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RESUMEN

Tetrasporofitos juveniles de Gigartina canaliculata fueron cultivados con éxito durante ocho
semanas usando estiércol de vaca como nutrientes. Se utilizaron cuatro diferentes concentraciones
de la solucién de biodigerido como fuente de nutrientes. Se encontré que 120 y 160ml de solucién
por litro de agua de mar fue el éptimo para ei crecimiento, similar ai obtenido usando ei medio de
Von Stoch.

Se concluye que el estiércol digerido de vaca es un buen generador de nutrientes para
cultivo de G. canaliculata a nivel experimental, ademas de que resulta mucho mas econémico que
los medios tradicionales.

ABSTRACT

Tetrasporophyte germlings of Gigartina canaliculata were cultivated with success during
eight weeks using digested cow manure as nutrients source. Four different concentrations of the
biodigested solution were used (40, 80, 120 and 160 ml/1 of seawater). It was found that 120 and
160ml of solution per liter of seawater was the best for growth, similar to the one obtained with
the Von Stoch media.

Cow manure as a nutrient source for seaweed culture results much more economical than
traditional media.
INTRODUCCION INTRODUCTION

El agua de mar enriquecida es la base Enriched seawater serves as the basis for
para la preparacion de muchos medios de the preparation of many culture media such as

cultivo, tales como el de Von Stoch (1963), Von Stoch’s (1963), Provasoli’s (1968) and
Provasoli (1968) y otros. others.
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Independientemente de lo complejo del
medioy de la efectividad que tenga, uno de los
aspectos que requiere la atencién, sobre todo
en los pafses en vias de desarrollo, es utilizar
medios econémicos, ya que por lo general los
medios tradicionales se hacen con reactivos
especiales que se obtienen de casas comerciales
a precios muy elevados (Granados y Buckle,
1984). Consecuentemente, cultivar con estos
medios resulta caro, ocasionando que la inves-
tigacién se limite a paises desarrollados o a
instituciones con presupuestos muy altos.

Una puerta que se abre para bajar los
costos de este tipo de investigacién es el
utilizar excrementos de animales como fuente
de nitrégeno.

Harlin et al. (1978) consideran precisa-
mente al excremento de peces como una fuente
de nitrégeno para el cultivo de algas. Més
recientemente, Asare (1980) utiliza como
fuente de nitrégeno estiércol de oveja y conejo
al cultivar dos especies de algas rojas. Sin
embargo, la utilizacién de medios de cultivo
basado en nutrientes originados con estiércol
de vaca y tratados en particular con biodi-
gestores apropiados es un campo totalmente
nuevo en la investigacién. Granadosy Buckle
(op. cit.) dejan establecida una técnica para
obtener nutrientes a partir de estiércol de
animales. Ellos aplicaron esta técnica con dos
especies de microalgas y obtuvieron resultados
similares a los medios tradicionales.

La aplicacién de esta tecnologia puede
ser una alternativa para disminuir los costos
de investigacién en los cultivos de vegetales
marinos en general. Por lo anterior, en el
presente trabajo se pretende observar la
respuesta de crecimiento en estadios juveniles
de la carragenofita Gigartina canaliculata
cultivada con nutrientes obtenidos en base a
la descomposicién 11quida aerébica de estiér-
col de vaca.

MATERIALES Y METODOS

Estiércol fresco de vaca fue colectado en
una granja en las afueras de la ciudad de
Ensenada, BC. Una vez colectado se procedié
a poner estiércol en los biodigestores. El disefio
de éstos y la metodologia de tratamiento que
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Besides the complexity of the media and
its efficiency, one of the aspects that needs
being taken care of, particularly in the devel-
oping countries, is the use of economical
media since the traditional ones are usually
carried out with special reactives obtained on
the market at very high prices (Granados
and Bickle, 1984). Consequently, the culture
using these media is expensive and causes the
research to be restricted to developed coun-
tries or to institutions with a very high
budget.

One way of diminishing the costs of this
kind of research is to use animal waste as
nitrogen source.

Harlin et al. (1978) consider fish waste
as nitrogen source for the algae culture. More
recently Asare (1980) uses sheep and rabbit
manure as nitrogen source for the culture of
two species of red algae. However, the use of
culture media based on nutrients coming from
the cow manure and treated with appropriate
biodigestors constitutes a completely new field
in research. Granados and Buckle (op. cit.)
elaborated a technique to obtain nutrients
from animal manure. They applied this tech-
nique working with two microalgae species and
produced results similar to the ones obtained
with traditional media.

The application of this technology may
be an alternative to decrease the cost of
research in the culture of marine plants in
general. That is why our objective is to
observe the growth response in juveniles of the
carragenophyte, Gigartina canaliculata culti-
vated with nutrients obtained from the aero-
bic liquid decomposition of cow manure.

MATERIALS AND METHODS

Fresh cow manure was collected in a
farm outside Ensenada, BC. Then, we put the
manure in the biodigestors. Their design and
the methodology of treatment was made
according to Granados and Buckle (1984). On
the sixth day, when the nutrients concentra-
tion was optimum in the extract (Table I), we
obtained the liquor. The latter was sterilyzed
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Tabla 1. Relacién de la concentracién de nutrientes (mg/1) para el medio control (V. Stoch) y
medio organico (estiércol digerido) utilizados en los experimentos. '

Table L. Presentation of the nutrients concentration (mg/1) for the control (V. Stoch) and organic
(digested cow manure) media used in the experiments.

V.Stoch™

Licor de Stock (M1) Stock (Mp) Stock (M3) Stock (My)
estiércol®
NO 425 357 0.01480 0.03100 0.04860 0.06800
PO 4.14 84 0.00350 0.00730 0.01140 061600
Fe 028 3 0.00012 0.00026 0.00041 0.00057
Mn 223 10 0.00041 0.00087 0.00136 0.00190
NH 0.146 38 0.00158 0.00330 0.00518 000723

UV.UuU LD

**; Von Stoch, 1963
Granados y Biickle (1984)

se siguié fue la de Granadosy Buckle (1984),
hasta obtener el licor al sexto dia que es
cuando la concentracién de nutrientes es ép-
tima en el extracto (Tabla I). El licor se
esterilizé en una autoclave (15lb/cm2 vy
1210C) a pH bajo (4.5) con el fin de excluir
bacterias y conservar las vitaminas. Ademas,
se realizé un andlisis quimico (Strickland y
Parsons, 1977) de los medios organicos (Tabla

D).

Del extracto se afadieron diferentes
cantidades: 40, 80, 120 y 160ml/] de agua de
mar, para preparar las soluciones stock, co-
rrespondientesa M1, M), M3y My respectiva-
mente (Tabla I). El medio utilizado como
control fue el Von Stoch (1963). La salinidad
fue ajustada a 330/00 en todos los medios.

Para el cultivo se utilizaron 60ml de
cada solucién stock y se pusieron en matraces
Erlenmeyer de 125ml. En cada matraz se
colocaron 15 juveniles de Gigartina canalicu-
lata, cuya longitud promedio fue de 6.35mm
+3.34 (« = 0.05) con una edad aproximada de
4.5 meses. Los experimentos se hicieron por
duplicado y se mantuvieron en una incubadora
marca Precisién, con fotoperfodoy tempe-
ratura controlados (12:12 y 180C :1). La
iluminacién 2para el cultivo fue de 0.9 x 1015
Quanta cm-2 seg-!, generada por lamparas de
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in an autoclave (15lb/cm2 and 1210C) with
low pH (4.5) to eliminate bacteria and main-
tain the vitamins.

From the extract, different quantities
were added: 40, 80, 120 and 160ml/l of
seawater, to prepare the stock solutions,
corresponding to M, My, M3 and My respec-
tively. The control medium was Von Stoch's
(1963). The salinity was adjusted to 330/coin
all media.

Sixty millilitres of each stock solution
were used for the culture and put into
Erlenmeyer glass flasks of 125ml. In each of
them, we put 15 Gigartina canaliculata juve-
niles whose average length was 6.35mm ¢3.34
(« = 0.05) and approximate age 4.5 months.
The experiments were duplicated and main-
tained in a Precision incubator, with con-
trolled photoperiod and temperature (12:12
and 180C £1). The light for the culture was
of 0.9 x 1015 Quanta cm-2 sec] generated by
white light lamps integrated in the incubators.
The measures of the length of the organisms
were made with a Vernier (+0.1mm) every two
weeks during eight weeks, renewing the culti-
vation medium at the same time. When a
ramification was produced on a plant, its
length was added to the total length of the
specimen.
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luz blanca integradas en la incubadora. Las
mediciones de longitud de los organismos se
realizaron con un Vernier (¢0.1mm) cada dos
semanas durante ocho semanas renovandose el
medio de cultivo al mismo tiempo. Cuando en
alguna planta se observé ramificacién, la
longitud de ésta se sumé a la longitud total
del ejemplar

El anélisis estadistico consistié en la

comparacién de la longitud promedio de los
juveniles mediante un analisis de varianza
(ANOVA) (Ryan, Joiner y Ryan, 1976) te-
niendo como factor los dlstmtos medios de
cuitivo. Con el fin de comparar medios in-
dividuales se utilizé la prnphn de Tukev nara

A LReVa OO LURSY pala

comparaciones multiples (Zar, 1984). Las deci-

siones se consideraron significativas a un a =
Q.05 Y altamente sionificativas a un «

LD P SRQINTIAS Sipiuiauvas w2

0.01.

RESUL

ADOS Y

DISCUSION

Todos los ejemplares contenidos en los
matraces con diferentes medios crecieron en
ambos experimentos. En vista de lo anterior,
se procedié a comparar los resultados en los
dos experimentos aplicandose previamente una
prueba F para probar homogeneidad de va-
rianzas entre los pares de muestras (Sokal y
Rohif, 1979), es decir, enire ios mediosy sus
réplicas. Las pruebas t demostraron que no
hubo diferencias significativas entre las medias
de ios M1, M2 y My (¢ = 0.05). Un anaiisis
mas detallado indicé que a un nivel de
confianza del 96%y 97% respectivamente, esas
diferencias observadas no se mantienen. En
vista de que los resultados para los experimen-
tos 1 y 2 no fueron significativamente distin-
tos, se conjuntaron los datos para generar las
gréficas de crecimientoy la formulacién de las
pruebas de hipétesis.

Las curvas de crecimiento para los
juveniles de G. canaliculata en el medio Von
Stoch y en los otros medios preparados a
partir del biodigerido de vaca pueden obser-
varse en la fxgura 1. En general, el incremento
en la talla de los organismos parece guardar
una relacién lineal con el tiempo durante las
primeras seis semanas de monitoreo, experi-
mentando un repeniino aumenio €n la tasa de
crecimiento para las subsecuentes dos se-

manas, que es cuando comenzaron a ramifi-

The statistical analysis consisted in
comparing the average length of the juveniles
through the analysis of the variance (ANOVA)
(Ryan, Joiner and Ryan, 1976), considering
the different cultivation media. For multiple

comparisons of individual media, the Tukey
test was used (7ar 1QRA\ The decisions were

considered s1gmf1cant at « = 0.05 and highly
significant at « = 0.01.

RESULTS AND DISCUSSION

All tha cnanimane cnntaina A
Au ine B}lwull\rllb containcd in the giass

flasks with different media grew in both
experiments That is why we compared the
results in both ex?eru'i‘neﬁts after testmg the
variance homogeneity between the pairs of

samples (Sokal and Rohlf, 1979), that is

haturaon tha madia an nie vamlicns Macs
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The t tests showed that there were no
significant differences betweeen the media of
M1, Mz and Mg (= = 6.05). A more detailed
analysis indicated that at a liability level of
%% and 97% respectively, these differences

of tha
wvi il

racnlte
TosuIs

do not persist. Since the
experiments 1 and 2 were not significantly
different, we combined the data to generate

the growth curves and
hypothesis tests.

} PPN

to formulate the

Luc BIUWI.H Cuives Ul G
juveniles in the Von Stoch media and other
media prepared using the biodigested cow
manure may be observed on figure 1. In
general the size increase of the organisms sees
to keep a lineal relation with time during the
first six weeks of monitoring and suddenly
increases during the next two weeks, when the
specimens started to ramificate. This follows
the logistic curve model {Cdum, 1977).
differences may be due to the fact that the
plants are between the induction and the
exponential phase. A variance analysis (ANG-
VA) for a growth comparison using plantules
subject to different treatments, showed that
there are highly significant differences be-
tween the different media. Thus, applying the
Tukey test for multiple comparisons, we

tha ~wceoss As are
tn¢ organic mecdaia with

P LTI LT
canauiusiiua

Thaca
Rt ]

Antncniand sthhas o
UcLCIHIlIcuU Lilat a
maximun concentration of biodigested waste
(M3 and My) did not present significant
A an T malotine writh tha wrdtnace VUon
differences in relation with the witness Lvun

Stoch) nor between themselves. But they
proved to be significantly different from the
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Figura 1. Curvas de crecimiento de juveniles de G. canaliculata. (Control) Cultivo con medio
quimico Von Stoch, que fue tomado como control; (M1).- Cultivo en un medio orgéanico con
una concentracién de 40ml del extracto del medio de vaca, aforado con agua de mar a un litro;

(M2).- 80ml aforado a un litro; (M3).- 120ml; (M4).- 160ml.

Figure 1. Growth curves of G. canaliculata juveniles. (Control) Von Stoch’s chemical medium
culture, taken as a control medium; (M1).- Organic medium culture with a concentration of
40ml of cow manure extract gauged with seawater up to one liter; (M2).- 80ml gauged to one

liter; (M3).- 120ml; (M4).- 160ml.

55



Pacheco Ruiz et. al.- Cultivo de juveniles

carse los ejemplares y esto se adapta al
modelo de la curva logistica (Odum, 1977).
Estas diferencias pueden deberse a que las
plantas se encuentran entre la fase de induc-
cién y la exponencial. Un anélisis de varianza
(ANOVA) para comparacién del crecimiento
por medio de las plantulas sometidas a los
diferentes tratamientos, mostré que existen
diferencias altamente significativas entre dis-
tintos medios. Asi, al aplicar la prueba de
Tukey para comparaciones muiltiples se deter-
miné que los medios organicos con la méaxima
concentracién de biodigerido (M3 v Myg) no
tuvieron diferencias significativas con relacién
al testigo (Von Stoch) ni entre ellos mismos,
pero si resultaron ser significativamente dis-
tintos a los medios orgénicos M1 y My, en los
cuales la talla promedio de las plantulas
experimentales resulté ser menor (Tabla II).

De las cuatro diluciones probadas, los
medios M3 y M4 resultaron ser los mas
similares al control. Esto puede ser econé-
micamente ventajoso si se toma en cuenta que
con un volumen de sélo 120ml de digerido por
litro (M3) es posible obtener un crecimiento de
los juveniles similar al obtenido utilizando un
medio sintético.

organic media M1 and Mj, where the average

size of the experiment plantules was smaller
(Table II).

Of the four tested dilutions, the media
M3 and M4 proved to be the most similar
during the control. This can be an economic
advantage if we consider that with a volume of
only 120ml of digested waste per liter (M3) it
is possible to obtain a juvenile growth similar
to the one obtained in a synthetic medium.

The fact that we did not find differences
in the growth of G. canaliculata between the
Von Stoch and M3 and My media, despite the
much lower nutrients concentration (less than
1%) of the last two in relation with the
synthetic medium (Table I) may be due to
what Granados and Buckle (1984) state: the
growth in cultures with animal waste is partly
due to the participation of organic com-
pounds, such as aminoacids, carbohydrates,
lipids and proteins, that may be used by algae
as nutrient source.

The results of this work show that the
organic media can be a substitute of synthetic
media, at least at experimental level since the

Tabla II. Comparaciones multiples del crecimiento promedio de G. canaliculata durante ocho
semanas, en medio V. Stoch y medios organicos a diferentes concentraciones, aplicando la prueba

de Tukey.

Table II. Multiple comparisons of average growth of G. canaliculata during eight weeks, in V.
Stoch and organic media, with different concentrations, using the Tukey test.

Tratamiento Valor observado de q Valor de q critico

(a = 005)
(g.1.= 730)

V. Stoch, VS M} 6.44 3.86"

V. Stoch, VS My 433 3.86

V. Stoch, VS M3 1.83 3.86

V. Stoch, VS My 0.5 386,

M4 VS My 59 3.86*

M4 VSM) 3.83 386

My VS M3 133 3,86*

M3 VS My 4.58 3.86*

M3 VSM» 25 386

Mj VS My 2.08 3.86

Prueba de Tukey =

M|=Mp¥Mj3=My=VStoch

* =a=005 " =a=001; M= Medio orgénico
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El hecho de no encontrar diferencias en
el crecimiento de G. canaliculata entre el
medio Von Stoch y los M3y M4, a pesar de
que los dos dltimos tienen mucho mas bajas
concentraciones de nutrientes (menos del 1%)
con respecto al medio sintético (Tabla I), se
puede deber a lo mencionado por Granados y
Biickle (1984) en el sentido de que parte del
crecimiento en cultivos con estiércoles debe
ser atribuido a la participacién de compuestos
organicos que pueden ser utilizados por las
algas como fuente de nutrientes.

Los resuitados producto de este trabajo
nos demuestran que los medios organicos
pueden ser un sustituto de los medios sinté-
ticos, cuando menos a nivel experimental ya
que el crecimiento de G. canaliculata fue
similar, independientemente del medio utiliza-
do, tal como Asare (1980) al trabajar con
Gracilania tikvahia y Neoagardhiella baileyi
encontré que el crecimiento fue similar al
utilizar medios orgénicos (extractos de oveja y
conejo) y sintéticos (medio de Provasoli).

Por otro lado, es importante hacer notar
que de los resultados obtenidos se deriva la
posibilidad de extender investigaciones en esta
linea, no sélo a estos niveles sino también a
nivel produccién, lo cual daria un mayor auge
al cultivo de macroalgas en paises subdesa-
rrollados.
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growth of G. canaliculata was similar, inde-
pendantly from the used media. Thus, Asare
(1980), working with Gracilaria tikvahiae and
Neoagardhiella baileyi found that the growth
was similar whether we used organic (sheep
and rabbit waste) or synthetic media (Prova-
soli medium).

On the other hand, it is important to
note that the result of these experimental
works open up the possibility of extending
research in this area, not only at this level but
also from the production point of view and
expand the algae culture in developing coun-
tries.
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