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RESUMEN

Los objetivos de trabajo se centraron en el cultivo de dos especies de Gelidium mediante el uso de bolsas
permeables en medios enriquecidos con estimulantes naturales y quimicos. La técnica empleada demostrd ser
adecuada y una alternativa viable para el cultivo de especies clonales. En Gelidium carolinianum, el suplemento
con BIO A, promovi6 el mayor aumento de biomasa en talos enteros, mientras que los tratamientos con ALN
A, BIO B y PES+BIO resultaron mas efectivos en porciones apicales y estoloniferas. En Gelidium crinale, los
talos enteros respondieron positivamente a PES, ALN y PES+ALN y PES+BIO, observandose también
incrementos en las porciones apicales bajo PES y PES+ALN. Las TCD oscilaron entre 0,99y 1,71 %/dia, segun
especie y tratamiento. G. crinale mantuvo crecimiento activo durante 45 dias, mientras que G. carolinianum
evidencio una reduccion de biomasa hacia la cuarta semana. Se observé la formacion de comunidades
epibionticas sobre los sustratos, cuya composicion varid segun el tratamiento, siendo KEL y PES+BIO los méas
favorables para su desarrollo. Este trabajo aporta informacion sobre el comportamiento de Gelidium bajo
condiciones controladas y sienta bases para el desarrollo de estrategias que impulsen un cultivo sustentable y
escalable de macroalgas agarofitas en el sureste bonaerense.

Palabras clave: Algas rojas, Ficocultivo, Gelidium



ABSTRACT

The objectives of this study focused on the culture of two Gelidium species using permeable bags in enriched
media with natural and chemical stimulants. The applied technique proved to be suitable and represents a viable
alternative for the cultivation of clonal species. In Gelidium carolinianum, supplementation with BIO A
promoted the highest biomass increase in entire thalli, while treatments with ALN A, BIO B, and PES+BIO
were more effective in apical and stoloniferous portions. In Gelidium crinale, entire thalli responded positively
to PES, ALN, and their combinations (PES+ALN and PES+BI0O), with additional growth enhancement in apical
portions under PES and PES+ALN. Daily growth rates (DGR) ranged from 0,99 to 1,71% per day depending
on species and treatment. G. crinale maintained active growth during 45 days, whereas G. carolinianum
exhibited biomass reduction after the fourth week. Epibiotic communities developed on the substrates, with
composition varying according to treatment; KEL and PES+BIO favored their establishment. This study
provides valuable insights into Gelidium behavior under controlled conditions and establishes a foundation for
developing sustainable and scalable cultivation strategies of agarophyte seaweed in the southeastern region of
Buenos Aires Province.

Keywords: Gelidium, Phycoculture, Red algae
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1. Introduccion

1.1. El género Gelidium

Gelidium J.VV. Lamouroux es un género marino de macroalgas rojas perteneciente a la Clase
Florideophyceae (Familia Gelidiaceae), que actualmente incluye 144 especies (Guiry & Guiry, 2025).
Geogréaficamente, Gelidium, es el género mas ampliamente distribuido de la familia Gelidiaceae, se
encuentra en zonas intermareales y submareales desde regiones templadas y tropicales, con mayor
diversidad en estas Ultimas. Esta ausente en las aguas articas y subantarticas (Meinita et al., 2023).

Las especies de Gelidium presentan talos uniaxiales de crecimiento apical, con gran variabilidad de
forma, color, tamafio y patrdn de ramificacién. Algunas poseen talos modulares, heterotricos, formados
por estolones postrados y ejes erectos, que pueden ramificarse profusamente formando ensamblajes
cespitosos o matas compactas (Croce & Freshwater, 2024).

En las costas de Argentina se han identificado dos especies de Gelidium mediante estudios
morfol6gicos y moleculares: Gelidium crinale (Hare ex Turner) Gaillon y Gelidium carolinianum
Perrone, Freshwater, Bottalico, G.H. Boo & S.M. Boo. Ambas especies coexisten en la region
intermareal de las zonas templadas del pais, con rangos de distribucion que se superponen y ocupan el
mismo habitat.

Gelidium carolinianum presenta talos pequefios de hasta 2 cm de longitud, profusamente ramificados
y de color rojo brillante a carmesi, con ejes erectos aplanados y membranosos. La ramificacion es
opuesta o subopuesta, y en ocasiones bipinnada (Perrone et al., 2019).

Los talos de G. crinale son filiformes, fibrosos y alargados, escasamente ramificados, de color rojo
oscuro a negruzco. Poseen estolones que originan ejes erectos cilindricos formando matas de hasta 5 cm
de altura. La ramificacién puede ser opuesta, subopuesta o irregular (Croce & Parodi, 2013).

Ambas especies son anuales y forman matas cespitosas que crecen fijadas a rocas o conchas de bivalvos

y gaster6podos mediante sus estolones postrados (Croce & Freshwater, 2024).

1.2. Importancia econémica de las especies agardéfitas

Gelidium se integra dentro del grupo de las macroalgas agardfitas, es decir, aquellas algas utilizadas
para la extraccién de agar debido a sus polisacaridos especificos de su pared celular. Estos polisacaridos,
denominados polisacéridos sulfatados o hidrocoloides, son esenciales por su utilidad en la industria
alimentaria, donde se emplean como agentes gelificantes, espesantes y estabilizantes (Cebrian-Lloret et
al., 2024).

El agar, presente en las paredes celulares de las especies agardfitas, estd compuesto por dos
fracciones principales: agarosa y agaropectina. La agarosa constituye la fraccion gelificante y esta
formada por unidades alternadas de p-D-galactopiranosa y 3,6-anhidro-a-L-galactopiranosa. La

agaropectina, de estructura similar, corresponde a la fraccion con propiedades espesantes y puede



contener ésteres sulfato y otros residuos, como grupos metoxilo y &cido piravico. Una mayor proporcion
de grupos sulfato en el agar suele asociarse a una menor capacidad gelificante y modifica tanto la
temperatura de gelificacion como la de fusion (Cebrian-Lloret et al., 2024).

Ademés de Gelidium, se reconocen otros géneros agaréfitos como Gracilaria, Pterocladia,
Pterocladiella, Gelidiella, Acanthopeltis y Ahnfeltia. Sin embargo, segln los informes de la FAO (2024)
el mercado de hidrocoloides estd dominado por el agar obtenido de Gracilaria y Gelidium, las
principales algas empleadas en la produccion industrial de agar.

Varias especies de Gracilaria son cultivadas a nivel mundial para la obtencion de agar de grado
alimenticio y, de acuerdo con los datos de la FAO, este género ocupa el tercer lugar en la produccion
acuicola global de macroalgas marinas cultivadas. En cambio, la biomasa de Gelidium destinada a la
extraccion de agar proviene principalmente de poblaciones silvestres. A pesar de ello, las especies de
este género, contintan siendo explotadas debido a que producen un agar y agarosa de grado
bacteriolégico de alta calidad, caracterizados por una elevada fuerza de gelificacion y un bajo contenido
en sulfatos. Esta calidad de agar solo se obtiene a partir de especies de Gelidium. Las demas especies
agardfitas se utilizan a una escala industrial significativamente menor en comparacion con Gracilaria y
Gelidium (Chumsook et al., 2023).

Tradicionalmente, Gelidium fue utilizado como alimento y en medicina herbal en paises asiaticos
como China, Japén y Corea. En la actualidad, se reconoce ademas como una fuente de compuestos
bioactivos entre ellos R-ficoeritrina, R-ficocianina, terpenoides, taninos, flavonoides, saponinas,
cumarinas y esteroides, con diversas aplicaciones en las industrias farmacéutica, alimentaria y
nutracéutica. Estos compuestos presentan una amplia gama de actividades biol6gicas, tales como
acciones antibacterianas, antioxidantes, anticancerigenas, antitumorales, antiinflamatorias,

inmunoestimulantes, neuroprotectoras y antidiabéticas (Meinita et al., 2023).

1.3.  Explotacion de poblaciones silvestres de Gelidium

Diversas especies de Gelidium se recolectan en todo el mundo para la extraccion de agar. Entre las
principales especies que se explotan comercialmente se citan a G. corneum en Portugal, Espafia, Francia
y Marruecos; G. amansii y G. latifolium, en Japdn, Taiwan, Corea e Indonesia y G. robustum en México
(Melo 1998; Santos & Melo, 2018).

La biomasa algal se obtiene a partir de arribazones varados en las playas, 0 mediante la colecta
manual de talos adheridos en las zonas intermareales o submareales (Mac Monagail et al., 2017; Araujo
et al., 2021). En el caso de las especies estoloniferas, la eliminacion de los ejes rastreros durante la
colecta puede retrasar la regeneracion de los ejes erectos durante varios afios, lo que favorece la
colonizacion del area por otras macroalgas. Por lo tanto, la extraccion de estas poblaciones silvestres
tiene un impacto directo no sélo sobre la biomasa de la especie de interés, sino también sobre la
biodiversidad y la composicion de los ensambles macroalgales de las zonas explotadas (Lotze et al.,
2019).



Sin duda, la recoleccion de macroalgas silvestres enfrenta el desafio de equilibrar la sostenibilidad
ambiental y socioecondémica de esta actividad. Durante las Gltimas décadas, la gestion de los recursos
naturales ha enfatizado la necesidad de proteger las especies y los ecosistemas, promoviendo la
conservacion del habitat para mantener la diversidad y abundancia de especies, al mismo tiempo que se
posibilita una explotacion sostenible de los recursos marinos. Considerando la importancia econémica
de varias especies de Gelidium, resulta necesario evaluar las poblaciones en las zonas de recoleccion
con el fin de definir niveles adecuados de extraccion, implementar medidas de repoblamiento, establecer
temporadas de cosecha y aplicar regulaciones locales para el manejo sostenible de estos recursos algales
(Araujo et al., 2021).

Ademas de la presidon ejercida por la colecta de las poblaciones silvestres, otros impactos
antropogénicos, como el cambio climatico, han incrementado las preocupaciones sobre la sostenibilidad
de este recurso. De hecho, ya en 2018 se reportd una escasez global de colectas de Gelidium (Santos &
Melo, 2018).

1.4. Cultivo de las especies de Gelidium

Se han realizado numerosos ensayos experimentales de cultivo en distintas especies de Gelidium bajo
condiciones de laboratorio, en tanques y en el mar (Santelices 1988; Fei & Huang 1991; Melo et al.,
1991, Friedlander 2008). Las técnicas desarrolladas se basan en el cultivo a partir de esporas, fragmentos
vegetativos, protoplastos o callos (Buschmann et al., 2001; Titlyanov et al., 2006; Villegas et al., 2023).

Desde hace mas de 30 afios, los intentos de cultivo de Gelidium han sido ampliamente documentados.
Se ha experimentado con el cultivo en el mar mediante granjas experimentales, tanto en aguas expuestas
como protegidas, a diferentes profundidades y con o sin fertilizacion quimica, registrandose tasas de
crecimiento especificas de hasta 2% por dia en condiciones ideales (Melo et al., 1991). Asimismo, varios
estudios han abordado el re-anclaje de porciones estoloniferas bajo diferentes regimenes de temperatura
y fotoperiodo, con el fin de optimizar el proceso de fijacién en condiciones controladas (Salinas &
Valdés, 1993). También se ha evaluado la esporulacion y la fijacion de esporas sobre conchas de
moluscos y otros sustratos (Rojas et al., 1996). Estas investigaciones han demostrado que el cultivo de
Gelidium en el mar no es viable durante todo el afio, debido principalmente a la accion del oleaje y a las
fluctuaciones de temperatura del agua, factores que afectan negativamente su crecimiento y, en
consecuencia, la factibilidad econémica del cultivo a largo plazo. No obstante, el cultivo en tierra
(onshore) representa una alternativa prometedora. Este tipo de cultivo, realizado en tanques controlados,
permite mantener condiciones ambientales estables durante todo el afio, asegurando calidad,
rendimiento y trazabilidad constantes, entre otros beneficios. A pesar de los numerosos intentos y de
que el cultivo de Gelidium es técnicamente posible tanto en el mar como en sistemas terrestres, ain no
se ha desarrollado una tecnologia lo suficientemente eficiente y rentable a escala comercial. Por ello, la
gestion de la colecta de poblaciones naturales debe abordarse con especial precaucidn, mientras

continlian las investigaciones orientadas al desarrollo de las técnicas de cultivo.



Uno de los principales problemas que enfrenta el cultivo de macroalgas, tanto en mar como en
sistemas onshore, es la colonizacién por organismos epifitos. Estos organismos incluyen bacterias,
hongos, micro y macroalgas e incluso pequefios invertebrados, que se establecen sobre la superficie del
alga hospedadora formando biofilms y comunidades complejas. Aungue algunas de estas asociaciones
pueden aportar beneficios al alga, como nutrientes adicionales, factores de crecimiento o proteccion
frente al establecimiento de otros organismos fouling (organismos capaces de colonizar sustratos
artificiales o naturales sumergidos), en la mayoria de los casos, la interaccién genera competencia por
la luz, el espacio y los nutrientes, afectando negativamente la capacidad fotosintética, el crecimiento, la
reproduccion y en casos extremos la mortalidad del hospedador. Si bien, el control de los epifitos puede
ser factible en cultivos onshore, se requieren mayores esfuerzos de investigacion para desarrollar
estrategias efectivas de mitigacién y manejo de estos organismos, con el objetivo de mantener
rendimientos éptimos y asegurar la calidad del producto en la acuicultura de macroalgas marinas
(Behera, 2022).

1.5. Tasas de crecimiento y medios de cultivo

La tasa de crecimiento de las especies de macroalgas en sistemas de cultivo, es uno de los pardmetros
mas importantes para determinar el éxito del cultivo de la especie en interés. En general, estas tasas
estan fuertemente influenciadas por la concentracion de nutrientes en el medio de cultivo, ya que su
deficiencia constituye un factor limitante para el crecimiento de las algas (Harrison & Berges, 2004).

El medio de cultivo es una solucidn que contiene micro y macronutrientes, agregada al agua utilizada
para el crecimiento de distintas especies de macroalgas. Uno de los medios mas empleados es el medio
de agua de mar enriquecida Provasoli, (PES, por sus siglas en inglés). Este medio ha demostrado ser
altamente eficiente en el cultivo de diversas macroalgas bajo condiciones controladas de laboratorio, ya
que promueve tanto el crecimiento como el aumento en el contenido de compuestos metabolicos
(Harrison & Berges, 2004). De manera alternativa, pueden emplearse soluciones nutritivas basadas en
extractos de macroalgas marinas, especialmente derivados de macroalgas pardas. En la actualidad, estos
extractos se utilizan ampliamente en agricultura como bioestimulantes ecol6gicos, debido a su capacidad
para promover el crecimiento vegetal y aumentar la resistencia frente a estreses ambientales y
enfermedades (Critchley et al., 2021; Margal et al., 2023). La seleccién de extractos de origen
macroalgal se debe a que estas algas producen gran biomasa y poseen un alto contenido de compuestos
fisiologicamente activos, como polisacaridos, carotenoides, aminoacidos, proteinas, lipidos y
polifenoles. Entre los mas relevantes se destacan laminarina, fucoidanos y manitol, compuestos
reconocidos por su eficiencia en el crecimiento, la fotosintesis y la resistencia al estrés en plantas
vasculares (Bouissil et al., 2020; Mamede et al., 2023).

Los extractos basados en macroalgas marinas se consideran bioestimulantes amigables con el medio
ambiente, no téxicos para los organismos del ecosistema (Critchley et al., 2021). Se elaboran sin la

adicién de quimicos y se extraen a bajas temperaturas, lo que garantiza que su contenido fitohormonal



se mantenga bioldgicamente activo. Actualmente su uso no se limita al crecimiento de plantas
vasculares, sino también se aplican al cultivo de macroalgas. La primera aplicacién de extractos
macroalgales se realiz6 a partir del alga parda Ecklonia maxima, bajo la marca comercial Kelpak®,
resultando efectiva para promover el crecimiento de Ulva pertusa y de Gracilaria vermiculophylla
(Robertson-Anderson et al., 2006). Posteriormente surgieron otros productos basados en extractos de
Ascophyllum nodosum, como AMPEP, Alganutrifol, entre otros, los cuales demostraron efectos
positivos en la propagacion asexual por esporas, en la reduccion de la enfermedad “ice-ice” en especies
carragendfitas, en el control de epifitos y enddfitos, asi como en la mejora del crecimiento y la tolerancia
al stress térmico de diversas macroalgas (Umanzor et al., 2020 Han et al., 2022).

Actualmente existen numerosos bioestimulantes basados en extractos de algas, bajo distintas marcas
comerciales. En Argentina, se sintetiza y comercializa el bioestimulante denominado Biotec, producido
a partir de extractos de poblaciones nativas de Macrocystis pyrifera. Este producto ha mostrado efectos
positivos significativos en cultivos de soja, maiz, trigo y sorgo, mejorando el crecimiento vegetal y la
resistencia  frente a  diferentes estresores ambientales (Laboratorios Biotec S.A.,
www. laboratorioshiotecsa.com).

Diversos estudios gque han evaluado los extractos basados en macroalgas han demostrado su eficacia
general en el cultivo de macroalgas, destacando su potencial como bioestimulantes capaces de mejorar

el crecimiento y mitigar los efectos de los estreses bidticos y abioticos (Critchley et al., 2021).

1.6. Hipotesis y Objetivos

Para lograr cultivar con éxito una especie es imprescindible conocer las condiciones de cultivo y los
requerimientos nutricionales. Sin embargo, para la mayoria de las especies de macroalgas, estas
condiciones aun son desconocidas, existiendo informacion Gnicamente para aquellas que actualmente
son explotadas de manera comercial. Esta situacion es especialmente evidente en paises donde los
estudios sobre el cultivo de macroalgas son escasos, como ocurre en Argentina. Considerando este
contexto, el presente estudio se propone como una contribucion al conocimiento del ficocultivo y al
establecimiento de condiciones nutricionales dptimas para dos especies de Gelidium que crecen en las
costas del sureste bonaerense.

En esta tesis de grado se plantea como hipotesis principal que:
Las especies gelidioides de las costas del sureste bonaerense pueden crecer vegetativamente bajo
condiciones controladas de laboratorio, utilizando tanto estimulantes quimicos como estimulantes

basados en extractos de macroalgas.

A continuacién, se plantean los siguientes objetivos especificos:



Iniciar cultivos de G. crinale y G. carolinianum utilizando a) talos enteros, b) porciones apicales y
c) porciones estoloniferas (basales), empleando bolsas tipo mesh como metodologia de cultivo.
Evaluar el efecto de utilizar diferentes estimulantes, como un formulado quimico (PES) y extractos
basados en macroalgas (Kelpak®, Alga Nutrifol y Biotec), y diferentes concentraciones de cada uno,
sobre las tasas de crecimiento de los talos de ambas especies.

Adicionar en los cultivos diferentes combinaciones de estimulantes y evaluar las tasas de crecimiento
obtenidas.

Identificar las tasas de crecimiento 6ptimas en funcidn de los siguientes factores: a) especie b) talo
entero, apice, base, c) tipo de estimulante (PES, Kelpak®, Alga Nutrifol, Biotec) d) concentracion
de estimulante, €) combinaciones de estimulantes.

Determinar cualitativamente la carga epifita desarrollada sobre las bolsas empleadas en el cultivo.



2. Materiales y Métodos
2.1. Sitio de colecta de muestras
Los talos de Gelidium crinale y de Gelidum carolinianum fueron colectados durante marea baja

en pozas de marea intermareales del sitio costero de Villa Del Mar (Partido de Coronel Rosales,
38°51'24" S; 62°07'04" O), ubicado en la costa norte del estuario de Bahia Blanca (EBB) (Fig. 1 ay b).

BOLIVIA oran omca
Pantanal

Figura 1. Sitio de colecta de muestras. a: Mapa de Argentina, con detalle de la provincia de Buenos Aires, y
del estuario de Bahia Blanca. b: Zona intermareal de Villa del Mar mostrando pozas de mareas.

El EBB esta conformado por una red compleja de canales de marea, entre los cuales se destacan
los canales Principal, Bermejo, Bahia Falsa, Bahia Verde y Caleta Brightman. Se trata de un estuario
mesomareal y semidiurno, con rangos de marea que varian entre 2,2 m hasta 4 m en la cabecera. La
dinamica ambiental del EBB esta influenciada principalmente por vientos del NNO, NO y N, que
determinan un régimen climatico predominantemente ventoso. La temperatura media anual oscila entre
14 y 20°C. Las precipitaciones son mas frecuentes en verano (206,2 mm en promedio), seguidas por la
primavera (198,4 mm), el otofio (138,1 mm) y el invierno (96,3 mm). En cuanto a las caracteristicas
fisico-quimicas del agua, las temperaturas superficiales promedio anuales son de aproximadamente 13

°C, alcanzando valores de hasta 21,6 °C en verano y descendiendo a 8,5 °C en invierno. La salinidad



superficial media varia entre 33,8 en invierno a 37,1 en verano, alcanzando valores maximos de 45,3 en
otofio (IADO 2016,2018).

El EBB recibe un escaso aporte de agua dulce. Sus dos principales tributarios, ubicados en su
costa norte, son el rio Sauce Chico y el arroyo Naposta Grande. Sin embargo, el aporte mas significativo
de agua dulce, nutrientes y contaminantes proviene de los efluentes cloacales de las ciudades de Bahia
Blanca, Punta Alta e Ingeniero White. A pesar de ello, la dinamica mareal semidiurna del estuario
favorece una dilucion efectiva de los efluentes a pocos kilémetros de su punto de descarga (Perillo &
Piccolo, 2021).

La flora de la zona costera de Villa del Mar, estd determinada por las condiciones hidro-
geomorfoldgicas impuestas por su posicion en el paisaje (Pratolongo & Fiori, 2021). En las zonas mas
elevadas, fuera del alcance de las mareas, predominan Spartina densiflora y Sarcocornia perennis,
mientras que en las zonas mas bajas se desarrolla Spartina alterniflora.

En Villa del Mar, el sustrato duro disponible para el asentamiento de algas incluye estructuras
naturales y artificiales. El sustrato duro de origen natural estd conformado por afloramientos formados
por particulas sedimentarias finas consolidadas y conchas de moluscos (ostras, mejillones, caracoles y
cirripedios). Estos afloramientos formados por materiales compactados de arena y arcilla, constituyen
un sustrato relativamente duro (Aliotta & Lizasoain, 2004). Ademas, generan pozas de marea, que
permanecen con agua durante la bajamar, lo que permite el desarrollo de comunidades macroalgales.

La riqueza de macroalgas en el EBB es baja en comparacion con otras zonas costeras de
Argentina, lo cual se atribuye a la elevada turbidez de sus aguas, que limita la penetracién luminica y,
en consecuencia, el crecimiento algal. En términos de diversidad, se han registrado siete especies de
macroalgas. Entre las rojas se identificaron G. crinale, G. carolinianum, Polysiphonia abscissa,
Polysiphonia morrowii y Ceramium diaphanum; entre las verdes, distintos morfotipos del género Ulva
y Bryopsis plumosa; y entre las pardas, Ectocarpus siliculosus, Hincksia hincksiae y Punctaria latifolia
(Croce et al., 2021).

2.2. Colecta de talos de Gelidium

Los talos de G. crinale y G. carolinianum fueron recolectados manualmente en piletas de marea
y transportados inmediatamente al Laboratorio de Ficologia del INIBIBB (con sede en FUNDASUR),
en conservadora. Ambas especies pueden distinguirse facilmente por sus caracteristicas morfolégicas.
G. crinale presenta talos cilindricos, de color negruzco, escasamente ramificados y de consistencia
fibrosa, mientras que G. carolinianum posee talos aplanados, de color rojizo, con ramificacién pinnada

y consistencia laxa (Fig. 2 a, by c).



Figura 2. Colecta de talos de Gelidium. a: Colecta manual de talos en intermareal de Villa del Mar. b:
Gelidium carolinianum. c: Gelidium crinale.

2.3. Aclimatacion y acondicionamiento de talos a condiciones de cultivo

Los ejemplares fueron colocados en recipientes de vidrio de 3 L, previamente lavados con
detergente no idnico y esterilizados en autoclave. Cada recipiente contuvo agua de mar filtrada a 1 pm,
esterilizada mediante radiacion UV (AMFYE), y enriquecida con medio Provasoli (PES) en una
proporcion de 10 ml de PES por litro de agua de mar. Los frascos se mantuvieron en una sala de cultivo
a una temperatura de 18°C + 1 °C, con una irradiancia de 80 pmol s’*m2, fotoperiodo de 12:12 h. (luz:
oscuridad) y aireacion constante (Fig. 3 a). El periodo de aclimatacién tuvo una duracién de 15 dias.

Una vez finalizado el periodo de aclimatacién, se procedi6 al acondicionamiento y limpieza de
los individuos. Los talos se separaron cuidadosamente de los sustratos de fijacién (conchas de moluscos)
utilizando un bisturi, y posteriormente se limpiaron mediante un suave pincelado de la superficie algal,
seguido de varios enjuagues en AMFYE, hasta eliminar la mayor parte de los epibiontes y sedimentos

superficiales.
2.4. Disefio experimental
Del stock de talos aclimatados y limpios de ambas especies de Gelidium se seleccionaron: a)

talos enteros, b) secciones apicales y c) secciones basales o estoloniferas (Fig. 3 b). Los talos enteros y

las diferentes secciones se colocaron por separado, en bolsas confeccionadas con tela tipo mesh, de 1



mm de apertura de malla (Fig. 3 ¢). En cada bolsa se colocaron 0,5 g de talos enteros, 0,3 g de secciones
apicales y 0,1 g de porciones estoloniferas.

Las bolsas conteniendo biomasa algal se colocaron dentro de recipientes de vidrio de 320 ml
previamente lavados y esterilizados, conteniendo AMFyYE suplementada con nutrientes de diferente
naturaleza. Como estimulante formulado se utilizO PES preparado en el laboratorio segun las
indicaciones de Bold & Wynne (1978). Como bioestimulantes se emplearon Kelpak® (KEL), (Kelp
Products Pty Ltd., Simon’s Town, Sudéafrica); Alga Nutrifol (ALN), (Spraytec, comercializado en
Argentina por Nutriterra); y Biotec (BIO) (Laboratorios Biotec S.A, Argentina). Los ensayos se
realizaron utilizando los estimulantes por separado, en combinacion, y en diferentes concentraciones
(Fig. 4, Tabla 1). Las proporciones utilizadas de los estimulantes se seleccionaron en base a datos
publicados y/o recomendaciones de los fabricantes, garantizando concentraciones equivalentes de
nitrégeno por volumen de cultivo (Provasoli 1968; Robertson-Andersson et al., 2006, Hurtado et al.,
2008). Las proporciones finales empleadas y el pH de las soluciones de cultivo se detallan en la Tabla
1.

Las condiciones de cultivo fueron similares a las establecidas durante el periodo de
aclimatacion. Los cultivos se mantuvieron durante 45 dias, realizando cambios del medio cada 5 dias
(Fig. 5 a y b). Las bolsas fueron reemplazadas al finalizar ese periodo, debido al desarrollo de
organismos epifitos y sombreado de los talos y secciones. Todos los ensayos fueron realizados por
triplicado.

Estimulante Propgrmon (ml ce pH de la solucion
estimulante/L)
PES A 10 7,66
PES B 20 745
KEL A 5 6,13
KEL B 75 6,16
ALN A 0,32 79
ALN B 0,48 7,91
BIO A 1 8,06
BIO B 16 8,06
PESA/KEL A 10/5 6,19
PESA/ALN A 10/0,3 78
PESA/BIO A 10/1 7,84

Tabla 1. Proporciones empleadas de cada estimulante y el pH de las soluciones de cultivo.
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Figura 3. Aclimatacion y disefio experimental. a: Aclimatacion de los talos a condiciones de cultivo. b:
Seleccion de talos en: talos enteros, porciones apicales y porciones estoloniferas. ¢: Bolsas confeccionadas con
tela mesh utilizadas como sustrato de cultivo.

PESA+BIO A

Figura 4. Disefio experimental. Diferentes estimulantes empleados.
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2.5. Estimacion del crecimiento

El peso humedo escurrido de cada tratamiento se determind cada 5 dias utilizando una balanza analitica.
Para ello, la biomasa algal se retiré de la bolsa mesh y se dejo escurrir sobre papel absorbente durante
20 minutos, reemplazando el papel a los 10 minutos. (Fig. 5 ¢) Los datos de peso himedo obtenidos se
utilizaron para calcular la tasa de crecimiento diaria (TCD) mediante la siguiente formula (Yong et al.,
2013):

TCD = ((PHf/PHi)*(14) - 1) x 100

donde: PH; = Peso himedo inicial; PHs = Peso himedo final y t = dias.

2.6. Caracterizacion de los organismos epifitos sobre el sustrato de cultivo

Se evaluo6 cualitativamente y se categoriz6 cuantitativamente la carga epifitica en las bolsas empleadas
en el cultivo mediante microscopia 6ptica y electronica de barrido (MEB). Para ello, pequefias porciones
de las bolsas fueron fijadas en glutaraldehido al 2,5% preparado en buffer cacodilato 0,01 M. La
deshidratacion, el montaje, el secado por punto critico y el metalizado de las muestras fueron realizados
por el Laboratorio de Microscopia Electrénica del CCT- Bahia Blanca. Finalmente, las muestras se

observaron en un microscopio electronico de barrido Leo Evo 40.

Figura 5. Cultivos de talos de G. crinale y G. carolinianum en distintos tratamientos. a y b: talos en cultivo
bajo condiciones controladas de laboratorio. c: Estimacién del peso himedo escurrido.
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2.7. Analisis estadisticos

Los datos obtenidos se expresaron como media + desvio estandar (DE). Previo al andlisis estadistico, se
verificaron los supuestos de homocedasticidad y normalidad mediante las pruebas de Levene y Shapiro-
Wilk, respectivamente. Para determinar qué tipo de estimulante produjo mejores resultados, se
realizaron andlisis de varianza (ANOVA) paramétricos y no paramétricos, segun se cumplieran los
supuestos mencionados, comparando las variables peso himedo y tasa de crecimiento diaria (TCD)
considerando los siguientes factores de agrupamiento: tipo de estimulante (PES, KEL, ALN y BIO),
concentracion (PES A, PES B, KEL A, KEL B, ALN A, ALN B, BIO A, BIO B), combinacién (PES
A+ KEL A, PES A+ ALN A y PES A+ BIO A) y zona del talo (entero, porcién apical y porcién
estolonifera). Las diferencias entre grupos se analizaron por medio de las pruebas de Tukey y de

Conover (p<0,05). Para todos los analisis se utilizé el software InfoStat.
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3. Resultados

3.1. Evaluacién del crecimiento utilizando diferentes estimulantes y combinaciones

3.1.1. En G. carolinianum
3.1.1.1. En talos enteros

En los cultivos iniciados con talos enteros, tras seis semanas de experimentacion, se evidenciaron
diferencias estadisticamente significativas tanto entre los tratamientos aplicados como entre los periodos
de cultivo (Fego, 6=2,30; p=0,0143). Durante las dos primeras semanas no se observaron diferencias
significativas en la generacion de biomasa himeda entre los distintos estimulantes evaluados. No
obstante, a partir de la segunda y tercera semana, el tratamiento con BIO favoreci6 un mayor incremento
en la biomasa en los talos (Fig. 18), mientras que los tratamientos con ALN y PES registraron valores
intermedios. En la quinta y sexta semana, los pesos de biomasa himeda tendieron a disminuir en todos los
tratamientos, sin embargo, dicha reduccion fue menos pronunciada en los cultivos suplementados con
BIOy PES (Fig. 6).

Las TCD calculadas a partir de los pesos de biomasa himeda, no mostraron diferencias significativas
entre los tratamientos (Fso, 3=0,230; p=0,8725). En cambio, mostraron variaciones significativas a lo
largo de periodo experimental (Fo, 2=11,63; p<0,0001). En particular, entre la quinta y sexta semana, las

TCD disminuyeron de manera notable, alcanzando incluso valores negativos (Fig. 7).
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Figuras 6 y 7. Talos enteros de G. carolinianum. 6:

Variacién del peso hiumedo (g) (media £ DE) en funcion de los diferentes estimulantes utilizados y de los
periodos de cultivo. 7: Variacion de la TCD (% dia) y del peso hiimedo a lo largo de las semanas de cultivo.
Las letras sobre las barras indican los resultados del test de Tukey; letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05).

Considerando los resultados obtenidos, se procedié a comparar el peso himedo generado con el
estimulante BIO, identificado como el mas efectivo en la generacion de biomasa y con las tres
combinaciones de estimulantes (PES + KEL, PES + ALN y PES + BIO). Los analisis estadisticos
evidenciaron diferencias altamente significativas tanto entre los tratamientos como entre las semanas de

cultivo (x°=32,65; p=0,0006). La mayor eficiencia en la generacion de biomasa continué observandose
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con el uso de BIO, durante el mismo periodo de cultivo. No obstante, lacombinacién PES + ALN, mostrd
una mejora en su eficiencia entre la tercera y la sexta semana, en comparacion con el uso individual de
ALN (Fig. 8).

Asimismo, se detectaron diferencias altamente significativas entre las TCD al comparar los distintos
tratamientos y periodos de cultivo (y°=29,06; p=0,0022). Las mayores TCD se registraron con BIO
durante las primeras 4 semanas de cultivo, y con la combinacion PES+BIO en las dos primeras, lo que
indica que esta ultima formulacién no resulté efectiva para el mantenimiento de TCD positivas y
sostenidas en el tiempo. Sin embargo, con esta Ultima combinacidn se consiguieron las mayores TCD medias
correspondiendo a un valor de 1,60%/dia. De manera general, independientemente del estimulante utilizado,
las TCD fueron negativas durante el dltimo periodo experimental (Fig. 9).
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Figuras 8 y 9. Talos enteros de G. carolinianum. 8: Variacion del peso himedo (g) (media = DE) en funcion
de un estimulante individual (BIO) y las combinaciones utilizadas y de los periodos de cultivo. 9: Variacién de la
TCD (% dia?) utilizando mismos factores. Las letras sobre las barras indican los resultados de los test de Tukey y
Conover; letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

3.1.1.2. En porciones apicales

En los cultivos iniciados a partir de las porciones apicales se observaron diferencias significativas
tanto entre los tratamientos aplicados como a lo largo de las semanas de cultivo (Fso, =2,42; p=0,0353).
Durante las dos primeras semanas, el tratamiento con ALN resulté el més efectivo para promover la
generacion de nueva biomasa. En la tercera y cuarta semana, ALN mantuvo su efecto estimulante,
acomparfiado por BIO (Fig. 18). Finalmente, en la quinta y sexta semana, los pesos himedos tendieron
a disminuir en todos los tratamientos, sin embargo, esta reduccion fue mas pronunciada en los cultivos
tratados con KEL (Fig. 10).

Las TCD de las porciones apicales también mostraron diferencias significativas entre los tratamientos
y los periodos de cultivo (x*=43,58; p<0,0001). Durante las dos primeras semanas, las TCD fueron
positivas y no se detectaron diferencias significativas entre los estimulantes evaluados. En la tercera 'y
cuarta semana, las TCD maés bajas correspondieron al tratamiento con KEL, mientras que las mas altas
y positivas se registraron con BIO. En las dos Gltimas semanas, las TCD fueron negativas en todos los

tratamientos, independientemente del estimulante aplicado (Fig. 11).
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Figuras 10 y 11. Porciones apicales de G. carolinianum. 10: Variacion del peso himedo (g) (media + DE) en
funcidn de los diferentes estimulantes utilizados y de los periodos de cultivo. 11: Variacion de la TCD (% dia™)
a lo largo de las semanas de cultivo. Las letras sobre las barras indican los resultados de los test de Tukey y
Conover; letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Considerando estos resultados, se procedié a comparar el efecto de ALN, identificado como el

estimulante con mayor eficacia sobre el peso himedo de las porciones apicales, con las combinaciones

PES + KEL, PES + ALN y PES + BIO. Los andlisis estadisticos revelaron diferencias significativas

entre los tratamientos y los periodos de cultivo (Fo, 6=7,32; p<0,0001). Los mayores valores de peso

himedo se obtuvieron con ALN y con la combinacion BIO suplementada con PES, particularmente

durante la tercera y cuarta semana de cultivo. Sin embargo, la suplementacién de ALN con PES no

favorecié la generacién de nueva biomasa en las porciones apicales (Fig. 12).

Al analizar las TCD, se detectaron diferencias significativas en la interaccion entre los factores (Fso,

6=4,94; p=0,0003). Las tasas mas altas se registraron con PES + BIO tanto en el primer como en el

segundo periodo experimental (Fig. 13).
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Figuras 12 y 13. Porciones apicales de G. carolinianum. 12: Variacion del peso himedo (g) (media £ DE)
en funcion de un estimulante individual (ALN) y las combinaciones utilizadas y de los periodos de cultivo. 13:
Variacion de la TCD (% dia) utilizando mismos factores. Las letras sobre las barras indican los resultados de
los test de Tukey; letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).En porciones

estoloniferas

3.1.1.3. En porciones estoloniferas

En los cultivos establecidos a partir de porciones estoloniferas, tras seis semanas de experimentacion,
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se observaron diferencias significativas tanto entre los tratamientos aplicados como entre los periodos
de cultivo (Fso,6=13,02; p<0,0001). Durante las dos primeras semanas, los tratamientos con BIO y PES,
promovieron una mayor generacion de biomasa en los estolones. No obstante, desde la segunda semana
y hasta la finalizacion del ensayo, unicamente el tratamiento con PES mantuvo un incremento sostenido
de la biomasa, mientras que los demas estimulantes no generaron efectos positivos (Fig. 14 y 18).

Las TCD también evidenciaron diferencias significativas entre tratamientos y periodos de cultivo
(¥?=31,29; p<0.0010). Durante las dos primeras semanas, las TCD fueron positivas, destacandose el
tratamiento con ALN por favorecer su incremento. En la tercera y cuarta semana, las TCD mas bajas
correspondieron a los tratamientos con KEL y BIO, mientras que las mas elevadas y positivas se
registraron con ALN y PES. En las dos Gltimas semanas, las TCD resultaron negativas en todos los

tratamientos, independientemente del estimulante aplicado (Fig. 15).

0.16 14 10 15

IS}
i
o

0.1 T

ooi .[ [ a_}a ab [

Y
(So
©
=
— o

=)
o O
—t —H H—
/U"
—\—n—u
4—
)

PESO HUMEDO (G)
o5
S
TCD (%/DiA)

o
=}
—

—
iR
5]
— -

PES KEL ALN BIO PES KEL ALN BIO

Primeras 2 semanas Semana 3y4 Semana 5y 6 =@ Primeras 2 semanas Semana 3y 4 Semana 5y 6

Figuras 14 y 15. Porciones estoloniferas de G. carolinianum. 14: Variacion del peso himedo (g) (media
DE) en funcioén de los diferentes estimulantes utilizados y de los periodos de cultivo. 15: Variacion de la TCD
(% dia %) alo largo de las semanas de cultivo. Las letras sobre las barras indican los resultados del test de Tukey
y Conover; letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Considerando estos resultados, se procedié a comparar las combinaciones de estimulantes (PES +
KEL, PES + ALN y PES + BIO) con los efectos individuales de BIO y de PES, dado que estos tltimos
mostraron mayor eficacia sobre el peso himedo de las porciones estoloniferas. Los analisis mostraron
diferencias estadisticamente significativas en el peso hiumedo tanto en los tratamientos como entre los
periodos de cultivo (F0,8=13,15; p<0,0001). Los valores mas elevados de peso himedo se registraron
con lacombinacion de PES + BIO durante la tercera y cuarta semana de cultivo. No obstante, laaplicacion
individual de PES mostré una elevada eficiencia en el crecimiento de los estolones, especialmente durante

las dos dltimas semanas del experimento (Fig. 16).

Del mismo modo, las TCD variaron significativamente entre los tratamientos y los periodos de cultivo
(x?=45,64; p<0,0001). Las mayores TCD se obtuvieron con la combinacién PES + BIO durante la tercera

y cuarta semana de cultivo, alcanzando valores medios de 2,97%/dia (Fig. 17).
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Figuras 16 y 17. Porciones estoloniferas de G. carolinianum. 16: Variacion del peso himedo (g) (media +
DE) en funcion de los estimulantes individuales PES y BIO y las combinaciones utilizadas y de los periodos
de cultivo. 17: Variacion de la TCD (% dia™) utilizando mismos factores. Las letras sobre las barras indican
los resultados de los test de Tukey; letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas

(p<0,05).
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Figura 18: Vista general de G. carolinianum. A) Talo entero suplementado con BIO A en la tercera semana de
cultivo. B) Porciones apicales mostrando ramas alargadas estimuladas por la aplicacion de BIO B. C) Porcién
estolonifera con desarrollo de nuevas ramas cortas e incipientes ramas secundarias.

3.1.2. EnG. crinale
3.1.2.1. En talos enteros

En los cultivos establecidos a partir de talos enteros, tras seis semanas de experimentacion, se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas tanto entre los tratamientos aplicados como entre
los periodos de cultivo (Fso, 6=4,15; p=0,0013). Durante las dos primeras semanas, la aplicacion de PES
y KEL promovi6 una mayor acumulacion de biomasa himeda (Fig. 26). No obstante, entre la segunda
y la tercera semana, no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos. En cambio, durante
la quinta y sexta semana, los tratamientos con BIO y con PES registraron los valores mas altos de peso
himedo (Fig. 19). Las TCD no mostraron diferencias significativas ni entre los tratamientos ni entre los

periodos de cultivo (y*=15,23; p=0,1721).

Al comparar las combinaciones de los estimulantes (PES + KEL, PES + ALN y PES + BIO) con los

efectos individuales de PES y BIO, considerados los mas eficaces en la generacion de biomasa, se
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evidenciaron diferencias significativas en el peso himedo de los talos enteros entre los tratamientos
(Feo, 4=23,72; p<0,0001) y entre los periodos de cultivo (F@02=17,36; p<0,0001), aunque sin
interaccion significativa entre ambos factores (Fo=1,79; p=0,0915). Los mayores valores de peso
himedo continuaron obteniéndose con la aplicacion individual de PES, sin embargo, las combinaciones
PES + BIO y PES + ALN resultaron igualmente efectivas. En términos absolutos la combinacién PES
+ ALN gener6 los valores mas elevados de biomasa (Fig. 20). Respecto a los periodos de cultivo, la
generacién de biomasa se vio favorecida desde la tercera hasta la sexta semana de experimentacion
(Fig. 21). Las TCD no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos ni entre los
periodos de cultivo (x*=12,11; p=0,5973).
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Figuras 19-21. Talos enteros de G. crinale. 19. Variacion del peso himedo (g) (media + DE) en funcién de
los diferentes estimulantes utilizados y de los periodos de cultivo. 20. Variacion del peso himedo (g) (media
+ DE) en funcion de los estimulantes individuales PES y BIO y las combinaciones utilizadas. 21. Variacion
del peso himedo (g) (media = DE) en funcidn a los periodos de cultivo. Las letras sobre las barras indican los
resultados de los test de Tukey; letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

3.1.2.2. En porciones apicales

En los cultivos iniciados a partir de las porciones apicales, se registraron diferencias estadisticamente
significativas tanto entre los tratamientos como a lo largo de las semanas de cultivo (Fgo, 5=3,86;
p=0,0023). Durante las dos primeras semanas, asi como en la tercera y cuarta, los distintos estimulantes
tuvieron un efecto similar sobre la generacion de biomasa de los &pices (Fig. 26). Sin embargo, en la
quinta y sexta semana, se observo una disminucioén mas prolongada del peso himedo en los tratamientos
con ALN (Fig. 22). Las TCD de las porciones apicales no mostraron diferencias significativas ni entre

tratamientos ni entre los periodos de cultivo (y>=4,21; p<0,9635).

19



El andlisis de las combinaciones de estimulantes (PES + KEL, PES + ALN y PES + BIO) revel6 que
el peso humedo presentd diferencias significativas Unicamente entre los tratamientos (yx°=57,36;
p<0,0001). Los valores méas elevados se obtuvieron con la combinacion PES + ALN (Fig. 23). En
contraste, las TCD no evidenciaron diferencias estadisticamente significativas entre los factores
analizados (¥ = 5,67; p= 0,9993).
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Figuras 22-23. Porciones apicales de G. crinale. 22. Variacion del peso himedo (g) (media = DE) en funcién
de los diferentes estimulantes utilizados y de los periodos de cultivo. 23. Variacion del peso himedo (g) (media
+ DE) en funcién de los estimulantes individuales y las combinaciones utilizadas. Las letras sobre las barras
indican los resultados de los test de Tukey y Conover; letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).

3.1.2.3. En porciones estoloniferas

En los cultivos establecidos a partir de porciones estoloniferas, tras seis semanas de experimentacion,
se evidenciaron diferencias significativas tanto entre los tratamientos aplicados como entre los periodos
de cultivo (Fso,6=8,74; p<0,0001). Durante las dos primeras semanas, el tratamiento con BIO promovi6
una mayor generacion de biomasa en las porciones basales. Sin embargo, a partir de la segunda y tercera
semana, el tratamiento con PES también estimul6 el crecimiento de estas secciones, y hacia el final del
periodo experimental, unicamente PES mantuvo el incremento sostenido de biomasa (Fig. 24). Las TCD
de las porciones estoloniferas de G. crinale no mostraron diferencias significativas ni entre tratamientos
ni entre distintos periodos de cultivo (x?=10,63; p<0,4746).

El andlisis de las combinaciones de estimulantes en comparacion con el efecto individual de PES,
mostrd que el peso htimedo difirié significativamente tanto entre los tratamientos como entre los periodos
de cultivo (F2,6=8,19; p<0,0001). La combinacion de BIO con PES favorecio la generacion de biomasa
durante las quinta y sexta semana de cultivo (Fig. 25 y 26). No obstante, las TCD no presentaron

diferencias ni entre tratamientos ni entre semanas de cultivo (x*= 16,36, p= 0,1284).
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Figuras 24 y 25. Porciones estoloniferas de G. crinale. 24. Variacion del peso himedo (g) (media £ DE) en
funcidn de los diferentes estimulantes utilizados y de los periodos de cultivo. 25. Variacion del peso himedo (g)
(media = DE) en funcion del estimulante individual (PES) y las combinaciones utilizadas a lo largo de las
semanas de cultivo. Las letras sobre las barras indican los resultados del test de Tukey; letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

B

Figura 26. Vista general de G. crinale. A) Talos enteros suplementados con PES A durante la primera semana
de cultivo. B) Porciones apicales enriquecidas con PES + ALN en la tercera semana. C) Porcion estolonifera con
desarrollo de ramas jovenes, producidas con el estimulo de PES + BIO en la tercera semana de cultivo.

3.2. Evaluacion del crecimiento bajo aumento de concentraciones de estimulantes

3.2.1. EnG. carolinianum
3.2.1.1. En talos enteros

Al comparar los pesos himedos obtenidos con la aplicacién de los estimulantes en ambas
concentraciones, se obtuvieron diferencias significativas tanto entre tratamientos como entre periodos
de cultivo (F4s14=2,25, p=0,0094). Los valores mas altos de peso humedo se obtuvieron con el uso de
BIO al 1% (A) durante la tercera y cuarta semana de cultivo (Fig. 27).

En relacion con las TCD, se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos
y entre periodos de cultivo (y?=52,46, p=0,0004). Las mayores TCD se obtuvieron nuevamente con el
tratamiento de BIO A, en el segundo periodo de cultivo. No obstante, la aplicacion de BIO 1,5% (B)
resultd mas efectiva durante las dos primeras semanas, aunque su efecto no se mantuvo en las etapas
siguientes (Fig. 28). En conjunto, estos resultados indican que el incremento en la concentracion en los

estimulantes no promovid el crecimiento en los talos enteros de G. carolinianum.
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Figuras 27y 28. Talos enteros de G. carolinianum. 27. Variacion del peso himedo (g) (media + DE) en funcion
de los diferentes estimulantes bajo concentraciones Ay B a lo largo de las semanas de cultivo. 28. Variacion de
la TCD (% dia?) utilizando mismos factores. Las letras sobre las barras indican los resultados de los test de
Tukey; letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

3.2.1.2. En porciones apicales

Los pesos hiimedos presentaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
(Faas7=14; p<0,0001) y entre los periodos de cultivo (Fq4s2=11,19; p<0,0001), sin evidenciarse
interaccion entre ambos factores. EI mayor peso himedo se logré con la aplicacion de BIO a una
concentracion de 1,5% (B10 B) (Fig. 29), lo que indica que el incremento en la concentracion favorecid
al crecimiento de los apices, especialmente desde el inicio del experimento hasta la cuarta semana de
cultivo (Fig. 30).

Las TCD mostraron diferencias significativas tanto entre tratamientos como entre periodos de cultivo
(?=61,65; p<0,0001). Las mayores TCD se registraron con la aplicacion de BIO al 1%, durante las
primeras semanas y las dos siguientes etapas de cultivo. Asimismo, el tratamiento con PES B promovid
valores elevados de TCD en este mismo periodo, alcanzando las mayores TCD medias de 1,35%/dia
(Fig. 31).
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Figuras 29 - 31. Porciones apicales de G. carolinianum. 29. Variacién del peso himedo (g) (media + DE) en
funcion de los diferentes estimulantes bajo concentraciones A y B. 30. Variacion del peso himedo (g) (media
+ DE) en funcidn de las semanas de cultivo. 31. Variacion de la TCD (% dia™) utilizando mismos factores. Las
letras sobre las barras indican los resultados de los test de Tukey y Conover; letras diferentes indican diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05).

3.2.1.3. En porciones estoloniferas

En relacion con el peso himedo de estas porciones, se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos y entre los periodos de cultivo (F44,6=5,73; p<0,0001). Los valores
mas altos de peso humedo se registraron con la aplicacion de PES al 1% (PES A), asi como con PES al
2% (B) hacia el final del periodo experimental (Fig. 32). Estos resultados indican que el incremento en la
concentracion de PES permite mantener un crecimiento mas activo durante las etapas finales del cultivo.
Por su parte, las TCD mostraron diferencias significativas entre tratamientos como entre periodos de
cultivo (x?=20,31; p=0,0002). Las mayores TCD se obtuvieron con BIO B, aplicado a una concentracion
de 1.5%, durante las dos primeras semanas de cultivo. No obstante, el tratamiento con PES A, a una
concentracion del 1%, también promovié TCD positivas y se asocid con los valores mas elevados (Fig.
33).
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Figuras 32y 33. Porciones estoloniferas de G. carolinianum. 32: Variacion del peso himedo (g) (media + DE)
en funcidn de los diferentes estimulantes bajo concentraciones Ay B a lo largo de los periodos de cultivo. 33:
Variacion de la TCD (% dia™) en funcidn de los diferentes estimulantes utilizados y de los periodos de cultivo.
Las letras sobre las barras indican los resultados del test de Tukey y Conover; letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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3.2.2. EnG.crinale

3.2.2.1. En talos enteros

En el andlisis del peso humedo solo se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos (x?>=31,43; p<0,0001). Los valores méas altos se registraron con la aplicacion de ALN B,
asi como con los tratamientos PES Ay PES B (Fig. 34). No obstante, las TCD no mostraron diferencias
significativas ni entre tratamientos y periodos de cultivo (y*=12,18; p=0,3505). Sin embargo, en
términos de valores absolutos la maxima TCD media fue de 0,99%/dia, conseguida con BIO B.

3.2.2.2. Porciones apicales

El peso humedo de las porciones apicales presentd diferencias significativas entre los tratamientos
(x*=20,27; p=0,005), aunque no entre los periodos de cultivo. Los mayores valores de peso humedo se
obtuvieron con el tratamiento PES B (Fig. 35). En contraste, las TCD no mostraron diferencias
estadisticamente significativas ni entre tratamientos ni entre los periodos de cultivo (x*=16,26;
p=0,8441). Sin embargo, en términos de valor absoluto la maxima TCD media se registrd con el uso de

PES By alcanz6 un valor de 1,52%/dia.
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Figura 34y 35. Talos enteros y porciones apicales de G. crinale. 34. Variacion del peso humedo de los talos
entero (g) (media + DE) en funcidn de los diferentes estimulantes bajo concentraciones A y B. 35. Variacion
del peso himedo de las porciones apicales (g) (media £ DE) en funcién de los diferentes estimulantes bajo
concentraciones A y B. Las letras sobre las barras indican los resultados del test de Conover; letras diferentes
indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

3.2.2.3. Porciones estoloniferas

Los analisis revelaron diferencias estadisticamente significativas tanto entre los tratamientos Como
entre los periodos de cultivo (F(44,14=5,51; p<0,0001). La mayor biomasa de los estolones se obtuvo con
la aplicacion de BIO B. Este tratamiento promovié un crecimiento activo de los estolones,
particularmente desde la tercera semana y hasta el final del periodo experimental (Fig. 36). Por su parte,
las TCD mostraron diferencias significativas Ginicamente entre los periodos de cultivo (y?=6,7; p=0,035).
En general se registraron valores de TCD positivos y méas elevados hasta la cuarta semana de cultivo
(Fig. 37). En términos de valores absoluto, la maxima TCD media se registré con PES + BIO con un
valor de 1,71%/dia.
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Figuras 36 y 37. Porciones estoloniferas de G. crinale. 36: Variacion del peso himedo (g) (media + DE) en
funcion de los diferentes estimulantes bajo concentraciones A y B a lo largo de los periodos de cultivo. 37:
Variacion de la TCD (% dia) en funcién de los periodos de cultivo. Las letras sobre las barras indican los
resultados del test de Tukey y Conover; letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05).

3.3.  Evaluacion del crecimiento comparando G. carolinianum y G. crinale

3.3.1. Entalos enteros

El peso himedo de los talos enteros de ambas especies mostré diferencias entre los tratamientos (Fseo,

3=4,55; p=0,0045) y entre los periodos de cultivo (Fuseo, 2=7,89; p=0,0006), aunque sin interaccion

37

significativa entre ambos factores (Fueo, y=1,80; p=0,1048). Los mayores valores de peso humedo se

registraron en G. crinale empleando PES, mientras que los menores valores correspondieron a G.

carolinianum utilizando KEL y ALN. El uso de PES y de ALN favorecié un mejor crecimiento de talos

enteros en G. crinale, en cambio la aplicacion de KEL y BIO no gener6 un crecimiento diferencial en

los talos enteros en ninguna de las especies evaluadas (Fig. 38). Gelidium crinale mantuvo un

crecimiento activo durante todo el periodo de experimentacion, mientras que en G. carolinianum

claramente descendié hacia la quinta y sexta semana de cultivo (Fig. 39).
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Figuras 38 y 39. Talos enteros de G. carolinianum y G. crinale. 38: Variacion del peso himedo (g) (media +
DE) en funcidn de los diferentes estimulantes utilizados. 39: Variacion del peso himedo (g) (media = DE) en

funcidn de las diferentes semanas de cultivo. Las letras sobre las barras indican los resultados del test de Tukey,
letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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Las TCD variaron significativamente entre las especies, tratamientos y periodos de cultivo (y?=51,41;

p<0,0006). En G. carolinianum durante la tercera y cuarta semana suplementando con BIO se

consiguieron las mayores TCD, mientras que en G. crinale se consiguieron con el uso de PES y ALN en

el mismo periodo. (Fig. 40).
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Figura 40: En talos enteros de G. carolinianumy G. crinale. Variacion de la TCD (% dia™) entre tratamientos
y a lo largo de las semanas de cultivo. Las letras sobre las barras indican los resultados del test de Conover;
letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

3.3.2. Enporciones apicales

El peso humedo de las porciones apicales de ambas especies mostré diferencias entre los

tratamientos (Faeo, 3=20,32; p<0,0001) y entre los periodos de cultivo (Faeo, 2=7,25; p=0,0010), aunque

sin interaccion significativa entre ambos factores (Feo,6)=2,12; p=0,0545). Los mayores pesos humedos

se registraron en G. crinale empleando PES, mientras que los menores valores correspondieron a G.

carolinianum utilizando KEL y ALN. (Fig. 41). G. crinale mantuvo un crecimiento activo durante todo

el periodo de experimentacion, mientras que G. carolinianum claramente descendié hacia la quinta y

sexta semana de cultivo (Fig. 42).
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Figuras 41 y 42. Porciones apicales de G. carolinianum y G. crinale. 41: Variacion del peso himedo (g)
(media = DE) en funcion de los diferentes estimulantes utilizados. 42: Variacion del peso himedo (g) (media
+ DE) en funcion de las diferentes semanas de cultivo. Las letras sobre las barras indican los resultados del test
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de Tukey, letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Las TCD mostraron diferencias significativas entre las especies, tratamientos y periodos de cultivo
(*=37,83; p=0,0266). Las mayores TCD se lograron con G. carolinianum suplementado con BIO,
mientras que las mayores en G. crinale se lograron con el suplemento con KEL (Fig. 43).
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Figura 43: Porciones apicales de G. carolinianum y G. crinale. Variacién de la TCD (% dia™) entre
tratamientos y a lo largo de las semanas de cultivo. Las letras sobre las barras indican los resultados del test de
Conover; letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

3.3.3.  En porciones estoloniferas

Los pesos humedos entre especies presentaron diferencias significativas entre la interaccion de los
factores: especie, tratamiento y periodo de cultivo (x>=81,91; p<0,0001). El mayor peso se obtuvo en
Gelidium crinale, cuando los cultivos fueron enriquecidos con PES, particularmente entre la tercera y
cuarta semana (Fig. 44).

De manera similar, las TCD mostraron diferencias significativas en la interaccion (y?=43,51, p=0,006).
Las mayores TCD se registraron en G. crinale, durante las 2 primeras semanas en los tratamientos
suplementados con ALN y BIO, y durante la tercera y cuarta semana en los tratamientos con PES y KEL.
En el caso de G. carolinianum, las mayores TCD se observaron en las primeras 2 semanas de cultivo con
BIO, PESy ALN (Fig. 45).
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las barras indican los resultados del test de Conover, letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05).
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Figura 45: Porciones estoloniferas de G. carolinianum y G. crinale. Variacion de la TCD (% dia) entre
tratamientos y a lo largo de las semanas de cultivo. Las letras sobre las barras indican los resultados del test de
Conover; letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

3.4.

Caracterizacion de los organismos epifitos sobre el sustrato:

Sobre las fibras de las bolsas permeables (Fig. 46 A) se desarrollaron distintos biofilms, los cuales

presentaron una notable heterogeneidad en su composicion y estructura. Estos biofilms estuvieron

conformados por una diversidad de organismos epifitos y por matrices de sustancias poliméricas

extracelulares (EPS) cuya abundancia y organizacion variaron entre los diferentes tratamientos.

Un total de 10 taxones fueron identificados mediante el analisis microscopico (Tabla 2; Fig. 46),

entre los cuales predominaron cianobacterias (Fig. 46 B-D), bacterias heterétrofas (Fig. 46 J) y

diatomeas (Fig. 46 F-G), ademas de registrarse la presencia de talos jovenes de Ulva sp. (Fig. 46 H). La
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abundancia y la proporcidn de los distintos organismos variaron segin el tratamiento, lo que sugiere que

la composicion del biofilm estuvo influenciada por el tipo de estimulante empleado.

Tratamiento Abundancia

PES Escaso
Calothrix sp. KEL Muy abundante

PES+KEL Muy abundante

PES+EIO Escaso
Symploca sp. KEL Muy abundante

KEL Muy abundante
Aphanothece sp. BIO Muy abundante

PES+BIOD Muy abundante

PES+ALN Muy abundante
Grammatophora sp. BIC Escaso

PES+EIO Escaso

KEL Escaso
Achnanthes sp. PES Escaso

PES+ALN Muy abundante

BIO Muy abundante

PES Muy abundante
Ulva sp.

PES+BIO Escaso

PES+ALN Muy abundante

KEL Abundante
Vorticella sp. ALN Escaso

PES + KEL Escaso
Bacterias cocoides y KEL Escaso
bacilos PES+BIO Abundante

KEL Abundante
Bacterias vibrio PES+EBIO Escaso

PES+ ALN Escaso

KEL Abundante

BIO Escaso
— PES Muy abundante

PES + KEL Escaso

PES+BIO Muy abundante

PES+ALN Muy abundante

Tabla 2. Categorias de abundancia de los taxones identificados sobre los sustratos de cultivo en los distintos
tratamientos aplicados.

Entre los grupos identificados, las cianobacterias y las bacterias heterétrofas fueron los mas
representativos, mientras que las diatomeas, principalmente Grammatophora sp. y Achnanthes sp.,
fueron las més escasas. Los tratamientos enriquecidos con KEL y BIO + PES promovieron una mayor
diversidad y complejidad estructural de los biofilms, evidenciada por una mayor coexistencia de
taxones. En contraste, el tratamiento con ALN se asocié con una menor riqueza especifica y una
estructura mas simple. La macroalga Ulva sp. fue el Gnico taxén macroscépico identificado dentro de
los biofilms, observandose generalmente en alta abundancia en los cultivos tratados con PES + ALN,
BIO y PES, aunque estuvo ausente o en baja proporcion en los tratamientos con KEL.

Las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) constituyeron un componente estructural
fundamental de los biofilms. Estas matrices, de aspecto denso y complejo, se asociaron estrechamente con
la diversidad de organismos presentes. En particular, las EPS estuvieron principalmente relacionadas
con la actividad de bacterias heter6trofas y de las diatomeas, las cuales contribuyeron a la formacion y

cohesion de las biopeliculas. Segun su grado de asociacion con las células, se distinguieron dos tipos de
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EPS con caracteristicas diferenciadas: las EPS solubles (SI-EPS), débilmente unidas y liberadas al medio
circundante (Fig. 46 K), y las EPS unidas (bound-EPS) (Fig. 46 L), intimamente asociadas a las células
y responsables de conferir la estructura compacta y adherente de los biofilms.

La heterogeneidad observada en la composicién y estructura de los biofilms indica que los diferentes
estimulantes ejercen una influencia dual, afectando tanto el crecimiento del alga cultivada, como la

colonizacion y desarrollo de comunidades epifiticas.

Figura 46: Taxa identificados en los biofilms. A. Detalle de fibras del sustrato de cultivo. B. Filamentos de
Calothrix sp. en PES+KEL. C. Filamentos de Symploca sp. en KEL. D. Células cocoides de Aphanothece sp. en
PES+BIO (flechas). E. Individuos Vorticella sp, adherido a fibra del sustrato. F. Cadena de Grammatophora sp.
en PES+BIO. G. Individuos de Achnanthes sp. en PES (flechas). H. Filamentos de Ulva sp. en BIO. I. Detalle
de un individuo de Vorticella sp. en KEL. J. Vista de bacterias heterdtrofas cocoides, bacilos (flecha) y sustancias
poliméricas adheridas (EPS) (punta de flecha) sobre fibras. K. EPS solubles. L. EPS (punta de flecha) unidas a
un individuo de Grammatophora sp.
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4. Discusion

4.1. Cultivo de especies de Gelidium bajo condiciones de laboratorio

A pesar de su gran importancia econémica, especialmente en el area de la biotecnologia, el cultivo
de especies gelidioides ha sido escasamente estudiado. En general, las especies de algas agardfitas de
mayor tamano, se cultivan a partir de propagulos vegetativos, que se fijan a cuerdas en sistemas long-
line dispuestos en el mar. En cambio, aquellas especies de menor porte, como G. carolinianumy G.
crinale, se cultivan en tanques, empleando sistemas de suspensién libre (free-floating) o sustratos como
bolsas permeables, generalmente con agitacion continua para favorecer la circulacion de agua y una
distribucién homogénea de nutrientes. El cultivo en el mar no resulta factible durante todo el afio debido
a la fuerte accion del oleaje y a las fluctuaciones de la temperatura del agua, factores que afectan
negativamente en el crecimiento y el rendimiento anual de las algas. En contraste, el cultivo en tierra
(onshore) representa una alternativa prometedora y confiable, ya que permite mantener condiciones de
cultivo estables y controladas a lo largo del tiempo (Hafting et al., 2012; Suthar et al., 2019). Si bien se
han reportado diversos intentos de cultivo de especies del género Gelidium (Santelices, 1988; Santos &
Duarte, 1991; Melo, 1998; McHugh, 2003), ninguno ha logrado desarrollar una tecnologia
comercialmente exitosa (Friedlander, 2008). En este contexto, la metodologia propuesta en esta tesis
constituye una alternativa adicional para el cultivo de Gelidium, aungue requiere mayores estudios y

optimizacién para su futura implementacion a mayor escala.

4.2. Tasa de crecimiento de especies de Gelidium

La tasa de crecimiento diaria (TCD) de las macroalgas constituye uno de los pardmetros
fundamentales que determinan el éxito econdmico de su cultivo. En términos generales, tanto la tasa de
crecimiento, como la composicion quimica de las algas estan fuertemente influenciadas por variables
ambientales, tales como la temperatura del agua (Boulus et al., 2007), la salinidad (Macler, 1988; Reis
etal., 2011) y la concentracion de nutrientes en el medio de cultivo (Wijayanto et al., 2020). A pesar de
los esfuerzos realizados para optimizar las TCD en especies del género Gelidium, diversos autores
coinciden que este género agarofito se caracteriza por presentar TCD relativamente bajas (Santelices,
1988; Santos & Duarte, 1991; Melo, 1998; McHugh, 2003). En este contexto, la optimizacion de la
relacion entre el medio de cultivo y la biomasa algal, resulta un factor determinante para alcanzar
mayores TCD. Las TCD reportadas en este estudio se encuentran en concordancia con los valores
observados por Baghel et al. (2024) para Gelidium micropterum, donde una relacion entre 40-60 mg de
biomasa algal por 100 mL de agua enriquecida con medio PES, produjo una TCD media 0,69%. En el
presente trabajo, los talos enteros de G. carolinianum y G. crinale cultivados con una relacién de 50
mg@/100 mL presentaron TCD medias similares, de 1,60% y 0,99% respectivamente.

Las TCD méximas registradas en este estudio para los talos enteros mostraron diferencias

significativas entre las dos especies de Gelidium que crecen en Villa del Mar, alcanzando valores de
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8,01% para G. carolinianum y 3,61% para G. crinale. Estos valores se encuentran dentro de los rangos
previamente registrados para otras especies del género: 1,9% en G. corneum (Carmona et al., 1996),
1,05% en G. pusillum (Veeragurunathan et al., 2018), 3,6% en G. robustum (Pacheco-Ruiz & Zertuche-
Gonzalez et al., 1995), 7% en G. sclerophyllum (Rodriguez, 1996), 6,5% en G. crinale (Boulus et al.,
2007) y 6,7% en G. amansii (Shunzo, 1971), cultivadas en laboratorio, in situ o en tanques (outdoor).
Cabe destacar que la TCD méxima de G. carolinianum obtenida en este estudio fue superior a las
reportadas para otras especies del género y que no existen actualmente registros publicados sobre
cultivos experimentales de G. carolinianum.

En el caso de G. crinale, Boulus et al., (2007) reportaron previamente el efecto de la temperatura
sobre la TC semanal en sistemas de cultivo en tanques outdoor, sefialando que la temperatura constituye
el principal factor limitante estacional, con un efecto positivo sobre la tasa de crecimiento, pero negativo
sobre la concentracion de agar. En el presente trabajo, si bien los cultivos se realizaron bajo un mismo
régimen térmico en condiciones indoor, la composicién diferencial de los estimulantes empleados en el
medio de cultivo, mostré una marcada influencia sobre las TCD obtenidas para G. crinale.

Las condiciones de laboratorio establecidas en este estudio, para el cultivo de ambas especies resultan
coherentes con las utilizadas para otras especies del género. Por ejemplo, en G. capense, Bentley (2010)
reportd las mayores TCD bajo una temperatura de 15 °C, salinidad de 35 ppt, irradiancia media (80-100
umol m2 s') y un movimiento continuo de agua. En este trabajo, las condiciones experimentales
correspondieron a 18 °C, irradiancia de 80 umol m2 s7!, fotoperiodo de 12:12, salinidad de 34,8 ppty
aireacion continua. Otros autores han registrado TCD max. en un rango de irradiancia de 150-250 pE
m?s para talos enteros de G. coulteri (Mader & West, 1987) y para fragmentos de 2 a 3 cm de G.
pulchellum (Sousa-Pinto et al., 1996). En el presente estudio, las condiciones luminicas fueron
determinadas previamente durante la etapa de aclimatacién de los talos, en la que se evalud la capacidad
de las algas para mantener su viabilidad en el nuevo ambiente. La seleccion de una irradiancia moderada
(80 umol m™2 s7'), se basd tanto en antecedentes bibliograficos como en el habitat natural de las
poblaciones de Gelidium en Villa del Mar, donde las algas crecen entre sedimentos que se depositan
entre los talos, atenuando significativamente la luz incidente. Este fendbmeno de sedimentacion y
reduccién luminica podria constituir un factor ecol6gico determinante que explica la adaptacion de
ambas especies a ambientes de baja irradiancia y, en consecuencia, su favorable desempefio bajo
condiciones experimentales establecidas. En sintesis, las TCD obtenidas en este estudio se encuentran
dentro de los rangos previamente sefialados para diferentes especies de Gelidium. No obstante, se sugiere
que futuros estudios bajo diferentes condiciones de cultivo podrian permitir incrementar las tasas de

crecimiento alcanzadas y optimizar los parametros de cultivo para su aplicacion a mayor escala.

4.3. Estimulantes del crecimiento en Gelidium

Unos de los medios de enriquecimiento mas utilizados en el cultivo de macroalgas es el medio

Provasoli Enriched Seawater (PES). No obstante, su concentracién Optima para alcanzar el maximo
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crecimiento puede variar significativamente segun la especie (Yuniarti et al., 2018). En el presente
estudio se observo que el tratamiento PES B (20 ml/L de agua) resultd particularmente efectivo para
estimular el crecimiento de talos enteros y porciones apicales de G. crinale. Este fue el Gnico caso en el
que se evidencid una relacion dosis-dependiente, en la cual las concentraciones mas elevadas de PES
promovieron un mayor desarrollo de talos enteros y las porciones apicales de G. crinale. De manera
similar, Baghel et al., (2024) reportaron mayores TCD en G. micropterum cuando se utiliz6 una
concentracion de PES de 15 mL/L de agua, lo que sugiere que el requerimiento nutricional especifico
puede diferir entre las especies de Gelidium, incluso bajo condiciones de cultivo comparables.

El enriquecimiento de los cultivos de G. carolinianum y de G. crinale con bioestimulantes basados
en extractos macroalgales gener6 efectos diferenciados segun la especie, el tipo de estimulante y la
concentracion aplicada. Si bien en la bibliografia se han reportados humerosos estudios sobre el uso de
extractos macroalgales en distintas especies (Hurtado & Critchley, 2020), ain no existen antecedentes
publicados para el cultivo de especies de Gelidium con estos bioestimulantes.

El bioestimulante Kelpak, formulado a partir de extractos del alga parda Ecklonia maxima, ha sido
evaluado previamente en el cultivo de Ulva pertusa y de Gracilaria vermiculophylla, sin evidenciar
efectos significativos en la promocion del crecimiento (Robertson-Anderson et al., 2006). En
concordancia con dichos resultados, en el presente estudio Kelpak no promovio incrementos notables
en las TCD de ambas especies de Gelidium.

Por otro lado, los productos comerciales basado en extractos de Ascophyllum nodosum, disponibles
bajo distintas denominaciones como AMPEP o Alga nutrifol, entre otros, han sido evaluados en diversas
macroalgas, incluyendo las algas rojas Kappaphycus, Gracilaria y Eucheuma, la parda Saccharinay en
Ulva (Ali et al., 2018; Hurtado & Critchley, 2020). Estos estudios demostraron que tales extractos
mejoran la eficiencia de la propagacion asexual de esporas, reducen la incidencia de enfermedades como
“ice-ice”, y la presencia de epifitos y endofitos, ademas de promover el crecimiento en condiciones tanto
indoor como en el mar. En el presente trabajo, ALN result6 efectivo para ambas especies, G.
carolinianum y G. crinale. En particular, las porciones apicales de G. carolinianum respondieron
positivamente a la concentracion mas baja de ALN, mientras que los talos enteros de G. crinale
mostraron un crecimiento superior con la concentracién mas alta.

Las combinaciones de bioestimulantes con el estimulante formulado PES no siempre produjeron
incrementos adicionales en el crecimiento. Algunas asociaciones mostraron respuestas superiores
diferentes entre especies y tipos de fragmentos. En este sentido, la combinacién de PES + ALN fue
particularmente efectiva en los talos enteros y las porciones apicales de G. crinale. Estos resultados
sugieren que las posibles sinergias entre bioestimulantes naturales y medios formulados merecen una
exploracion més profunda, ajustando las concentraciones y proporciones para maximizar su efecto.

El empleo de extractos de macroalgas pardas, como Kelpak, AMPEP y Alganutrifol ha cobrado
creciente interés en la acuicultura debido a su composicion compleja de compuestos bioactivos
(fitohormonas naturales, carbohidratos solubles, minerales, aminoacidos y compuestos fendlicos), los

cuales actan de manera sinérgica sobre los procesos fisioldgicos de las macroalgas cultivadas. Estos
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extractos pueden incrementar la TCD, tanto en longitud como en biomasa, debido a la presencia de
auxinas, citoquininas y giberelinas, que estimulan la division y elongacién celular. Ademas, aportan
nutrientes secundarios y oligoelementos, como hierro, manganeso y zinc, que suelen ser limitantes en
sistemas de cultivo, especialmente en aguas oligotréficas. Por ello, su utilizacién podria reducir la
dependencia de fertilizantes quimicos, contribuyendo al desarrollo de sistemas de cultivo mas
sostenibles (Hurtado & Critchley, 2020).

El estrés ambiental provocado por variaciones en salinidad, temperatura y radiacion, representa un
desafio constante en los cultivos de macroalgas, tanto in situ como en condiciones controladas. Se ha
demostrado que el tratamiento con extractos de macroalgas pardas incrementa la tolerancia al estrés
oxidativo, posiblemente debido a la presencia de polifenoles y fucoidanos, los cuales actian como
antioxidantes y estabilizadores de membranas celulares, favoreciendo una mayor supervivencia bajo
condiciones desfavorables (Hurtado & Critchley, 2020).

El bioestimulante nacional BIO, formulado a partir de extractos de Macrocystis pyrifera, arrojo
resultados alentadores. Este producto no habia sido previamente evaluado en macroalgas, limitandose
su aplicacion a cultivos de plantas vasculares. En los talos enteros de G. carolinianum, la concentracion
mas baja de BIO promovié el crecimiento, mientras que su combinacion con PES y concentraciones
mas elevadas favorecieron el desarrollo de las porciones apicales de la misma especie. En G. crinale,
las concentraciones altas de BIO y su mezcla con PES estimularon la generacion de biomasa en las
porciones estoloniferas. Estos resultados resaltan el potencial del bioestimulante nacional, que demostrd
eficacia comparable a productos internacionales, sugiriendo que los extractos de M. pyrifera
provenientes de las costas patagdnicas son una alternativa competitiva y sostenible.

En conjunto, los resultados aqui presentados evidencian la eficacia de los extractos macroalgales
como bioestimulantes en el cultivo de G. carolinianum y G. crinale, destacando su potencial para

optimizar el crecimiento bajo condiciones controladas de laboratorio.

4.4, Evaluacion general del método de cultivo en Gelidium

El sistema de cultivo en bolsas permeables implementado en la presente tesis de grado, constituye
un método novedoso y eficaz para el cultivo de macroalgas. Sin embargo, su aplicacion adn es limitada
y no ha sido ampliamente adoptada para un gran nimero de especies macroalgales. En el caso particular
del género Gelidium, existen pocos antecedentes documentados sobre su empleo. En G. pristoides, Aken
et al. (1993) evaluaron este método utilizando bolsas de malla sintética suspendidas en sistemas long-
line, posicionadas tanto en la superficie como a un metro de profundidad, durante un periodo
experimental de 5 a 8 semanas. Los resultados mostraron que el crecimiento vegetativo fue 6ptimo
durante las dos primeras semanas, alcanzando casi la duplicacion de la biomasa inicial, pero a partir de
la tercera semana el crecimiento se detuvo progresivamente. Esta reduccion fue atribuida a la
acumulacién de sedimentos dentro de las bolsas, al bloqueo luminico causado por detritos y organismos

fouling, y a la disminucién de la circulacion de agua debido a obstruccion parcial de la malla (Aken et
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al., 1993). Un comportamiento similar en la dinamica de crecimiento fue observado en el presente
estudio. En términos generales, G. carolinianum solo pudo mantenerse en cultivo durante 4 semanas,
mientras que a G. crinale, bajo determinadas condiciones nutricionales, logré sostener su crecimiento
hasta las seis semanas de experimentacion.

Para escalar el cultivo de especies del género Gelidium en el mar utilizando mallas permeables, seria
necesario ajustar diversos parametros técnicos, especialmente los relacionados con el tamafio de apertura
de malla, a fin de optimizar el flujo de agua y minimizar la sedimentacion. Asimismo, deberia
seleccionarse cuidadosamente el sitio de cultivo, zonas con corrientes moderadas que reduzcan la
acumulacién de sedimentos, e implementarse protocolos de mantenimiento que incluyan limpiezas
periddicas o recambios de bolsas para evitar la obstruccion causada por organismos fouling. EI empleo
de sustratos permeables presenta ventajas operativas significativas, ya que proporciona protecciéon frente
al oleaje y la herbivoria por macroinvertebrados, al tiempo que facilita el manejo y control del material
cultivado. Por lo tanto, este método representa una alternativa prometedora para el cultivo experimental
y potencial escalamiento productivo de especies del género Gelidium, aunque requiere ajustes técnicos

adicionales y evaluaciones a largo plazo para su consolidacion como una tecnologia de cultivo.

4.5. Presencia de epibiontes en las bolsas permeables

Diversos autores han sefialado que uno de los principales inconvenientes en el cultivo de Gelidium
particularmente en sistemas de tipo free floating, es el desarrollo de los epifitos sobre la biomasa algal
(Kuschel & Buschmann, 1991, Friedlander, 1992). Si bien los cultivos suelen iniciarse a partir de talos
cuidadosamente seleccionados y libres de epifitos y, en muchos casos se aplican tratamientos
preventivos, como el cepillado minucioso de la superficie algal o el uso de hipoclorito de sodio y diéxido
de germanio para controlar la proliferacion de diatomeas, el establecimiento de comunidades epifiticas
continuda siendo una limitante critica. La presencia de epifitos ocasiona reducciones significativas en las
TCD de las especies, principalmente debido a efectos competitivos. Estos organismos pueden obstruir
la incidencia luminica sobre la superficie de los talos, limitando la fotosintesis y, ademas, competir por
los nutrientes disponibles, dado su caracter oportunista y su rapido crecimiento (Bidwell et al., 1985).

En este sentido, Koller (2020) observo que, incluso tras implementar diversas estrategias de control
epifitico en sistemas free floating de Gelidium sp., se produjo una colonizacién recurrente de micro y
macroalgas filamentosas y laminares sobre los talos. En su estudio, Koller (2020) reportd una elevada
abundancia de diatomeas epifiticas y cianobacterias, destacAndose los géneros Gyrosigma, Navicula y
Nitzschia, asi como la proliferacion de Ulva, Ectocarpus y Acrochaetium, las cuales fueron identificadas
como las mas problemaéticas por su alta capacidad de cobertura y competencia.

El uso de sustratos permeables en el cultivo representa una ventaja relativa frente al desarrollo de la
carga epifitica, ya que, aunque no constituye un método preventivo, la colonizacion epifitica tiende a
concentrarse sobre la superficie de las bolsas mas que sobre los talos de Gelidium. Este fenémeno pudo

evidenciarse en el presente trabajo, donde hacia el final del periodo experimental se observé un marcado
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desarrollo de diferentes epibiontes, especialmente diatomeas, cianobacterias, bacterias heterotréficas y
abundantes EPS secretados por los microorganismos asociados. Aunque en este estudio no se
cuantificaron los efectos especificos de la carga epifitica sobre el crecimiento de las macroalgas, resulta
fundamental que investigaciones futuras aborden este aspecto de manera mas sistematica, a fin de
comprender en mayor detalle la dindmica y el impacto ecoldgico de las comunidades epibidnticas en
cultivos de Gelidium. Aun cuando las bolsas permeables contribuyen a reducir la colonizacion directa
sobre los talos, la formacion de biopeliculas en la superficie del sustrato constituye un factor relevante
que se debe considerar, ya que su control representa uno de los principales desafios para la

implementacion a una escala mayor de este tipo de sistema de cultivo.
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5. Conclusiones

e EIl empleo del método de bolsas permeables resultd adecuado para el cultivo de talos enteros,
porciones apicales y estoloniferas de Gelidium crinale y G. carolinianum.

— Estatécnica constituye una alternativa viable para el desarrollo experimental de talos gelidioides

en condiciones controladas, ofreciendo ventajas practicas frente a los sistemas tradicionales de

cultivo free-floating.

e Los distintos estimulantes, tanto naturales como quimicos, asi como sus combinaciones y
variaciones en concentracion, ejercieron efectos diferenciales sobre el incremento de biomasa en ambas
especies.

— El suplemento con el bioestimulante BIO A a baja concentracion, basado en extractos de M.
pyrifera, favoreci6 el aumento de biomasa en los talos de G. carolinianum. En las porciones
apicales, los tratamientos con los bioestimulantes ALN A, BIO B y la combinacion de PES +
BIO resultaron los mas efectivos, siendo esta Ultima combinacion también efectiva para la
generacién de nueva biomasa en las secciones estoloniferas.

— En G. crinale, los talos enteros respondieron positivamente al estimulo de PES (en ambas
concentraciones), ALN a la concentracion mas elevada, y las combinaciones de PES + ALN y
PES + BIO. En las porciones apicales, el PES mas concentrado y su combinacion con ALN
promovieron un mayor incremento de biomasa himeda. Los estolones, al igual que en G.

carolinianum, respondieron favorablemente a PES + BIO y al estimulo individual de BIO B.

o Lastasas de crecimiento diario (TCD) fueron variables, registrandose valores de 0,99 a 1,71 %/dia,
segun la especie y tratamiento aplicado.
— Los talos enteros de G. carolinianum presentaron mayores TCD medias (1,60%/dia) respecto a
los de G. crinale (0,99%/dia), bajo el estimulo de PES + BIO.
— Las porciones apicales de G. crinale mostraron mayores TCD medias (1,52%/dia) en
comparacion a G. carolininuam (1,21%/dia), en cultivos enriquecidos con PES B.
— Los estolones de G. carolinincum alcanzaron una TCD media (2,97%/dia) especto a los de G.

crinale (1,71%/dia), cuando fueron estimulados con PES + BIO.

e Engeneral, las mayores TCD medias se registraron en el segundo periodo de cultivo (terceray cuarta
semana), independientemente de la especie analizada.
e El mantenimiento del cultivo dependié de la especie.
— G. crinale logr6 mantenerse en crecimiento activo durante todo el periodo experimental,
mientras que G. caroliniaum mostré una marcada disminucién de biomasa al finalizar la cuarta

semana de cultivo.
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e Sobre los sustratos permeables utilizados se observo el desarrollo de una comunidad epibiontica
compuesta por diferentes organismos, cuya composicion varié en funcion del tratamiento empleado.

— Eluso de KEL y PES + BIO favorecio al desarrollo del consorcio epibiontico.

En conjunto, los resultados evidencian que los estimulantes naturales pueden ser tan efectivos como
los formulados, representando una alternativa prometedora para mejorar la productividad y
sostenibilidad de los sistemas de cultivo de especies gelidioides. Dadas las bajas tasas de crecimiento
registradas, resulta especialmente relevante continuar investigando estrategias que optimicen el cultivo

y permitan aprovechar de manera sustentable este recurso valioso presente en nuestras costas.

En este sentido, esta tesis de grado aporta informacion relevante sobre el comportamiento de dos
especies de Gelidium en condiciones controladas, y establece bases para futuras investigaciones
orientadas a optimizar el uso de bioestimulantes naturales, reducir la carga epifitica y avanzar hacia un

cultivo sostenible y escalable de macroalgas agarofitas del sudeste de la provincia de Buenos Aires.
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