996

OBS TRATAM = PESOF

1 guillard 124.65
2 guillard 118.23
3 guillard 111.12
4 guillard 106.15
5 guillard 127.20
6 guillard 105.88
7 usft 86.36
8 usft 45.67
9 usft 89.27
10 usft 101.54
11 usft 90.82
12 usft 69.57
13 urea 84.64
14 urea 87.92
15 urea 88.52
16 urea 89.94
17 urea 79.46
18 urea 93.87

Analysis of Variance Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
TRATAM 3  guillard urea usft

Number of observations in data set = 18



Analysis of Variance Procedure

Dependent Variable: PESOF

Sum of Mean
Source DF Squares Square
Model 2 4128.406044 2064.203022
Error 15 2540.727450 169.381830

Corrected Total 17 6669.133494
R-Square C.V. Root MSE

0.619032 13.77368  13.01468

Analysis of Variance Procedure
Dependent Variable: PESOF
Source DF AnovaSS5  Mean Square

TRATAM 2 41284060044  2064.203022

Analysis of Variance Procedure

F Value

12.19 0

128

Pr>F

0007

PESOF Mean

94.4894444

F Value

12.19

Waller-Duncan K-ratio T test for variable: PESOF

Pr>F

0.0007

NOTE: This test minimizes the Bayes risk under additive loss and

certain other assumptions.

Kratio= 100 df=15 MSE= 169.3818 F=12.18669

Critical Value of T= 2.04820

Minimum Significant Difference= 15.39

Means with the same letter are not significantly different.
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Waller Grouping Mean N TRATAM

A 115.538 6  guillard
B 87.392 6 urea
B 80.538 6 usft

Analysis of Variance Procedure
Duncan's Multiple Range Test for variable: PESOF

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not
the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df=15 MSE= 169.3818

Numberof Means 2 3
Critical Range 1599 16.77

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N TRATAM
A 115.538 6 guillard
B 87.392 6 urea

B 80.538 6 |usft
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ANEXO F

ANOVA Y TEST DE DUNCAN PARA LOS TRATAMIENTOS DE LA
SEGUNDA PRUEBA EN ACUARIOS INTERIORES.

SAS 15:05 Friday, November 8, 1996

OBS TRATAM  PESOF

1 guillard 139.50
2 guillard 118.71
3 guillard 128.24
4 guillard 117.59
5 guillard 130.82
6 guillard 125.04
7 usft 82.15
8 usft 89.29
9 usft 87.56
10 usft 80.40
11 usft 76.97
12 usft 89.84
13 urea 102.63
14 urea 73.29
15 urea 106.46
16 urea 118.73
17 urea 76.84
18 urea 104.47

Analysis of Variance Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
TRATAM 3  guillard urea usft

Number of observations in data set = 18
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Analysis of Variance Procedure

Dependent Variable: PESOF

Sum of Mean
Source DF Squares Square FValue Pr>F
Model 2 5648.096144 2824.048072 20.27  0.0001
Error 15  2090.254083 139.350272

Corrected Total 17 7738.350228
R-5quare (OATA Root MSE PESOF Mean

0.729884 11.49476  11.80467 102.696111

Analysis of Variance Procedure
Dependent Variable: PESOF
Source DF AnovaSS5  MeanSquare FValue Pr>F

TRATAM 2 5648.096144  2824.048072 20.27 0.0001

Analysis of Variance Procedure
Waller-Duncan K-ratio T test for variable; PESQF

NOTE: This test minimizes the Bayes risk under additive loss and
certain other assumptions.

Kratio= 100 df= 15 MSE= 139.3503 F=20.26582
Critical Value of T= 1.99987
Minimum Significant Difference= 13.63

Means with the same letter are not significantly different.
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Waller Grouping Mean N TRATAM
A 126.650 6 guillard
B 97070 6 urea
B B4.368 6 wusft

Analysis of Variance Procedure
Duncan’s Multiple Range Test for variable: PESOF

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not
the experimentwise error rate

Alpha=0.05 df=15 MSE= 139.3503

Numberof Means 2 3
Critical Range  14.50 15.21

Means with the same letter are not significantly different.
Duncan Grouping Mean N TRATAM
A 126.650 6 guillard
97070 6 urea

B 84368 6 usft
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ANEXO G

ANOVA 'Y TEST DE DUNCAN A LOS TRATAMIENTOS DE LA
PRIMERA PRUEBA EN ACUARIOS EXTERIORES.

SAS  16:29 Friday, November 8, 1996

OBS TRATAM PESOF

1 guillard 80.64
2 guillard 76.43
3 guillard 73.92
4 guillard 61.56
5 guillard 47.37
6 usft 66.14
7 usft 54.78
8 usft 31.77
9 usft 64.46
10 usft 71.24
11 usft 67.58
12 urea 82.54
13 urea 104.10
14 urea 113.79
15 urea 87.92
16 urea 109.28
17 urea 68.91

Analysis of Variance Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
TRATAM 3 guillard urea usft

Number of observations in data set = 17
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Analysis of Variance Procedure

Dependent Variable: PESOF

Sum of Mean
Source DF Squares Square FValue Pr>F
Model 2 3974.028957 1987.014479 8.38 0.0040
Error 14 3319.673137 237.119510

Corrected Total 16  7293.702094
R-Square CV. Root MSE PESOF Mean

0544858 2073601 1539869 74.2605882

Analysis of Variance Procedure
Dependent Variable: PESOF
Source DF AnovaSS5 MeanSquare FValue Pr>F

TRATAM 2 3974.028957  1987.014479 8.38 0.0040

Analysis of Variance Procedure
Waller-Duncan K-ratio T test for variable: PESOF

NOTE: This test minimizes the Bayes risk under additive loss
and certain other assumptions.

Kratio= 100 df= 14 MSE= 237.1195 F=8.379802
Critical Value of T=2.10171
Minimum Significant Difference= 19.298
WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 5.625

Means with the same letter are not significantly different.
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Mean N TRATAM

Waller Grouping
A 94423 6 urea
B 67984 5 guillard
B 59.328 6 usft

Analysis of Variance Procedure

Duncan's Multiple Range Test for variable: PESOF

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not
the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df=14 MSE=237.1195

WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 5.625

Number of Means 2 3
Critical Range  19.66 20.61

Means with the same letter are not significantly different.

Analysis of Variance Procedure

Mean N TRATAM

Duncan Grouping
A 94.423 6  urea
B 67.984 5 guillard
B 59.328 6 usft
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ANEXO H

ANOVA Y TEST DE DUNCAN A LOS TRATAMIENTOS DE LA
SEGUNDA PRUEBA EN ACUARIOS EXTERIORES

SAS  17:03 Friday, November 8, 1996

OBS TRATAM  PESOF

1 guillard 157 46
2 guillard 171.28
3 guillard 146.21
4 guillard 182.48
5 guillard 161.76
6 guillard 146.78
7 usft 99.63
8 usft 108.41
9 usft 100.08
10 usft 99.64
11 usft 113.47
12 usft 110.63
13 urea 116.34
14 urea 141.87
15 urea 110.46
16 urea 109.82
17 urea 121.74
18 urea 122.36

Analysis of Variance Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
TRATAM 3 guillard urea usft

Number of observations in data set = 18
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Analysis of Variance Procedure

Dependent Variable: PESOF

Sum of Mean
Source DF Squares Square  FValue Pr>F
Model 2 9949736078 4974.868039 39.46 0.0001
Error 15 1891.208233 126.080549

Corrected Total 17 11840.944311

RSquare  CV.  RootMSE  PESOF Mean | .

0.840282 8.710237 11.22856 128.912222

Analysis of Variance Procedure i
Dependent Variable: PESOF
Source DF AnovaSS5  MeanSquare FValue Pr>F
TRATAM 2 9949.736078  4974.868039  39.46 0.0001

Analysis of Variance Procedure
Waller-Duncan K-ratio T test for variable: PESOF

NOTE: This test minimizes the Bayes risk under additive loss
and certain other assumptions.

Kratio= 100 df=15 MSE= 126.0805 F= 39.45786
Critical Value of T= 1.96526
Minimum Significant Difference= 12.74

Means with the same letter are not significantly different.
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Mean N TRATAM

Waller Grouping
A 160995 6  guillard
B 120.432 6 urea
C 105310 6  usft

Analysis of Variance Procedure
Duncan's Multiple Range Test for variable: PESOF

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df=15 MSE=126.0805

Numberof Means 2 3
Critical Range 13.79 14.47

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N TRATAM

A 160.995 6 guillard
B 120.432 6 urea
C 105.310 6 usft
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ANEXO 1

ANOVA'Y TEST DE DUNCAN A LOS TRATAMIENTOS DE LA
PRIMERA PRUEBA EN TANQUES EXTERIORES.

S5AS 10:13 Saturday, November 9, 1996

OBS TRATAM  PESOF

1 guillard 2531.91
2 guillard 2363.58
3 usft 1662.84
4 usft 1832.27
5 urea 2134.57
6 urea 2302.81

Analysis of Variance Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
TRATAM 3 guillard urea usft

Number of observations in data set = 6

Analysis of Variance Procedure

Dependent Variable: PESOF

Sum of Mean
Source DF Squares Square FValue Pr>F
Model 2 509800.2782 254900.1391 17.92 0.0215
Error 3 42673.1057  14224.3686

Corrected Total 5  552473.3839
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R-Square C.V. Root MSE PESOF Mean

0.922760 5.578398  119.2660 2137.99667

Analysis of Variance Procedure

Dependent Variable: PESOF
Source DF Anova S5 Mean Square FValue Pr>F

TRATAM 2 509800.2782  254900.1391 17.92 0.0215

Analysis of Variance Procedure
Waller-Duncan K-ratio T test for variable: PESOF

NOTE: This test minimizes the Bayes risk under additive loss
and certain other assumptions.

Kratio=100 df=3 MSE=14224.37 F=17.9199
Critical Value of T= 2.84605
Minimum Significant Difference= 339.44
Means with the same letter are not significantly different.

Waller Grouping Mean N TRATAM

A 24477 2  guillard
A 22187 2  urea
B 17476 2 usft

Analysis of Variance Procedure
Duncan's Multiple Range Test for variable: PESOF

NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not
the experimentwise error rate

Alpha=0.05 df=3 MSE= 14224.37
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Number of Means 2 3
Critical Range  379.1 380.5

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N TRATAM
A 24477 2 guillard
A 22187 2 urea

B 17476 2 usft S
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ANEXO J

ANOVA Y TEST DE DUNCAN A LOS TRATAMIENTOS DE LA
SEGUNDA PRUEBA EN TANQUES.

SAS 11: 02 Saturday, November 9, 1996

OBS TRATAM  PESOF

1 guillard 3454.75
2 guillard 3104.48
3 usft 1940.87
4 usft 2123.54
5 guillardd 2917.92
6 urea 2681.90

Analysis of Variance Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
TRATAM 3 guillard urea usft

Number of cbservations in data set = 6

Analysis of Variance Procedure

Dependent Variable: PESOF

Sum of Mean
Source DF Squares Square FValue Pr>F
Model 2 1583679.708 791839.854 22.44 0.0157
Error 3 105881421  35293.807

Corrected Total 5 1689561.129
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R-Square CV. Root MSE PESOF Mean

0.937332 6.947955 187.8665 2703.91000

Analysis of Variance Procedure

Dependent Variable: PESOF

Source DFE Anova 55 Mean Square F Value Pr>F
Tratam 2 1583679.708 791839.854 244  0.0157

Analysis of Variance Procedure
Waller-Duncan K-ratio T test for variable: PESOF

NOTE: This test minimizes the Bayes risk under additive loss and
certain other assumptions.

Kratio= 100 df=3 MSE= 35293.81 F=22.43566
Critical Value of T=2.84605
Minimum Significant Difference= 534.68

Means with the same letter are not significantly different.

Waller Grouping Mean N TRATAM
A 32796 2 guillard
A 27999 2 urea
B 2032.2 2 usft

Analysis of Variance Procedure

Duncan’s Multiple Range Test for variable: PESOF
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NOTE: This test controls the type I comparisonwise error rate, not
the experimentwise error rate

Alpha=0.05 df=3 MSE= 35293.81

Number of Means 2 3
Critical Range = 597.1 5994

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N TRATAM
A 3279.6 2  guillard
A 2799.9 2 urea

B 2032.2 2 usft
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