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RESUM

Els augments constants de nutrients a les costes catalanes, degut al creixement demografic i les
activitats de la industria, han causat I'eutrofitzacio d’aigles litorals i ecosistemes intermareals,
provocant que diversos grups de macroalgues hagin disminuit o fins i tot desaparegut per la poca
resisténcia a aquests nutrients, concretament els nitrats. Per contra, es coneix que la familia
Bangiaceae de I'ordre Bangiales, és tolerant als ambients que contenen gran carrega de nutrients
i per aguest motiu es consideren bioindicadores d’aquests llocs. L’'objectiu d’aquest estudi ha
estat avaluar, en condicions artificials al laboratori, la resposta de dues Bangials laminars,
Pyropia elongata i Neothemis ballesterosii, enfront diferents concentracions de nitrats (3 pmol/L
i 30 umol/L de NO3), per observar possibles efectes en la seva supervivéncia i creixement,
produits durant el seguiment de la fase gametofitica (lamina) i la fase microscopica
(Conchocelis), respectivament. Els resultats han deixat veure que la fase laminar de P. elongata
mostra diferéncies significatives en relacié a I'efecte dels nitrats i que pot sobreviure en altes
concentracions (30 umol/L de NOs). Per contra, els individus de les lamines de N. ballesterosii,
s’han mostrat indiferents a la concentracié de nitrats del cultiu, perd han evidenciat més
resisténcia a altes concentracions de nitrats que P. elongata. La fase microscopica (Conchocelis)
de les dues espeécies s’ha vist afectada positivament en medis més carregats de nitrats,
aconseguint un creixement més elevat a N. ballesterosii. Tot i que les dues espécies gaudeixen
d’'una important resisténcia a medis contaminats, N. ballesterosii, presenta major adaptabilitat a
ambients eutrofitzats. Es proposa, degut a la seva gran resisténcia i a la seva capacitat d’eliminar
nitrats, la utilitzacié, mitjangant el cultiu d’aquestes espécies de la Costa Brava, en aiglies
eutrofitzades i I'estudi de les seves propietats organoléptiques per confirmar la seva viabilitat

comercial en cultius d’aquicultura multitrofica integrada.



RESUMEN

Los constantes aumentos de nutrientes en las costas catalanas, debido al crecimiento
demografico y a las actividades de la industria, han causado la eutrofizacién de aguas litorales y
ecosistemas intermareales, provocando que diversos grupos de macroalgas hayan disminuido o
incluso desaparecido, por la poca resistencia a estos nutrientes, concretamente, los nitratos. Por
el contrario, se conoce que la familia Bangiaceae del orden Bangiales, es tolerante a los
ambientes que contienen gran carga de nutrientes, por lo que se consideran bioindicadores de
estos sitios. El objetivo de este estudio ha sido evaluar, en condiciones artificiales en el
laboratorio, la respuesta de dos Bangiales laminares, Pyropia elongata y Neothemis ballesterosii,
en diferentes concentraciones de nitratos (3 umol/L i 30 umol/L), para observar posibles efectos
en la supervivencia y el crecimiento, producidos durante el seguimiento de la fase gametofitica
(lamina) y la fase microscépica (Conchocelis), respectivamente. Los resultados han dejado ver
que la fase laminar de P. elongata, muestra diferencias significativas en cuanto al efecto de los
nitratos y sobrevive en altas concentraciones (30 umol/L de NO3). Contrariamente, los individuos
de las laminas de N. ballesterosii, se han mostrado indiferentes a las concentraciones de nitratos
del cultivo, pero han evidenciado mas resistencia a altas concentraciones de nitratos que P.
elongata. La fase microscépica (Conchocelis) de las dos especies, se ha visto afectada
positivamente en medios mas cargados de nitratos, consiguiendo un crecimiento mas elevado
en N. ballesterosii. Aunque las dos especies posean una importante resistencia a medios
contaminados, N. ballesterosii, presenta mayor adaptabilidad a ambientes eutrofizados. Con
esto, se propone, debido a su gran resistencia y a su capacidad para consumir nitratos, la
utilizacion mediante el cultivo de estas especies de la Costa Brava, en aguas eutrofizadas. Como
también, el estudio de sus propiedades organolépticas para la confirmacién de la viabilidad de

su cultivo comercial en cultivos de acuicultura multitréfica integrada.



ABSTRACT

The constant increases in nutrients on the Catalan coasts, due to the population growth and
industrial activities, have caused the eutrophication of coastal waters and intertidal ecosystems,
causing various macroalgae groups to have diminished or even disappeared due to their low
resistance to these nutrients, specifically nitrates. On the contrary, it is known that the Bangiaceae
family of the Bangiales order, is tolerant to environments that contain a large load of nutrients,
and for this reason, they are considered bioindicators of these sites. The objective of this study
has been to evaluate, in artificial conditions in the laboratory, the response of two bladed
Bangiales, Pyropia elongata and Neothemis ballesterosii, in different nitrates concentration (3
pmol /L and 30 ymol /L), to observe possible effects on their survival and growth, produced during
the monitoring of the gametophytic phase (blade) and the microscopic phase (Conchocelis),
respectively. The results, have shown that the laminar phase of P. elongata shows significant
differences to the effect of nitrates and survives in high concentrations (30 umol /L of NO3). By
contrast, the blades of N. ballesterosii, have been indifferent to the nitrate concentration of the
culture, but have shown more resistance to high nitrates concentrations than P. elongata. The
microscopic phase (Conchocelis) of the two species has been positively affected in mediums with
30 pmol/L of NOs, achieving a higher growth rate for N. ballesterosii. Although the two species
have an important resistance to contaminated mediums, N. ballesterosii, has greater adaptability
to eutrophicated environments. It has been proposed, due to its great resistance and the ability
to consume nitrates, the use by cultivating these species, from Costa Brava, in eutrophic waters
and the study of its organoleptic properties to confirm its commercial viability in integrated

multitrophic aquaculture crops.
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1. INTRODUCCIO

La costa catalana, rectilinia en gran mesura i amb una longitud que sobrepassa els 500
kilometres (Gelonch, 1990), alberga ecosistemes uUnics a les franges mediolitorals rocoses
modelades per I'energia de les onades del propi Mediterrani, creant un ambient dinamicament

propici pel creixement i desenvolupament de macroalgues.

El mar sempre ha sigut un recurs explotat, fet que ha produit I'increment de la poblacio litoral,
convertint-se en un punt estrategic, on es situa la industria, I'activitat pesquera, el transport,
I'activitat comercial o el turisme. Es justament per aquest increment demografic, industrial i
agricola, que s’ha vist agreujada la contaminacié de les platges i mars. Els efluents provinents
d’'aquestes activitats massificades provoquen I'eutrofitzacié de les aiglies amb I'abocament de
diferents contaminants i nutrients (Diaz et al.,, 2010), entre els quals es troben els nitrats.
Aquestes aiglies sbn nocives per la gran majoria d’algues, tot i que les algues vermelles,
concretament I'ordre Bangiales, és capa¢ de desenvolupar-se en aquests medis, ja que sempre

ha estat associat a ambients eutrofitzats (Cabral E. et al., 2002).

L’ordre Bangiales és un grup d’algues vermelles multicel-lulars de la familia de les bangioficies
(Hwan, 2006). El cicle reproductiu d’aquest grup presenta alternanga heteromorfica de dues
generacions, la fase gametofitica (lamina) i la fase Conchocelis (esporofit microscopic) (Figura
1), que té lloc en individus monoics i /o dioics (Romo & Paula, 1995). Les seves poblacions es
situen a la zona intermareal i habiten en zones rocoses. Concretament, a la costa catalana es
troba Pyropia elongata (Kylin) Neefus & Brodie (2011) i Neothemis ballesterosii Vergés &
Sanchez (2015), dues especies de bangials que consten d'un tal-lus foliés d’'una cél-lula
d’espessor i plana. Les lamines creixen des d’un petit disc adhesiu que, en la natura, serveix per
adherir-se a les roques. El tal-lus que s’observa durant la fase haploide, es pot reproduir per la
formacio de concospores creades asexualment. Els gametes femenins i masculins sén formats
en el tal-lus. Els gametes femenins son fertilitzats, quan encara es troben al tal-lus, pels gametes
immobils masculins previament alliberats, creant zigotdspores que posteriorment donen inici a la

fase Conchocelis (Acuia & Espinoza, 2014).
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Figura 1: Cicle de vida de Porphyra/Pyropia/Neothemis. 1) Gametofit o lamina de l'alga. 2) Després de la
fecundaci6, es creen zigotospores que es deixen anar i es fixen habitualment sobre /a closca d’'un mol-lusc 3)
Origen i desenvolupament de la fase Conchocelis sobre la closca d’un mol-lusc. 4) Creacié de concosporangis
amb concospores. Les espores es deixen anar, per fixar-se al substrat i desenvolupar de nou la lamina del
gametofit. Font: presentacio de Fidalgo M., 2016.

Referent a la distribucio, P. elongata es troba a I’hemisferi Nord, concretament a Europa (Suécia,
llles Balears, Gran Bretanya i Espanya, peninsula i llles Canaries), a I'Atlantic Occidental, a
Ameérica del Nord (Conecticut, Florida, Georgia, Carolina del Nord, Rhode Island, Carolina del
Sud i Texas) i a les llles Atlantiques (Faroe Islands) (Guiry & Guiry, 2019). En canvi N.

ballesterosii només s’ha descrit al litoral catala, concretament a la Costa Brava.

Les Bangials laminars requereixen una disponibilitat constant de nutrients per tenir un creixement
optim (Chen, B. & Zou, D., 2016). Aquestes algues, al ser extremadament eficients per
I'eliminacié de nutrients, poden utilitzar-se per les seves propietats bioremediadores, per tant pot
ser una aposta excel-lent per I'aquicultura multitrofica integrada, practica en la que els desfets
d’'una espécie son reciclats per convertir-se en aportacions per un altre organisme (Chopin,
2001). La seva recol-leccié constant permet I'eliminacié continua de quantitats significatives de

nutrients en aigues costaneres (Chopin, 1999).

En aquest estudi, es pretén valorar I'efecte dels nitrats sobre les dues espécies anomenades
amb anterioritat, P. elongata i N. ballesterosii, en concret es vol estudiar I'efecte en la
supervivencia i creixement de la seva fase gametofitica i del a fase Conchocelis. Aixi, una vegada
conegut el seu comportament en altes concentracions de nitrats, es podria visualitzar el seu Us

futur per la bioremediacié d’aigles litorals eutrofitzades.



2. OBJECTIUS

2.1. Objectiu general

Determinar I'efecte de diferents concentracions de nitrats, mantenint constants els factors de

temperatura, irradiancia i fotoperiode, sobre el creixement de la fase Conchocelis i sobre les

lamines de dues espécies de Bangials, de la costa catalana, Pyropia elongata i Neothemis

ballesterosii.

2.2. Objectiu especific

L)

L)

Analitzar diferéncies en la supervivéncia de les lamines de Pyropia elongata i Neothemis

balllesterosii, en dues concentracions de nitrats definides (3 umol/L i 30 pumol/L).

Analitzar la diferéncia en el creixement de la fase Conchocelis per P. elongata i N.
ballesterosii, en dues concentracions de nitrats definides (3 pmol/L i 30 pmol/L).

Confirmar si P. elongata i N. Ballesterosii poden utilitzar-se com a espécies bioindicadores
d’ambients rics en nitrats, i també valorar per a un possible s com a bidfiltradores en

aigles contaminades per nitrats.

3. OBJECTIVES

3.1. Main goal

Determine the effect of different nitrates concentration, maintaining constant the temperature,

irradiance and photoperiod factors, on the growth of the Conchocelis phase and on the blade of

two species of Bangiales, from the Catalan coast, Pyropia elongata and Neothemis ballesterosii.

3.2. Other objectives

L)

Analyze differences in the survival of the P. elongata and N. balllesterosii, in two nitrates
concentration (3 pmol/L and 30 ymol/L).

Analyze the difference in the growth of the Conchocelis phase, for P. elongata and N.

ballesterosii, in two nitrates concentration (3 umol/L and 30 ymol/L).
The use, as bioindicator, of P. elongata and N. ballesterosii.

To confirm if P. elongata and N. Ballesterosii, can be used as bioindicator species of
nitrate-rich environments, and also evaluate for a possible use as biofilters, in water

contaminated by nitrates.



4. MATERIALS | METODES

Per comencar aquest estudi, s’ha realitzat la recol-leccié de dues espécies d’algues vermelles
(Pyropia elongata i Neothemis ballesterosii) de la familia Bangiaceae. En primer lloc, els
exemplars de P. elongata s’han recol-lectats d’'una formacio rocosa, de mida reduida, situada al
mig de la platja de San Antoni de Calonge, a la badia de Palamdés (508730.0, 4632727.0) (Figura
2). Les mostres es van obtenir el 31 de gener de 2019. En segon lloc, s’han recol-lectar exemplars
de N. ballesterosii d’'una formacié rocosa ubicada a Cala Medusa, Port de la Selva (515352.0,

4688395.0) (Figura 3). Aquest mostreig es va duu a terme el 20 de febrer de 2019.
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Figura 2 i 3: ortofotomapa superior: lloc de recol-lecci6 de Pyropia elongata, Sant Antoni de Calonge.
Ortofotomapa inferior: lloc de recol-leccié de Neothemis ballesterosii, Port de la Selva. La creu vermella marca
el punt on s’ha fet el mostreig. Escala a la part inferior esquerra de les figures. Font: ICGC-Vissir3.

En els dos casos, els exemplars recol-lectats, s’han guardat en dues bosses hermétiques de
plastic per ser transportades. Un cop al laboratori les dues mostres de cada espécie s’han desat

en diferents condicions:

« Per a l'estudi de les lamines: es conserva a l'incubador a 12°C, en foscor, per alentir el

metabolisme i millorar la seva conservacio.



& Peralestudide lafase microscopica: es guarda al frigorific a 4°C, en foscor, per estimular

I'alliberament de zigotospores per la fase Conchocelis.

4.1. Preparacid dels medis de cultiu

El medi de cultiu control s’ha format per aigua de mar esterilitzada enriquida amb el medi Von
Stoch i modificat per Guiry and Cuningham (Guiry & Cunningham, 1984). S’ha addicionat una
petita quantitat de GeO. (dioxid de germani) per evitar la proliferacié de diatomees. En aquest

medi de cultiu control s’han afegit diferents concentracions de nitrats.

A part del medi de cultiu del control, per dur a terme I'estudi també ha sigut necessaria la

preparacio de medis amb diferents concentracions de nitrats:
&% Medi NO3: 3 umol/L
& Medi NO3 x 10: 30 umol/L

Per tant, en total 'estudi s’ha fet amb 3 concentracions de nitrats diferents, les quals han sigut

utilitzades en la fase macroscopica i microscopica de I'experiment.

4.2. Preparacio del cultiu in vitro per la fase macroscopica

4.2.1. Preparaci6 del material

El material utilitzat per dur a terme el cultiu de les lamines, per cadascuna de les espécies, han

sigut 9 recipients de plastic:
« 3 recipients pel control
« 3 recipients pel NO3
« 3 recipients pel NO3 x 10

En total, comptant les dues espécies, es s’han utilitzat un total de 18 recipients, les dimensions

dels quals eren 14,5 centimetres d’altura i 9,95 centimetres de diametre.
4.2.2. Selecci6 de les lamines
Seleccio de les lamines de Pyropia elongata:

S’han seleccionat 27 lamines joves (d’entre 7 i 9 centimetres de llargada) (Figura 3). Per tant, en
cada medi (control, NOsi NO3 x 10) han constat 3 repliques i en cada replica 3 exemplars, en

total 9 lamines.



Selecci6 de les [amines de Neothemis ballesterosii:

S’han seleccionat 27 lamines joves (d’entre 7 i 12 centimetres de llarg) (Figura 4). Per tant, en
cada tipus de medi (control, NOsi NO3x 10) han hagut 3 répliques i en cada réplica 3 exemplars,
en total 9 lamines per cada concentracio de nitrats. Un cop les lamines s’han col-locat dins dels

recipients, aquests s’han portar a I'incubador.
En ambdds casos s’han seleccionar lamines joves.
4.2.3. Preparacio del cultiu

Una vegada enllestit el material i les lamines, s’ha procedit a preparar el cultiu, aquest s’ha fet
d’'igual manera per a les dues espécies. S’han agafat els 9 cubells i s’han emplenat amb el medi
pertinent: 3 amb el medi control, 3 amb el medi NO3zi 3 amb el medi NOs; x 10. Seguidament,
s’han introduit, en grups de 3, lamines de la mateixa mida en cadascun del 9 recipients, de
manera que el cultiu ha quedat de la forma que s’observa en la figura 5 (per Pyropia elongata) i
en la figura 6 (per Neothemis ballesterosii).

Figura 5: preparacio final de P. elongata. Figura 6: preparacio final de N. ballesterosii

Un cop llestos, els 2 cultius s’han introduit als incubadors.



4.3. Preparacio del cultiu in vitro per la fase microscopica

4.3.1. Preparaci6 del material

El material utilitzat per cada espécie ha sigut (Figures 7 i 8):
« 3 caixes de plastic rectangulars de 26,5 cm x 11 cm
% 9 caixetes de plastic quadrades de 5 cm x 5 cm
& 27 portaobjectes de vidre de 2,6 cm x 7,6 cm

Per comencar, a cada caixeta quadrada, s’han col-locat 3 portaobjectes, omplint tota la superficie
i servint aixi de substrat artificial per 'adheréncia de les zigotdspores de la fase Conchocelis.

Seguidament, dins de cada caixa de plastic rectangular, s’han col-locat 3 de les caixetes

guadrades que contenen els portaobjectes, formant 3 repliques per cada concentracio de nitrats.

Figures 7 i 8: figura superior: material llest per el cultiu. Figura inferior: mateixa figura que l'anterior pero
diferenciant el material per colors. Verd: portaobjectes; Vermell: caixetes de 5 cm x 5 cm; Blau: caixa de 26,5
cm x11 cm.



4.3.2. Obtencio de les zigotospores
Selecci6 de les lamines de Pyropia elongata:

S’han seleccionat exemplars que es mostressin fertils, en aquest cas, que es poguessin observar
a simple vista els sorus masculins, allargats i blanquinosos, i la part femenina fértil, amb una
tonalitat rogenca (Figura 9). La part fértil de les mostres d’aquesta espécie es troba en la part

apical d’'un mateix exemplar, ja que és una espécie monoica.
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Figura 9: seccio fertil d’'una lamina de P. elongata on es mostren els sorus masculins (blancs i allargats) i la part

femenina fertil, d’un to més rogenc.
Seleccié de les lamines de Neothemis ballesterosii:

S’han seleccionat individus femenins fértils, ja que aquesta espécie és dioica. Per identificar
exemplars fértils s’observa la part marginal de I'alga, que ha de mostrar una tonalitat més rogenca

amb comparacio a la resta de teixit (Figura 10).

Figura 10: es mostra un exemplar de N. ballesterosii on s'observa el to més rogenc de la seva part marginal,
sent aquesta la part fertil.

4.3.3. Preparacio del cultiu
Per les dues espécies s’ha seguit el mateix procediment. Una vegada seleccionats els exemplars

més fertils es procedeix a retallar, amb una fulla afilada, aproximadament 0,5 cm? de teixit fértil

(Figura 11). Posteriorment, un cop s’han obtingut els fragments tallats, s’ha procedit a col-locar



de 6 a 9 fragments als portaobjectes, dins dels recipients de 5 cm x 5 cm, de cadascuna de les

3 repliques per cada concentracio de nitrats (Figura 12).

Figura 11: fragments de Neothemis ballesterosii Figura 12: fragments de Neothemis
ballesterosi disposats als portaobjectes.

Els exemplars, de cada espécie, als quals se’ls hi han tallat les parts fértils, han sigut utilitzades

per fer els respectius plecs.

Els recipients rectangulars de 26,5 cm x 11 cm es s’han omplert tots amb el medi control,
independentment de la concentracié de nitrats que se li apliqués posteriorment, perqué deixessin

anar les zigotospores en les mateixes condicions.

Un cop tot llest, s’han portat els cultius a I'incubador, per deixar reposar un minim de 48 hores
per tal d’afavorir 'esporulacié sobre els portaobjectes i a partir d’'aqui ja s’ha pogut canviar el

medi control pels medis de NO3zi NOsx 10.
4.4, Incubacié

La incubacio del cultius s’ha realitzat en incubadors (marca: Radiber, S.A., model: Ger-500), que
contenen 6 fluorescents col-locats a la part interior de la porta i 5 prestatges disposats a diferents
nivells. Per les dues fases, d’'ambdues espécies, els incubadors han estat fixats amb les mateixes

condicions de temperatura, intensitat luminica i de fotoperiode, les quals han sigut les seglents:
& Temperatura: 12°C
& Intensitat luminica: .150 umol fotons m2 s

+ Fotoperiode: neutre, amb 12 hores de llum i 12 hores de foscor.



4.5. Monitoritzacié de I’experiment

4.5.1. Monitoritzacié de la fase macroscopica

Es segueix el mateix procés de monitoritzacio per les dues espécies. Per realitzar el seguiment,
una vegada extrets els cubells de I'incubador s’ha procedit a 'observacio de les lamines. Els dies
d’observacié han consistir en mesurar el percentatge (%) de teixit viu de cada lamina, en cada
replica i per cada concentracié de nitrats. L’observacié ha ocupat un periode de 36 dies per
cadascuna de les especies.

4.5.2. Monitoritzacié de la fase microscopica

Per a les dues espécies es segueix el mateix procés de monitoritzacié. Per dur a terme la
monitoritzacié s’extreien els recipients rectangulars de l'incubador (Figura 13). Amb la primera
observacié s’ha verificat, que les algues ha alliberat zigotospores, ja que s’observaven petites

tagues vermelloses, sent aquestes grans acumulacions de zigotospores (Figures 14 i 15).
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Figures 13, 14 i 15: figura esquerra: recipients on es mostren els trossos d’algues i I'alliberament de’
zigotospores. Figures dreta: es mostra I'esporulacié de les algues amb més detall.

Seguidament, s’han extret els trossos de teixit fértil de I'alga i s’han omplert de nou per a renovar
els nutrients i aixi també evitar la rapida contaminacié dels cultius. En aquest cas, com que les
algues ja havien deixat anar les zigotospores, els recipients s’han omplert amb les 3 diferents
concentracions de nitrats (el medi control, el medi NOsi el medi NOz x 10). Una vegada omplertes
amb els medis corresponents, s’ha procedit a I'observacié dels portaobjectes on s’aferraven les
zigotospores. Les observacions s’han fet amb un microscopi optic (marca: Zeiss, model: Primo

Star) amb camera ERC i el programa Zen de Zeiss (Figura 16).
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Figura 16: observacié de les zigotdspores al monitor amb el programa Zen de Zeiss.

El seguiment d’aquest cultiu s’ha realitzat durant un periode de 35 dies, dels quals s’ha fet mesura
eldial, 4,714, 21, 28i 35 (ha existit més proximitat en els primers dies de mesura perque els
canvis han sigut més notables, després hi ha hagut una estabilitzacié en el creixement dels
filaments de Conchocelis). L'observacié ha consistit en capturar 10 imatges de cadascun dels 27

portaobjectes, d’'ambdues espécies, amb un augment de 10x.

En les imatges obtingudes s’ha observat el continu creixement dels filament provinents de les
zigotospores. Amb aquestes imatges, s’ha fet la mesura del creixement del filament de 10

zigotospores, de cada portaobjectes.

4.6. Analisis estadistics

4.6.1. Fase macroscopica (lamina):

Per efectuar I'estudi de I'efecte de les diferents concentracions de nitrat sobre la supervivéncia
de la lamina de les dues espécies, s’ha realitzat un model GLMM (Generalized Linear Mixed
Model) que permet analitzar mostres repetides en el temps, és a dir, el seguiment d’'un mateix
individu en diferents temps, I'analisi de dades no normals i I'analisi de dades agrupades on hi ha
diferéncies entre grups. S’ha definit, com a factor fix, les diferents concentracions de nitrats (3
nivells: control, NOz i NO3z x 10) i el temps, el recipient i la identitat de cada individu com a factors
aleatoris. La variable resposta ha sigut el percentatge de lamina viva o morta (variable binomial),
de manera que s’ha utilitzat una distribucié binomial dels errors. Seguidament, per cada model
s’ha realitzat un test estadistic (tipus Il Wald X?), per determinar I'efecte del factor fix. Aixi, s’ha
pogut observar si les dues especies estudiades mostren diferéncies o no en la supervivencia de
les lamines, durant el temps, degudes a la concentraci6 de nitrats. Per ultim, s’ha realitzat un test

de Tukey, per fer comparacions dos a dos, dels diferents nivells del factor fix.
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4.6.2. Fase microscopica (Conchocelis):

Per analitzar I'efecte de les diferents concentracions de nitrats en el creixement dels filaments de
la fase microscopica de Pyropia elongata s’ha utilitzat un LMER (Linear Model with Random
Effects), amb el creixement (um) com a variable depenent, la concentracioé de nitrats (3 nivells)
com a factor fix i el temps com a factor aleatori. En el cas de I'altra espécie estudiada, Neothemis
ballesterosii, s’ha utilitzat un model lineal sense tenir en compte el factor del temps degut a la
gran variabilitat de les dades que mostrava el factor del creixement. A continuacid, per cada
model s’ha realitzat un test estadistic (tipus Il Wald X?), per veure si el factor de la concentracio
de nitrats tenia un efecte significatiu sobre el creixement. Per ultim, s’ha fet un test de Tukey,

dos a dos, per identificar quins nivells del factor fix mostraven diferéncies.

Totes les analisis s’han dut a terme amb el software R Studio (RS Team, 2015) i linterval de

confianga utilitzat ha sigut del 95% (p-valor < 0,05).

4.7. Etica i sostenibilitat

Les propostes i la presa de decisions en la investigacio i en I'activitat d’aquest estudi, s’han fet

sempre tenint presents criteris étics i sostenibles.

Referent a la sostenibilitat, per realitzar I'estudi s’han obtingut de la natura exemplars de Pyropia
elongata i Neothemis ballesterosii. Aquestes dues especies es troben abundants en el medi i no

hi ha cap restriccié a I’hora d’agafar-les.

En quant al procediment al laboratori, fent referéncia al material, s’ha d’esmentar que els
recipients, els cubells, les caixes i alguns dels portaobjectes han sigut netejats per a una futura
reutilitzacié. Els portaobjectes que no han permes la seva redutilitzacié s’han destinat al contenidor
del vidre. Tota la matéria organica resultant de la descomposicié de les algues, ha sigut colada
amb un colador de tela i llencada a la brossa, en cap ha sigut llencada pel desguas. El medis de
cultiu utilitzats han sigut llencats al desguas ja que no suposaven cap perill. Per tant, durant

aquest estudi s’ha intentat crear un impacte ambiental minim.

Referent als criteris étics, en la redaccié d’aquest estudi no s’ha realitzat cap mena de plagi i
totes les fonts de informacid recollides i utilitzades per a la seva redaccio han sigut citades, tant

en el text com en la bibliografia.

12



5. RESULTATS

5.1. Resultats Pyropia elongata

5.1.1. Fase macroscopica (lamina)

Pyropia elongata, ha mostrat una tendéncia negativa de la supervivéncia de les lamines segons
la concentracié de nutrients a la que han estat sotmeses, la qual ha resultat significativa, amb un
P-valor < 0,05 (Figura 17).
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Figura 17: relaci6 del percentatge de lamina viva amb el temps de P. elongata. En I'eix vertical es representa el
percentatge d’individu viu i en I'eix horitzontal es representa el temps, marcant especialment els dies en els que
s’ha fet la mesura. Cada linia consta d’un color diferent que representa la tendencia que s’ha seguit, depenent

de la concentracio de nitrats del medi en el que s’han cultivat les lamines.

Les comparacions dos a dos, entre els diferents nivells del factor, han mostrat que les lamines
del control han sigut les que millor han resistit els efectes dels nutrients, mostrant una
supervivencia significativament major que les altres dues condicions experimentals (NOs x 10 i
NOs; Taula 1), amb una supervivencia final del 18,33% de les lamines del control. Els individus
de NOs i NO3x10 van seguir comportaments semblants, augmentant bruscament la mortalitat del
dia 7 al 14, tot i que el percentatge de lamina viva de NOs al llarg de I'experiment va resultar
significativament major que de NOs; x10 (Figura 17; taula 1), amb percentatges finals de
supervivencia de 8,89% i 3,89% respectivament. En tots els casos les lamines han mostrat

resisténcia als nitrats.
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P-valor

Control - NO3 ‘ 0.0013
Control - NO3z x 10 ‘ <0.0001
NO; - NO3 x 10 ‘ 0.0003

Taula 1: P-valors resultants del test de Tukey fent comparacions dos a dos entre els diferents nivells del factor
fix. Es mostren les diferéncies entre els efectes de les diferents concentracions de nitrats al medi sobre la

supervivencia d’ individus laminars de P. elongata. Valors P-valor < 0.05, mostren significacio.

5.1.2. Fase microscopica (Conchocelis)

El creixement dels filaments ha seguit diferents tendéncies segons la concentracio de nitrats que

tenia el medi on s’han cultivat (Figura 18).
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Figura 18: relacié del creixement de la fase Conchocelis amb el temps de P. elongata. En I'eix vertical es
representa el creixement dels filaments de les zigotdospores en um i en l'eix horitzontal es representa el temps,
marcant especialment els dies en els que s’ha fet la mesura. Cada linia consta d’un color diferent que representa
la tendencia que s’ha seguit depenent de la concentracié de nitrats del medi en el que s’han cultivat les

zigotospores.

La diferent concentracio de nutrients, ha resultat significativa sobre el creixement, amb un P-valor
< 0,05 . S’observa a la figura 18, que el creixement en condicions de NOs x 10 ha sigut
significativament superior que a NOs i al control (Taula 2), arribant a una mitjana de creixement
de 518,264 um. Les zigotospores sotmeses al medi amb NOs; també han evidenciat un
creixement significativament major que les zigotospores sotmeses al medi control, amb un valor

de 363,327 um i de 310,27 um respectivament.
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Concentraci6 P-valor

Control - NO3 ‘ < 0.0001
Control - NO3 x 10 ‘ < 0.0001

NO3z- NO3z x 10 ‘ < 0.0001

Taula 2: P-valors resultants del test de Tukey fent comparacions, dos a dos, entre els diferents nivells del factor
fix. Es mostren les diferéncies entre els efectes de les diferents concentracions de nitrats al medi sobre el
creixement dels filaments de les zigotospores de la fase Conchocelis de P. elongata. Valors P-valor < de 0.05,

mostren significacio.

5.2. Resultats Neothemis ballesterosii

5.2.1. Fase macroscopica (lamina)

La degradacié de les lamines de Neothemis ballesterosii, no s’ha mostrat afectada per la
concentracio de nitrats, P-valor > 0,05 (Figura 19).
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Figura 19: relaci6 del percentatge de lamina viva amb el temps de N. ballesterosii. En I'eix vertical es representa
el percentatge d’individu viu i en I'eix horitzontal es representa el temps, marcant especialment els dies en els
que s’ha fet la mesura. Cada linia consta d’un color diferent que representa la tendéncia que s’ha seguit segons

la concentracio de nitrats del medi en el que s’han cultivar les lamines.

Tot i que s’ha evidenciat una disminucié de la supervivéncia (Figura 19) més abrupta en el NO3
x 10, la supervivencia en les diferents condicions experimentals no ha mostrat diferéncies
significatives. El dia 36, s’ha observat que el percentatge de lamina viva ha sigut molt semblant
per a les diferents concentracions de medis, quedant el control amb un 8,89%, el NO3; amb 6,67%

i el NOs x 10 amb un 5% de supervivéncia final.
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Concentraci6 P-valor

Control - NO; ‘ 0.7364
Control - NO3 x 10 ‘ 0.0764

NO3z-NOs x 10 ‘ 0.3279

Taula 3: P-valors resultants del test de Tukey fent comparacions dos a dos, entre els diferents nivells del factor
fix. Es mostra que no existeix diferéncia entre l'efecte de les concentracions de nitrats al medi sobre la

supervivéncia de individus laminars de N. ballesterosii. Valors P-valor < de 0.05, mostren significacio.

En la Taula 3, es mostra que les diferents concentracions de nitrats no han afectat a la
supervivencia de les lamines, on en la comparacié entre el control i el NO3; x 10, s’ha mostrat la
menor semblanca. S’evidenciaven majors similituds en la comparacié de I'efecte del nitrats, dos
a dos, del control i el NOs, existint major supervivéncia dels individus que en la comparacio de
NOs i NOs x 10.

5.2.2. Fase microscopica (Conchocelis)

Per Neothemis ballesterosii, el creixement dels filaments d’aquesta fase, ha mostrat significacié

(P-valor < 0,05) per I'efecte dels nutrients (Figura 20).
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Figura 20: relacio del creixement de la fase Conchocelis amb el temps de N. ballesterosii. En I'eix vertical es
representa el creixement dels filaments de les zigotdspores en um i en l'eix horitzontal es representa el temps,
marcant especialment els dies en els que s’ha fet la mesura. Cada linia consta d’un color diferent que representa
la tendencia que s’ha seguit depenent de la concentracié de nitrats del medi en el que s’han cultivat les
zigotospores.

A la Figura 4, s’observa que el medi amb NOs x 10, ha arribat a un creixement final de 816,885
pum, essent Unicament diferent significativament amb el control (Taula 4). Els medis NOs i control,
no han mostrat diferencies significatives en el creixement, amb uns valors finals de 776,401 pm
i 767,594 um respectivament (Figura 20). El control sempre ha mostrat un creixement inferior

que el NOs, excepte el dia 21, on s’observa el contrari.
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P-valor

Control - NOs 0.433
Control - NOs x 10 0.0023
NOz - NOsx 10 0.0857

Taula 4: P-valors resultants del test de Tukey fent comparacions, dos a dos, entre elso diferents nivells del factor
fix. Es mostren les diferéncies entre els efectes de les diferents concentracions de nitrats al medi sobre el
creixement dels filaments de les zigotdspores de la fase Conchocelis de N. ballesterosii. Valors P-valor < de
0.05, mostren significacio.
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6. DISCUSSIO

El present estudi, ha demostrat una elevada resisténcia i adaptabilitat de Pyropia elongata i
Neothemis ballesterosii, les dues bangials laminars de la costa catalana, fent-les viables pel seu
cultiu en aigles carregades de nitrats i per la seva participacio en cultius multitrofics, on tindria

una funcio bioremediadora. A més, de mostrar la seva capacitat bioindicadora.

P. elongata i N. ballesterosii, han demostrat, a I'estudi dels filaments de les zigotospores de la
fase Conchocelis, un bon creixement en ambients rics en nitrats, ja que, com apareix a I'estudi
d’'lwasaki (1967), la fase Conchocelis, prefereix NO3; com a font de nitrogen per dur a terme un
millor desenvolupament. N. ballesterosii, ha destacat especialment per presentar una velocitat
de creixement més elevada. Aixo ha demostrat que la fase Conchocelis, a part de desenvolupar-
se en zones profundes i allunyades de la costa (Brodie, 2003), també podrien viure a zones
properes a on es desenvolupen les lamines. Aquest fet, ha deixat veure que el cultiu de la fase
microscopica de N. ballesterosii, al poder desenvolupar-se en un menor temps i amb importants
concentracions de nitrats, seria una bona opcié per tal d’obtenir més rapidament una major

quantitat de lamines per a diferents aplicacions.

Els resultats que s’han obtingut d’aquest treball, aporten coneixements al camp del cultiu
d’'aquestes espécies, sobretot en el cas de N. ballesterosii, ja que encara no havia sigut objecte
d’estudi en aquest ambit. A la natura, el creixement d’aquestes algues, sovint esta limitat pel
nitrogen (Chapman & Craige, 1977), pero aquests son factors que ’home pot controlar facilment
en ambients artificials. S’ha obtingut que la concentracié de nitrats més optima pel creixement de
Conchocelis era de 30 umol/L de NOs, perd segons altres estudis es coneix que elevant a una
concentracié a 100 umol/L de NOs augmentaria la optimitzacié de la fase microscopica (Frazer,
AW.J., & Brown, M., 1995), tot i que va ser estudiat per una altra espécie de Bangials, Pyropia
columbina (Montagne) W.A.Nelson (com a Porphyra columbina Montagne). Per tant, degut a
gue concentracions altes de nitrats aporten major benefici a la seva velocitat de creixement, es
podria estudiar la quantitat maxima de nitrats que accepten aquestes espécies i d’aquesta

manera es podria augmentar I'optimitzacié per a un possible cultiu.

Referent a I'estudi de les lamines (fase macroscopica) de P. elongata i de N. ballesterosii, ha
mostrat una resistencia semblant en ambdues espécies, encara que N. ballesterosii, ha sigut la
que ha vist menys afectada la seva supervivencia quan s’ha cultivat en elevades concentracions

de nitrats, mostrant aquesta especie meés tolerancia a una eutrofitzacié del medi.

L’augment del subministrament de nutrients augmenta significativament el creixement de les
lamines del grup Bangials (Chen, B. & Zou, D., 2016), per aquest motiu, existeixen gran quantitat

d’'investigacions que mostren la capacitat de bioremediacio i I'eficieéncia del cultiu de Bangials
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laminars, a gran escala, per I'eliminacié de nitrogen inorganic (He P., et al, 2007). Aquesta
capacitat depurativa de les bangials, seria idonia per reduir 'excés de nitrats originats per una
planta d’aquicultura multitrofica integrada (Figura 21) (Hernandez et al., 2006). Per tant, es
considera el possible Us de P. elongata i N. ballesterosii pel seu cultiu en les costes catalanes,
per alleujar, de manera econdomica i eficient l'eutrofitzacid6 d’aigles, degut a que la lamina
d’'aquestes espécies, especialment de N. ballesterosii, posseeix una important capacitat de
consum de nitrats. S’ha demostrat que, valors mitjans de concentracié de nutrients en arees de
cultiu de bangials, han sigut significativament més baixos que en arees de no cultiu, amb una
reduccié dels nitrats del 21-38% (He P., et al, 2007). Aquest tipus de cultiu incrementa
I'aprofitament d’una zona, reduint el potencial dels impactes ambientals negatius, cosa per la que
sén rebuts amb bona acceptabilitat social per utilitzar practiques sostenibles amb el medi

ambient.

Acuicultura Multitréfica Integrada (AMTI)

Acuicultura
de extraccidn de depésito
(detritivoros)

Figura 21: recreacio de I'esquema basic de Thierry Chopin, en el que es representa una combinacio de cultius

marins, de diferents nivells trofics, integrats. Font: ‘Aqlicultura trofica integrada’ (Xunta de Galicia, 2012).

No s’han estudiat ni es coneixen les propietats organoléptiques ni quimiques de N. ballesterosii,
degut a la seva recent descripcié (2014) i acotada distribucié (Costa Brava), pero es creuria
convenient realitzar un analisi sobre tals propietats, per tal d’assegurar la rendibilitat del seu
cultiu, no només per I'eliminacié de I'excés de nitrats del medi, siné també per la seva consumicio
i Us comercial, ja que, mai s’ha produit el seu cultiu i al no gaudir de distribucié mundial, com és

el cas de P. elongata. seria un producte accessible, Gnic i exclusiu de la costa catalana.
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7. CONCLUSIONS

Les conclusions que s’han extret han estat les seglents les seguents:

L)

La lamina de Pyropia elongata, sobreviu a concentracions altes i mitjanes de nitrats (30
umol/L), mentre que Neothemis ballesterosii, sobreviu el mateix temps en medis rics en

nitrats que en abséncia d’aquests.

La fase Conchocelis de P. elongata, es veu afectada, en el seu creixement, per les
diferents concentracions de nitrats. Els filaments de les zigotospores tenen un creixement
més rapid quan es cultiven en un medi ric en nitrats (30 umol/L), arribant a assumir una
llargada final de gairebé el doble de longitud dels filaments, 518,264 um en NO3 x 10,
respecte valors de 310,27um, assolits al control.

La fase microscopica de N. ballesterosii, mostra un creixement semblant en les diferents
concentracions de nitrats a la que ha estat sotmesa, destacant minimament quan ha sigut
cultivada en el medi més ric en nitrats (30 umol/L de NOg), per aixd es conclou que el
cultiu de la fase microscopica d’aquesta espécie, es pot dur a terme en qualsevol de les
diferents concentracions estudiades, ja que la velocitat de desenvolupament de

Conchocelis, no variara en gran mesura.

L’adaptabilitat de N. ballesterosii és més elevada que la de P. elongata, tant en la fase

laminar com en la fase Conchocelis.

A partir d’aquest estudi, es confirma que P. elongata i N. ballesterosii, poden ser

considerades com a espécies bioindicadores d’ambients rics en nitrats.

Es creu factible un cultiu de N. ballesterosii, en aiglies costaneres eutrofitzades, ja que
degut a tenir un temps de vida curt (d’aproximadament un mes), la seva recol-leccié es
pot portar a terme de manera continua, eliminant gran quantitat de nutrients d’aquests
ambients contaminats i millorant aixi la qualitat de I'aigua. Per altra banda, es podria
utilitzar N. ballesterosii en plantes de cultius d’aquicultura multitrofica integrada, per
bioremediacio, ja que mostra una major resisténcia a grans concentracions de nitrats,

afavorint la sostenibilitat d’aquest tipus de practiques.
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8. CONCLUSIONS

The conclusions have been the following:

L)

The blade of Pyropia elongata, survives at high nitrates concentrations (30 pymol/L). At
same time, the blade of Neothemis ballesterosii, survives the same time in rich nitrates

that in the absence of these.

The Conchocelis phase of P. elongata, is affected, in its growth, by different
concentrations of nitrates. The spinning of the zygotospores, have a faster growth when
grown in a medium rich in nitrates (30 umol/L), reaching a final length, of almost double
than the length of the filaments (518,264 pm in NOs x 10), respect values of 310,27um,

achieved to control.

The N. ballesterosii’s microscopic phase, shows a similar growth in the different nitrate’s
concentration, exceeding the minimum, when grown in the richest medium in nitrates (30
pmol/L of NOs). Thus, it is concluded that, the culture of the microscopic phase of this
species can be done in any of the different concentrations studied, because the speed of
development of Conchocelis will not change in a remarkable way.

The adaptability of N. ballesterosii is higher than the adaptability of P. elongata, in the

blade phase and in the Conchocelis phase.

From this study, it is confirmed that P. elongata and N. ballesterosii, can be considered as

bioindicator species on environments rich in nitrates.

A culture of N. ballesterosii, in eutrophic coastal waters, is believed to be feasible, due to
having a short life-span (about a month), its harvesting can be carried out continuously,
eliminating a large amount of nutrients from these contaminated environments and thus
improving the quality of water. It could also be considered, the use of N. ballesterosii, in
integrated multitrophic aquaculture, for bioremediation, because it shows greater
resistance to high nitrates concentration, favouring the sustainability of this type of

practices.
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