Revista Chilena de Historia Natural
64: 343-352, 1991
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en condiciones de cultivo en laboratorio
y terreno. Presencia de fases mezcladas
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RESUMEN

Se evalug el estado reproductivo de Gracilaria chilensis Bird, McLachlan y Oliveira en poblaciones cultivadas submareales
y en poblaciones intermareales naturales en Maullin, X Regidn, Chile. Paralelo a estas experiencias, se desarrolld y con-
trold el ciclo de vida en laboratorio. Las algas investigadas proceden de Coquimbo, Concepcidn, Talcahuano, Niebla,
Puerto Montt, Maullin y Chilo§,

En los cultivos submareales tanto fijos al fondo, como en cuerdas suspendidas, predominaron en la mayoria de las
procedencias investigadas las fases vegetativa y tetraspérica. En los dos cultivos submareales se presentaron en forma
esporadica talos cistocarpicos y, en el caso del cultivo suspendido, talos masculinos. En la poblacién natural ubicada en
el intermareal del estuario Cariquilda-Maullin se presentaron todas las fases del ciclo de vida. Se observaron, ademas, fases
mezcladas en que en un mismo talo se encontraron tetrasporangios y cistocarpos. En el laboratorio los trozos de talos
inicialmente vegetativos formaron, ya sea gametangios masculinos, femeninos o tetrasporangios. En talos tetrasporicos
se observd la formacién de ramificaciones portadoras de gametangios masculinos y cistocarpos. Por otro lado, el ciclo
de vida se completd en, aproximadamente, seis meses, desde la obtencion de tetrdsporas hasta la formacién de indivi-
duos tetraspdricos jovenes.

Palabras claves: Gracilaria, cultivos, zona submareal, Chile.

ABSTRACT

Reproductive state of Gracilaria chilensis Bird, McLachlan and Oliveira was assessed in subtidal cultures and in natural
intertidal populations in Maullin, Xth Region, Chile. Simultaneously to these experiments, the life cycle was controled
under laboratory conditions. The algae investigated come from Coquimbo, Concepcién, Talcahuano, Niebla, Puerto
Montt, Maullin and Chiloé.

In subtidal cultures, fixed to the bottom, as well as suspended twines, the vegetative and tetrasporic phases pre-
dominated in most of the populations investigated. In both of these cultures, cystocarpic thalli were present sporadically
and in the suspended cultures, masculine too. In the natural intertidal population, each phase of the life cycle was present.
Furthermore mixed phases were observed, where cystocarps were found along with tetrasporangia. Under laboratory
conditions, initially vegetative thalli formed either male gametangia, cystocarps or tetrasporangia. In tetrasporic thalli
branches were found developing male gametangia and/or cystocarps. The life cycle was obtained in six month approx-
imately, from tetraspore liberation to the formation of young tetrasporic individuals.

Key words: Gracilaria, cultivation, subtidal zone, Chile.

INTRODUCCION sos. Si consideramos a G. chilensis como

sinonimia de Gracilaria verrucosa, se re-

Estudios sobre la biologfa reproductiva de  gistra que Romo & Alveal (1979) descri-
Gracilaria chilensis Bird, McLachlan y Oli- ben para la zona de Concepcion la fase
veira (Bird et al. 1987), en Chile son esca-  tetraspérica como la mdas abundante.
Por otro lado, Westermeier et al. (1984),

* Trabajo presentado en el IV Simposio sobre Algas pz’lra la mlsma.esp('eCIe, en los estuarios Ma]:l-
Marinas Chilenas (30 de agosto al 1 de septiembre, 1989.  1lin y Quenuir citan a las fases tetraspo-
Coquimbo, Chile). rica y vegetativa como predominantes.
(Recibido el 1 de febrero de 1990.) En forma esporadica registran la fase cis-
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tocarpica. Para otros lugares geograficos,
ademds de estas fases, han sido reportados
gametofitos masculinos en G. verrucosa
y Gracilaria tikvahiae por Trono y Azanza-
Corrales (1981) y Penniman et al. (1986),
respectivamente.

El objetivo de este estudio fue evaluar
la variacidbn de fenofases de G. chilensis
en cultivos submareales y en un ambiente
natural del intermareal rocoso del rio
Cariquilda, Maullin. El proposito fue de-
terminar si bajo las diferentes condiciones
de cultivo la respuesta de los talos para
formar estructuras reproductivas era si-
milar.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El presente trabajo se llevd a cabo en el
area experimental de cultivo de la Uni-
versidad Austral de Chile, ubicada en el
estuario Cariquilda, Maullin (41037°S; 730
35°W), distante 80 km al sur de Puerto
Montt (Fig. 1). En relacién al control del
desarrollo del ciclo de vida, éste se evalu6
en las salas de cultivo de algas ubicadas en
el Instituto de Botanica de la Universidad
Austral de Chile, Valdivia.
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Fig. 1: Area de estudio en el rio Cariquilda, Maullin, X Region, Chile.
Area of study in Cariquilda river, Maullin, Xth Regién, Chile.
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Metodologia

Fenologia

Para el estudio de las fenofases se obtuvie-
ron muestras de cultivos submareales de
las siguientes procedencias:

Sistema de cultivo Procedencia
Cuerdas suspendidas Coquimbo
Cuerdas suspendidas Lenga-Talcahuano
Cuerdas suspendidas Niebla

Cuerdas suspendidas Chiloé-Quempillén
Cuerdas suspendidas Maullin

Mangas de polietileno Maullin

Ademas de éstas, se obtuvieron plantas
de poblaciones naturales de la zona inter-
mareal creciendo sobre sustrato rocoso.

La cuantificacién se realiz6 con el 10%
de la biomasa cosechada en 1 m? con 5
repeticiones, logrando con ello una equi-
valencia de las muestras analizadas en las
diferentes  condiciones experimentales.
Aqui se cont6é el nimero total de talos y
de ellos se tomd el 10% para los controles
fenologicos. Asi se diferenciaron con ayuda
de cortes histologicos talos vegetativos,
cistocarpicos, masculinos y tetraspéricos;
el grosor de ellos fluctué entre 20 y 24 um,
siendo montados en preparaciones semi-
permanentes con Karo Syrup al 60% (Ab-
bott & Hollenberg 1976). Estas prepara-
ciones se encuentran depositadas en la sala
de coleccion del herbario del Instituto de
Botanica (VALD 1-200) de la Universidad
Austral de Chile. Las observaciones se
realizaron con ayuda de un estereomicros-
copio Olympus y microscopio Zeiss con
camaras fotograficas.

Las muestras fueron lavadas con agua
de mar estéril, y luego para el cultivo se
utilizaron talos vegetativos, cistocarpicos y
tetraspéricos de las diferentes proceden-
cias. Las condiciones de cultivo fueron:
Temperatura: 14 + 20C.

Fotoperiodo: 16:8.

Densidad de flujo fotébnico: 36 uE-m~2 .
S—l

Medio de cultivo: Provasoli (McLachlan
1973)

El medio de cultivo se renovd cada 10 dias.

Talos procedentes de Concepcion (Tu-
bul), Niebla, Puerto Montt (Metri), Maullin

y Chiloé (Quempillén) vegetativos, y Nie-
bla, cistocdrpicos, se controlaron a:
Temperatura: 21 £ 20C
Foto periodo: 16:8
Densidad de flujo fotbénico: 20-24 uE.
m-2 . S—l
El medio se renovo cada 7 dias.

En todos los sistemas experimentales
lIas muestras fueron tomadas al azar.

RESULTADOS
Fenologia

a) Cultivo de Gracilaria usando cuerdas
suspendidas

La poblaciéon de Quempillén mostr6d talos
inmaduros o sin diferenciacion de estruc-
turas reproductivas en valores cercanos a
40-60%. El resto de la poblacion fue pre-
dominantemente tetraspoérica, siendo férti-
les entre enero y mayo. Hacia julio la pro-
duccidn de tetrasporas cesO, la mayor par-
te de la poblacibn permaneci6 vegetativa.
La representacion de fases sexuales en esta
poblacion es minima (2-4%) y los gameto-
fitos fértiles, masculinos o femeninos,
aparecen s6lo ocasionalmente (Fig. 2).

La poblacion de Niebla presentd los
mayores porcentajes de talos fértiles (100%
en octubre). Esta poblacibn se mostro
predominantemente tetraspdrica con valo-
res entre 20-80%. La fase masculina se
present6 entre octubre y diciembre con
valores cercanos a 20-40%, mientras que la
cistocarpica s6lo en noviembre (Fig. 2).

La poblacion de Maullin present6 talos
vegetativos durante todo el afio, excepto
diciembre, con valores que fluctuaron
entre 20-100%. En el resto de la pobla-
ciobn predomin6é la fase tetraspobrica, con
porcentajes cercanos al 80«. Las fases se-
xuales fértiles se encontraron hacia los
meses de verano, no sobrepasando el
20+ de incidencia (Fig. 2).

En las muestras procedentes de la po-
blaciébn de Coquimbo se observaron talos
sin diferenciaciébn de estructuras repro-
ductivas durante todo el afio, en valores
que fluctuaron entre 30 y 100%. En la po-
blacion restante predominé la fase tetras-
poérica, 20-40%. La diferenciaciébn de es
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Fig. 2: Porcentajes de las diferentes fenofases del alga de distinta procedencia cultivada en cuerdas sus-

pendidas.

Percentage of the different phenophases of the algae from distinct origins cultured in suspended twines.

tructuras sexuales masculinas y femeninas
fue minima, siendo inferior a 20% (Fig. 2).

En las algas procedentes de la pobla-
ciobn de Talcahuano se presentaron talos
tetraspéricos durante la mayor parte del
afio, 10% como minimo y 80« como
maximo. En esta poblaciéon se encontro
diferenciacion de estructuras sexuales mas-
culinas y femeninas en los meses de no-
viembre y diciembre en bajos porcentajes.

Durante todo el afio, excepto diciembre, se
pudo observar parte de esta poblacion
vegetativa sin maduracién de estructuras
reproductivas (Fig. 2).

b) Cultivo de Gracilaria usando mangas de
polietileno

La poblacion cultivada sobre el fondo con
mangas de polietileno presentdé durante
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todo el afio talos vegetativos, sin madu-
racion de estructuras reproductivas, al-
canzando una representacion de talos ve-
getativos que variaron de 10% en enero a
un maximo cercano al 100+ en abril,
agosto y octubre. La fase tetrasporica es la
fase reproductiva predominante, encon-
trandose ausente sb6lo en mayo. Sélo se
observé la presencia de la fase sexual
femenina en porcentajes minimos (infe-
riores al 10%); la fase masculina estuvo
ausente (Fig. 3).

¢) Poblaci6n intermareal

La presencia de las diferentes fases del
ciclo de vida en las plantas del interma-
real fue irregular en el tiempo (Fig. 4).
Se encontraron las tres fases reproduc-
tivas. En febrero y marzo esta poblacion
se presentd vegetativa en valores cercanos
a 40-50%. Hacia otofio estos valores dis-
minuyeron, manteniéndose en porcentajes
inferiores a 20% durante el resto del aifio.
La presencia de tetrasporangios se mostrd
baja durante el primer semestre; sin em-
bargo, desde julio en adelante se observo
un incremento de éstos, llegando a un
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maximo cercano a 80w% en agosto. Las fases
sexuales femeninas y masculinas se en-
contraron representadas durante todo el
afio, excepto en agosto, en que la segunda
estuvo ausente. Los porcentajes en que
se encontraban estas fases fluctuaron entre
valores cercanos al 10-40% y 10-50%, res-
pectivamente.

Con las condiciones de 14 + 20C, 16:8
fotoperiodo y 36 uE-m™%.s7', el ciclo
de vida de Gracilaria chilensis se completo
en alrededor de seis meses en las proce-
dencias de Niebla, Maullin y Chiloé (Quem-
pillén). El cultivo se inici6 con trozos
tetrasporicos, produciéndose la liberaci6én
de esporas, por lo general al primer dia, y
germinando ellas en la primera semana.
A las doce semanas en los gametofitos
masculinos se observaron soros de esper-
matangios en la superficie del talo. Aproxi-
madamente a los cinco meses de iniciado
el cultivo se obtuvieron cistocarpos madu-
ros, que liberaron carposporas al medio.
Una vez asentadas estas corpoOsporas,
germinaron durante la primera semana,
reinicidndose el ciclo de vida con la for-
macion de tetrasporofitos. Con las pro-

V----V vegetativos
100 - ..
s a tetraspori- M
- cos /o
\
w 80 \
ar] | \
s
z 60'
W -
2
o 40"
0. - [
]
20- A
i »'\
T H—— %

»——= cistocdrpicos

VAW

*\*/*\*/

m

J S
1989

Fig. 3: Porcentaje de las diferentes fenofases del alga de Maullin, cultivada en mangas de polietileno.
Percentage of the different phenophases of the algae from Maullin, cultured in polyethylene bags.
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Fig. 4: Porcentaje de las diferentes fenofases de las plantas presentes en la zona intermareal.
Percentage of the different phenophases of the plants present in the intertidal zone.

cedencias de Coquimbo y Talcahuano
(Lenga) no se desarrollaron etapas pos-
teriores luego de la germinacion de tetras-
poras (Tabla 1).

TABLA 1

Formacion de gametofitos masculinos y carpospo-
rofitos a partir de la germinacion de tetrasporas
cultivadas a 14 + 20C, 16:8 y a 36 uE -m™2 -s7!
Formation of male gametophytes and carposporophytes

from germination of cultured tetraspores at 14 + 2°C,
16:8 and 36 ME -m~? -s7!

Procedencia Gametofitos & Carposporofitos

Quempillén
Maullin
Niebla
Talcahuano
Coquimbo

11+ + +
11+ + +

En talos vegetativos de Maullin, Chiloé
(Quempillén) y Niebla se formaron game-
tangios masculinos luego de 2 semanas,
mientras que tetrasporangios se formaron
en todas las procedencias (excepto Co-
quimbo) después de 3 meses. Aunque s6lo
se desarrollaron cistocarpos en talos pro-
cedentes de Niebla, éstos lo hicieron du-
rante todo el periodo de estudio (Tabla 2).

En talos tetrasporicos procedentes de
Chiloé (Quempillén), Niebla y Maullin
se formaron, ademds, gametangios mascu-
linos, obteniéndose individuos con am-
bas fases mezcladas (tetrasporofitos-geme-
tofitos masculinos), luego de 10 semanas
(Tabla 2).

Bajo condiciones de temperatura 21
20C, 16:8 de fotoperiodo y 20-24 uE.
m~2 .s7! de densidad de flujo fotodnico,

+
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TABLA 2

Formacién de las diferentes estructuras reproductivas en trozos inicialmente vegetativos
cultivados a 14 £ 20C, 16:8 ya36 uE -m™2 -s™!
Formation of the different reproductive structures in pieces originally vegetative cultured
at 14 + 20C, 16:8 and 36 ME-m™? -s7!

Procedencia Gametangio & Cistocarpos Tetrasporangio Fases mezcladas
Quempillén + — + o _ 4
Maullin + — + &
Niebla + + + e _
Talcahuano — _ + _
Coquimbo — - — _

se observd que los talos procedentes de
Tubul (Concepcion), Niebla Metri (Puer-
to Montt), Maullin y Chiloé (Quempi-
11én), tuego de formar tetrasporangios,
desarrollaron ramificaciones con gametan-
gios masculinos, y en algunos casos, como
Niebla, Maullin y Metri, también cisto-
carpos, es decir las tres fases mezcladas en
un mismo individuo (Figs. Sa, 5b, Tabla 3).
Los talos utilizados corresponden a plantas
vegetativas y, en el caso de Niebla, a talos
cistocarpicos.

DISCUSION

El ciclo de vida en el alga cultivada en
el submareal se caracteriz6 por la pre-

Fig. 5a: Talo de Gracilaria con rama cistocarpi-
ca (1) y rama con tetrasporangios y gametangios
masculinos (2).

Thallus of Gracilaria with cystocarpic branch (1) and
branch with tetrasporangium and male gametangium (2).

sencia de una o dos fases con una despro-
porcionada relacibn entre las distintas
fenofases; asi, la fase tetrasporofitica se
presentd en porcentajes muy superiores
sobre la fase gametofitica. Esta situacion
ha sido descrita también para otras algas
rojas perennes, como es el caso de [ridaea
cordata (Hansen & Doyle 1976) y Geli-
dium cartilagineum (Johnstone & Feeney
1944). Estos autores proponen que exis-
tiria una ventaja inherente de la fase
diploide sobre la haploide (Hansen &
Doyle 1976) o bien a una alta mortalidad
de tetrasporas (Johnstone & Feeney
1944). Por otro lado, Matheson & Burns
(1975) y Norall et al. (1981) postulan el
requerimiento de un microhdbitat espe-
cifico para cada fase reproductiva. Asi

Fig. 5b: Talo de Gracilaria portador de cistocarpo
(1), tetrasporangios y gametangios masculinos (2).

Thallus of Gracilaria bearing cystocarp (1), tetrasporan-
gium and male gametangium (2).
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TABLA 3

Formacion de estructuras reproductivas en trozos de plantas inicialmente vegetativos de
Quempilién (Chiloé), Maullin, Metri (Puerto Montt) y Tubul (Concepcidn) y cistocarpicas de
Niebla. A 21 +£20C, 16:8y 20-24 uE -m™2 .s~!

Formation of reproductive structures fragments of initially vegetative plants from Quempillén (Chiloé), Maullin,

Metri (Puerto Montt) and Tubul (Concepcion) and cystocarpic plants from Niebla.
A 21 +20C,16:8 y 20-24 UE-m™ .s7!

Procedencia Tetrasporangio Fases mezcladas
Quempillén ® _4d
Maullin ® -3 ¢
Niebla ® _3 _9
Puerto Montt (Metri) ® _d -9
Tubul (Concepcion) e _3

Cistocarpicos

Estériles

es como los resultados del cultivo suspen-
dido y en los del fondo predominaron al-
gas tetrasporicas y vegetativas, existiendo
diferencias en cuanto a la proporcibn en
que se encuentran las distintas fenofases
en el tiempo. En ambos casos se observa
la presencia de una baja proporcién de talos
cistocdrpicos, y en el cultivo suspendido
de las cuerdas, talos con espermatangios.
Esta situaciobn podria estar relacionada
con las caracteristicas del microhdbitat
como lo es la ubicacién de los cultivos
en la columna de agua, y como conse-
cuencia el efecto de sombreamiento de los
talos. Podria ser también un factor dife-
rencial la intensidad de la corriente, tem-
peratura y el efecto del sustrato. Otro
factor que se debe considerar es el efecto
causado por la cosecha del alga, ya que
ésta en el cultivo suspendido es cose-
chada mensualmente, mientras que el
alga cultivada en el fondo lo fue cada 3
meses. Otro factor sin duda importante de
considerar en este comportamiento dife-
rente de los cultivos suspendidos es la
procedencia de las algas. Estos talos son
de Coquimbo, Lenga-Talcahuano, Niebla,
Maullin y Quempillén-Chiloé. No existen
antecedentes en la literatura de como la
fenologia puede cambiar latitudinalmente,
ni menos de cudles son las posibles expli-

caciones de ello. Esto mismo es valido para
un ambiente como el del rio Cariquilda,
que, a pesar de que las condiciones abio-
ticas son iguales, el comportamiento de
las algas es diferente.

En la poblacion de G. chilensis del in-
termareal se encuentran bien representa-
das las 3 fases reproductivas. También
aqui existen diferencias en el patrén de
abundancia de cada una de ellas en el
tiempo. En la mayorfa de las especies pe-
rennes de las algas rojas, la fase esporofi-
tica domina la gametangial (Hoyle 1978),
ya que podria haber un desarrollo de tetras-
porofitos a partir de tetradsporas por apo-
meiosis (Hansen & Doyle 1976). Sin em-
bargo, en esta poblacidon esta situacidn se
observé sblo en agosto y noviembre, ya
que el resto del afio las plantas gameto-
fiticas tuvieron una mayor incidencia.
Probablemente existe una alta produccion
de carposporas. Sin embargo, las plantas
tetraspdricas no sobreviven largo tiempo
en esta zona, siendo al parecer las plantas
masculinas y cistocirpicas las que mejor
se adaptarian a las fluctuantes condiciones
del medio causadas por las diferencias de
marea. La relaciéon 1:1 entre plantas mas-
culinas y cistocarpicas sblo se encontrd
en febrero y marzo. El resto del afio, por
lo general, los gametofitos masculinos fue-
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ron madas abundantes. Esta situaciéon podria
estar relacionada con un crecimiento maés
rdpido de plantas masculinas sobre las fe-
meninas (Hoyle 1978) y, ademés, por la
dificultad para reconocer las plantas feme-
ninas en ausencia de cistocarpo. También
la mayor proporcidon de una u otra fase
reproductiva en los distintos meses podria
deberse a que el desarrollo y maduracion
de las estructuras reproductivas se ha ini-
ciado a distinto tiempo, lo que implica
probablemente estudios de més largo plazo.

Al comparar las dos poblaciones estu-
diadas se puede decir que el crecimiento de
la poblaciébn submareal en el drea experi-
mental del rfo Cariquilda es, principal-
mente, por un proceso -vegetativo. La
presencia de plantas sexuales en el inter-
mareal podria indicar que Gracilaria s6lo
utiliza sus plantas gametofiticas durante
procesos de colonizaciébn de nuevas areas
de sustrato estable. También podria con-
siderarse que en el intermareal las mayores
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temperaturas y desecacion, principalmente,
causarian diferencias en la presibn osmo-
tica con la consiguiente liberaciéon y ger-
minacion de esporas.

En la zona intermareal, ademas de las
fases descritas, se encontraron plantas que
presentaban fases mezcladas de tetraspo-
rangios y cistocarpos, en bajo porcentaje.

En condiciones de laboratorio, G. chi-
lensis presentd un ciclo de vida trifasico
del tipo Polyshiphonia (Ogata et al. 1972).
Sin embargo, también se presentaron las
anomalias descritas por Oliveira & Plas-
tino (1984) en algas del mismo género,
Plastino & Oliveira (1988) en Gracilaria
sp. v Moller & Westermeier (1988) en
G. chilensis, entre otros. La presencia de
fases mezcladas también se observd en
terreno, encontridndose tetrasporangios y
cistocarpos en la misma planta, proba-
blemente debido a la germinaciéon de car-
poOsporas sobre el tetrasporofito (Plastino
& Oliveira, 1988).

carpogonlo

esperma,
cio

Gametoflto 9

Tetrasporofito

-9

&%
J-¢

Fig. 6: Ciclo de vida de Gracilaria chilensis encontrado en terreno y laboratorio. Las lineas discontinuas
representan las desviaciones del ciclo de vida normal, a terreno, b laboratorio.
Life cycle of Gracilaria chilensis found in the field and laboratory. The discontinuous lines represent deviation from the

normal life cycle, a field, b laboratory.
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Al comparar la formacion de fases mez-
cladas en las dos condiciones de cultivo
de laboratorio se observd que a 210C se
encontraron ramas portadoras de gametan-
gios masculinos y en algunos casos se
registr6 formacion de cistocarpos en la
misma planta; en cambio a 140C se de-
sarrollaron estructuras masculinas y tetras-
péricas. Probablemente la mayor tempe-
ratura inducirfa la formacidon y madura-
ciébn de las 3 estructuras reproductivas,
mientras que a 140C madurarian soélo
las masculinas y tetraspoéricas, o bien que
los cistocarpos requieren de més tiempo en
ser visibles en estas fases mezcladas. Se
postula también un desarrollo directo del
contenido tetrasporangial en una estructura
masculina o femenina (Cabioch 1972).
Van der Meer (1977) y Van der Meer &
Todd (1977) hablan de una recombina-
cibn mitotica en alta frecuencia, lo que
permitiria la formaciéon de partes gameto-
fiticas, pero diploides. Sin embargo, los
resultados obtenidos en este trabajo no
dan suficiente evidencia para pensar que
esta situaciébn podria presentarse en este
caso, ya que para ello se requiere de obser-
vaciones cariolégicas que permitan esta-
blecer la dotacién cromosdémica de cada
una de las fenofases implicadas en una plan-
ta con fases mezcladas.

De acuerdo a los resultados obtenidos
se resume el ciclo de vida de Gracilaria
encontrado en este trabajo (Fig. 6), el cual
es diferente al descrito por Ogata et al
(1972).
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