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RESUMEN

Esta tesis representa el primer estudio integral de dos poblaciones de Leathesia
marina, Phaeophyceae, en la Patagonia argentina. La misma involucra aspectos
ecologicos de la especie tales como ciclo de vida, demografia poblacional,
estudios fenoldgicos y de la comunidad de epifitos; asi como sus formas de
manejo mediante la optimizacion de su cultivo: control de la fertilidad y
caracterizacion bioquimica del alga, para su posible utilizacion en la industria
farmacéutica o alimentaria.

El estudio del ciclo de vida en condiciones de cultivo in vitro, se basé en un
enfoque integrado, involucrando observaciones morfologicas, analisis de los
niveles de ploidia y estudios moleculares. L. marina presentd un ciclo de vida
heteromorfico, que comprende tres morfologias diferentes, dos morfotipos
haploides diferentes (gametdfito y esporofito), a) un microtalo de morfologia
globosa, y b) un microtalo postrado y c) un morfotipo diploide (macrotalo o
espordfito). Los cambios en el nivel de ploidia durante las diferentes fases del
ciclo de vida, se evidenciaron usando citometria de flujo y fluorescencia del DNA.
Los andlisis filogenéticos basados en cox3 y el conjunto de datos concatenados
cox3 y rbcL confirmaron la identidad de los especimenes argentinos como L.
marina, que fueron conespecificos con las poblaciones de L. marina de Nueva
Zelanda, Alemania y Japon.

A su vez, el estudio fenolégico y dinamica poblacional de L. marina en la
naturaleza, permiti6 comprender que el ciclo de vida heteromérfico se encuentra
en completa interaccién y en respuesta a las presiones selectivas del entorno
altamente cambiante de la Patagonia. El talo macroscépico estuvo presente
desde septiembre a abril, durante la temporada calida, mientras que la fase
microscopica se observo en dos periodos, marzo-abril y septiembre-octubre,
presentando una superposicion temporal entre ambas fases. La poblacion del
esporofito macroscoépico presentd una curva de supervivencia tipo lll, las cuales
son frecuentes en algas pardas con fases microscopicas, capaces de crecer
rapidamente dejando un reclutamiento masivo, seguido de una alta mortalidad. A
su vez, la cobertura, la densidad y el tamafio de los macrotalos se relacionaron
con los meses mas calidos, pero la capacidad reproductiva fue mayor en los
meses mas frios, previo al final de la temporada de los mismos vy

coincidentemente con la aparicion de los microtalos en la naturaleza.



Ademas esta tesis comprende el primer estudio exhaustivo sobre la dinamica
temporal de las comunidades epifitas, no solo sobre L. marina, sino que también
sobre Colpomenia sinuosa, debido a la morfologia analoga de ambas especies y
por presentar un papel ecoldgico similar en la zona intermareal. Esto permitio
evaluar el estado sanitario de L. marina y compararlo con otra especie que ocupa
el mismo nicho espacial. La comunidad de epifitos se estudié en términos de
riqueza, diversidad y abundancia; y su relacion con los hospedadores y los
factores ambientales. Un total de 31 taxones de epifitas se registraron en ambas
especies, las cuales compartieron el 64,5% de las especies epifitas encontradas.
Las algas rojas fue el grupo de epifitos con la mayor abundancia en ambos
hospedadores y las diatomeas presentaron la mayor riqueza de especies. La
riqueza especifica fue similar entre ambos hospedadores, pero L. marina presentd
menor diversidad y equitatividad y un claro dominio de las especies U.
penicilliformis y E. carnea.

A causa del interés reciente en la composicion de las algas y el arte de cultivarlas
por sus beneficios nutricionales y de salud, en esta tesis se analizd la
composicién bioquimica de L. marina: materia organica, alginatos, carbohidratos
totales, contenido de proteinas, pigmentos, polifenoles, actividad antioxidante y
composicion elemental, asi como las mejores condiciones de cultivo, evaluando
diferentes temperaturas del agua de mar y nutrientes en las fases esporofiticas y
gametofiticas. L. marina mostré un contenido relativamente bajo de carbohidratos
y proteinas, pero un alto contenido de polifenoles y actividad antioxidante. En los
experimentos de cultivo, las mejores condiciones para el cultivo de gametéfitos y
espordfitos fueron a 8 °C y a 1 PES. El crecimiento de los esporéfitos fue mayor
qgue el de los gametofitos. Los gametoéfitos se pudieron mantener en latencia en
condiciones controladas durante 18 meses.

El estudio integral realizado en esta tesis, que analiza el ciclo de vida, parametros
demograficos (tasa de mortalidad, supervivencia, rendimiento reproductivo), asi
como las caracteristicas morfoldgicas, puede ayudar a explicar de qué forma las
especies como L. marina lograron adaptarse a un ambiente adverso, con grandes
cambios estacionales. A su vez el analisis de la composicion bioquimica y la
optimizacién de sus cultivos, constituyen las bases fundamentales para realizar un
manejo adecuado y sustentable evitando la sobreexplotacion de las poblaciones

naturales.



ABSTRACT

This thesis is the first integral study of two Leathesia marina, Phaeophyceae,
populations in Argentian Patagonia. It includes ecological aspects of the species,
such as, the life cycle, population demography, phenological studies and the
community of epiphytes, as well as the optimization of conditions for L. marina
culture and management, through fertility control and biochemical characterization
of the alga, for its possible use in the pharmaceutical or food industry.

The study of the life cycle of Leathesia marina under in vitro culture conditions was
based on an integrated approach, involving morphological observations, ploidy
levels and molecular studies. Leathesia marina has a heteromorphic life cycle
comprising three different morphologies, two morphotypes of the haploid
generation (microthallus or gametophyte and sporophyte) and one morphotype of
the diploid generation (macrothallus or sporophyte). Changes were observed in the
ploidy level during the different phases in the life cycle using DNA flow and
fluorescence cytometry. The phylogenetic analyzes based on cox3 and
concatenated cox3 and rbcL data set confirmed the identity of the Argentinian
specimens as L. marina, which is conspecific with L. marina from New Zealand,
Germany and Japan.

In turn, the phenological study and population dynamics of L. marina in nature,
allowed us to understand that the heteromorphic life cycle of the species is in
complete interaction and response to the selective pressures of the highly
changing environment of Patagonia. The macroscopic phase was observed from
September to April during the warm season, whereas the microscopic phase was
observed in two different periods, March—April and September—October. A
temporal overlap was observed between the microscopic and macroscopic
phases. The macroscopic sporophyte population presented a type Ill survival
curve, which is frequent in brown algae with microscopic phases, capable of
growing rapidly and leaving a massive recruitment, followed by high mortality. In
turn, the cover, density and size of the macrothalli were related to the warmer
months, but reproductive output was higher in the colder months, prior to the end
of the season and coincident with the occurrence of the microthalli in nature.

In addition, this thesis includes the first exhaustive study on the temporal dynamics
of epiphytic communities, not only on L. marina, but also on Colpomenia sinuosa,

due to the analogous morphology of both species and for presenting a similar



ecological role in the intertidal zone. This makes it possible to evaluate the health
status of L. marina and compare it with another species that occupies the same
spatial niche. The community of epiphytes was studied in terms of richness,
diversity and abundance and their relationships with the environmental factors and
host abundance. A total of 31 epiphyte taxa were recorded and it was found that
the two hosts shared 64.5% of these epiphytic species. The red algal epiphytic
group had the highest abundance on both hosts and the diatoms presented the
highest species richness. The specific richness was similar between both hosts,
but L. marina presented less diversity and evenness, and there was a clear
dominance of the species Urospora penicilliformis and Erythrotrichia carnea.

Due to the recent interest in the composition of algae, and the art of farming them
for their nutritional and health benefits, this thesis analyzed the biochemical
composition of L. marina: organic matter, alginates, total carbohydrates, protein
content, pigments, polyphenols, antioxidant activity and elemental composition, as
well as the best conditions for optimizing their culture, evaluating the effect of
different temperatures and nutrients in the sporophytic and gametophytic phases.
L. marina showed a relatively low carbohydrate and protein content, but a high
polyphenol content and antioxidant activity. In the culture experiments, the best
conditions for gametophyte and sporophyte survival were 8 °C at 1 PES. The
growth of the sporophytes was greater than that of the gametophytes. The
gametophytes could be maintained in latency under controlled conditions for 18
months.

The integral study carried out in this thesis, which analyzes the life cycle,
demographic parameters (mortality rate, survival, reproductive performance), as
well as the morphological characteristics, can help explain how species such as L.
marina manage to adapt to an adverse environment with large seasonal changes.
At the same time, the analysis of the biochemical composition and the culture
optimization constitute the fundamental bases for adequate and sustainable

management, avoiding overexploitation of the natural populations.
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INTRODUCCION GENERAL

Comunidades de macroalgas marinas de Argentina

Las macroalgas bentonicas marinas son un componente dominante y esencial
para los ecosistemas marinos, debido a que constituyen el habitat de cria y la
principal fuente de alimento para la fauna bentonica, incluidos peces e
invertebrados de interés comercial (Dean y Connell 1987, Worm et al. 2000,
Schmidt et al. 2011). Ademas son altamente productivas, producen grandes
cantidades de biomasa, almacenando y reciclando importantes cantidades de
carbono y nitrégeno (Smith 1981, Karez et al. 2004, Schmidt et al. 2011).

Debido a su condicion sésil, las macroalgas marinas estan expuestas a las
condiciones de estrés ambiental, manifestando una respuesta rapida a las
perturbaciones, lo que resulta en cambios continuos en el ensamble de sus
comunidades (Eriksson et al. 2002, Karez et al. 2004, Kraufvelin et al. 2006,
Pinedo et al. 2007). Por lo tanto, las variaciones en su biomasa permiten detectar
alteraciones ambientales, siendo utiles para describir la calidad ecolégica de
cualquier cuerpo de agua costero segun los criterios adoptados por Water
Framework Directive (WFD; 2000/60/EC, Pinedo et al. 2007).

La temperatura del agua, la salinidad, la intensidad de la luz, la disponibilidad
de nutrientes, la exposicion a las olas y la composicién del sustrato se encuentran
entre los factores abidticos mas influyentes en las comunidades de algas

intermareales (Dring 1992). Los factores bidticos, como la competencia y la



presion por pastoreo también influyen en la distribucion y abundancia de algas en
un habitat en particular (Dayton 1971, Korpinen et al., 2007). Por lo tanto, los
factores abidticos como bibticos determinan la dinamica, composicion y estructura
de las comunidades de algas marinas (Dawes 1998, Dethier y Williams 2009).

En nuestras costas, la estructura de comunidades algales fue estudiada
recientemente (Boraso y Zaixso 2008, Liuzzi et al. 2011, Croce et al. 2015, Gauna
et al. 2016) y actualmente se reportan aproximadamente 400 especies de algas
marinas en la costa atlantica argentina (Boraso 2013).

La costa atlantica de Argentina esta constituida por dos provincias
biogeograficas: Argentina y Magallanes. Hacia el norte encontramos la provincia
Argentina que se extiende hasta la Patagonia Norte, alrededor de Peninsula
Valdez a 42°- 43° S, con aguas mas célidas y un predominio de arena, grava y
conchillas (Lutz et al. 2003).

A lo largo de la costa bonaerense, las asociaciones de algas muestran
limitacién en su desarrollo por falta de sustratos duros y por la baja penetracion de
la luz debido al exceso de sedimentos, quedando limitada a especies adaptadas a
las condiciones estuarinas como Ulvales y Cladophorales (Bolton 1994, Acha et al.
2004, Boraso y Zaixso 2007). Sin embargo, en presencia de sustratos
consolidados, la flora alcanza buen desarrollo en los niveles altos del submareal,
destacandose la presencia de algas rojas filamentosas y verdes como Codium sp.
(Parodi 2004, Boraso y Zaixso 2007, Croce et al. 2015)

Por otro lado, la provincia de Magallanes que cubre la Patagonia austral se
caracteriza por presentar aguas mas frias, sedimentos lodosos y fondos rocosos.

Las costas rocosas del intermareal se caracteriza por la presencia de un denso



césped de algas calcareas que cubren los sitios protegidos por olas (Bertness et
al. 2006) y en la zona inferior y piletas de marea se encuentran céspedes de algas
filamentosas como Polysiphonia Greville y Ceramium Roth (Wieters et al. 2012).
En el submareal se encuentran algas asociadas a los bosques de Macrocystis
pyrifera, especialmente Lophurella F. Schmitz, Cladostephus C. Agardh, Lessonia
fuscescens Bory, Stypocaulon Kiutzing, Aphanocladia Falkenberg, Rhodymenia
Greville, Desmarestia J.V. Lamouroux, Bossiella P.C. Silva, Plocamium J. V.
Lamouroux y una gran variedad de Ceramiaceae y Ectocarpaceae epifitas (Boraso
y Zaixso 2007). Sin embargo, los limites entre ambas provincias no se encuentran
bien definidos. La region correspondiente al Golfo San Matias y Peninsula Valdés
se considera generalmente una zona de transicion entre estas dos provincias
(Wieters et al. 2012). Esta transicion ocurre debido a que estos limites
biogeogréficos presentan discontinuidades en las caracteristicas oceanogréficas,
causada por la convergencia de las corrientes de Brasil y de Malvinas, que
producen gradientes de temperatura (Boschi 2000, Balech y Ehrlich 2008, Liuzzi et
al. 2011). En esta zona, los sedimentos arenosos moéviles y suspendidos de la
provincia Argentina dan paso a superficies consolidadas mas consistentes en la
zona de transicion (Wieters et al. 2012). Alli especies subtropicales, tales como
Dictyota spp. convergen con especies subantarticas como Bryopsis australis
Sonder y Myriogloiea major Asensi (Huovinen y Gémez 2012). En el intermareal
de esta region sobre los sustratos semiduros se encuentran franjas de Blidingia
minima (N&ageli) ex Kitzing) Kylin Enteromorpha prolifera (O. F. Mdiller) J. Agardh y
Enteromorpha compressa (Linnaeus) Nees. En las piletas de mareas de los

niveles altos e intermedios de intermareal se desarrolla Cladophora falklandica (J.



D. Hooker & Harvey) J. D. Hoocker & Harvey, mientras que en las de los niveles
inferiores del intermareal abunda Ulva rigida C. Agardh y Polysiphonia brodiaei
(Dillwyn) Sprengel. Sobre Corallina officinalis Linnaeus se observan Leathesia
marina (Lyngbye) Decaisne, Colpomenia sinuosa (Mertens ex Roth) Derbes &
Solier y Adenocystis utricularis (Bory) Skottsberg (Boraso y Zaixso 2007). También
se encuentra Gracilaria verrucosa (Hudson) Papenfuss restringidas a bahias
relativamente pequefas al norte del Golfo San Jorge. En el submareal Gigartina
skottsbergii Setchell & N.L.Gardner se distribuye de forma discontinua desde la
latitud 44° S hasta Tierra del Fuego.

Estudios realizados por John et al. (1994) revelaron que la diversidad de
especies es considerablemente mayor en las costas de la Patagonia, Tierra del
Fuego y las islas Malvinas que en cualquier otra parte del Océano Atlantico
austral. La diversidad de algas aumentan en gran medida hacia el sur, siendo un
elemento menor en la estructura funcional de las comunidades en toda la provincia
Argentina y zona de transicion, hasta ser uno de los grupos funcionales mas
abundantes en la provincia de Magallanes (Wieters et al. 2012). De la misma
manera ocurre en las costas del Pacifico de Sudamérica (Santelices 1980;
Meneses 2000) donde el numero de especies de algas marinas bentdnicas
aumenta hacia el sur, en contraste con el paradigma ampliamente aceptado que
establece un aumento de la biodiversidad hacia los trépicos (Liuzzi et al. 2011).

Sin embargo, los estudios ecologicos sobre algas marinas de la region sudeste
de América del Sur todavia son escasos, por lo que se conoce poco de los
patrones de distribucion y abundancia, asi como los roles funcionales de las algas

marinas en estos ecosistemas (Huovinen y Gomez 2012).



El estudio de las macroalgas puede ser abordado desde la ecologia de sus
comunidades, la demografia poblacional, la ecologia de la produccion, los estudios
fenoldgicos y los mapeos de los genomas (Chapman 1974), enfoques que aportan
informacion bésica para comprender el comportamiento de las poblaciones
naturales, y proveen soporte racional para desarrollar actividades de maricultura
(Brito y Silva 2005).

En las costas argentinas existen macroalgas de elevado interés economico
tales como: Gracilaria verrucosa utilizada para la produccion de agar, Gigartina
skottsbergii en la preparacion de carragenanos. También para consumo humano,
en forma de harinas o secas, son cosechadas informalmente Macrocystis, Pyropia
(como Porphyra) y, en menor cantidad, Ulva y Lessonia sp. (FAO, 2007).

Por esta razdn, para esta tesis se propone un estudio integrador de las
poblaciones naturales del alga parda Leathesia marina (Phaeophyceae) para un
manejo sustentable de la especie. Esto implica investigaciones relacionadas a la
ecologia de la especie: demografia poblacional, estudios fenolégicos y sanitarios;
asi como formas de manejo mediante cultivos controlados: ciclos de vida,
optimizacion de la fertilidad y caracterizacion bioquimica del alga para su posible

utilizaciéon en la industria farmacéutica o alimentaria.

Se formularon los siguientes objetivos:
1. Analizar las poblaciones de Leathesia marina (Lyngbye) Decaisne integrando
a su biologia aspectos ecoldgicos como su distribucion en el intermareal, su

abundancia relacionada con parametros medio ambientales y su estado sanitario.



2. Obtener compuestos antioxidantes naturales y/o sustancias bioactivas a
partir de la macroalga y optimizar su produccion, relacionandola con los estados
fenologicos del alga y de su ciclo de vida para establecer los momentos de
cosecha que garanticen un manejo sustentable de la especie.

3. Evaluar las potencialidades para desarrollar emprendimientos de maricultura
del alga y aportar elementos de juicio fundados para la implementacion de
estrategias de manejo de sus poblaciones como productoras de compuestos

bioactivos de interés industrial.

Tanto la metodologia aplicada como los resultados obtenidos y su discusion

estan presentados en cuatro capitulos:

Capitulo I: Leathesia marina: Filogenia, caracterizacion taxonémicay ciclo de
vida

Se propone un estudio integrador que involucra observaciones morfolégicas de
dos poblaciones de L. marina de las costas Patagonicas, junto a estudios
filogenéticos que permiten corroborar la identidad de la especie y el andlisis de los
niveles de ploidia de las distintas etapas del ciclo de vida heteromérfico que

permiten dilucidad el ciclo de vida completo.

Capitulo II: Fenologia y dinamica poblacional
Se analizan los cambios morfoldgicos y reproductivos de L. marina a lo largo de
los meses en condiciones naturales, en conjunto con la dindmica poblacional y su

relacion con las variaciones ambientales.



Capitulo lll: Efecto de las comunidades epifitas algales sobre Leathesia
marina y Colpomenia sinuosa

Se determina el efecto sobre el estado sanitario de L. marina de sus comunidades
algales epifitas contrastandolas con las de Colpomenia sinuosa, especie de

morfologia analoga y con un papel ecolégico similar en la zona intermareal.

Capitulo IV: Propiedades bioactivas de Leathesia marina y optimizacion de
su cultivo

Se evalud la composicidén bioquimica del esporofito de L. marina para su potencial
uso como fuente de compuestos bioactivos optimizandose las condiciones de
cultivo controlado de la especie, cuyos aspectos son fundamentales a la hora de
realizar emprendimientos de maricultura.

Por ultimo se presentan las Conclusiones Generales.



CAPITULO |

Leathesia marina: Filogenia, caracterizacion taxonémicay ciclo

de vida

1. Introduccion

Las algas pardas constituyen un grupo taxondmicamente diverso vy
ecolégicamente importante en los ambientes marinos (Mann 1982, Andersen
1992). Estas algas son de patrticular interés en estudios evolutivos dado que han
desarrollado caracteristicas como una organizacion multicelular y metabdlica
compleja, paredes celulares que contienen varios polisacaridos y alta resistencia
al estrés osmotico, independientemente de otros linajes como Plantae, Fungi y
Metazoa (Charrier et al. 2008).

Varios miembros del grupo también han desarrollado biomoléculas tales como
polisacéaridos y elicitores de defensa que tienen una amplia gama de aplicaciones
en la industria (Klarzynski et al. 2000, McHugh 2003). Por lo tanto, el conocimiento
de las diferentes etapas del ciclo de vida de las algas pardas es esencial para la
optimizacién del cultivo debido a su alto valor comercial.

Los sistemas de clasificacion tradicionales sugieren que las algas pardas han
evolucionado en una trayectoria lineal simple de formas morfolégicas sencillas a
mas complejas (Kylin 1933a, Fritsch 1945, Papenfuss 1953, Scagel 1966, van den

Hoek et al. 1995). El ciclo de vida ancestral implicé la alternancia sexual entre dos



generaciones multicelulares isomorficas (Cho et al. 2004, Kawai et al. 2007,
Phillips et al. 2008).

Sin embargo, luego surgieron diversas variaciones del ciclo béasico y
actualmente se encuentran tres tipos de ciclos, que se diferencian en la morfologia
relativa de las generaciones gametofiticas y esporofiticas: a) alternancia de
generaciones heteromoérficas, b) alternancia de generaciones isomorficas y c)
ciclos de vida en los que el esporofito es la Unica generacion de vida libre (Clayton
1988). Russell (1986) propuso que los diferentes tipos de ciclos de vida son el
resultado de una adaptacion compleja y una solucién exitosa a un problema
ecolégico particular. Las variaciones en el ciclo de vida incluso se pueden
observar dentro de un solo orden algal. Las Ectocarpales contienen no solo
familias con generaciones isomorficas (Acinetosporaceae, Ectocarpaceae), sino
también familias con generaciones fuertemente heteromorficas, donde los
esporofitos  (Scytosiphonaceae) o los  gametodfitos  (Chordariaceae,
Adenocystaceae) son microscopicos (Peters y Ramirez 2001).

Dentro de las Ectocarpales, la familia Chordariaceae es la méas grande y
morfologicamente mas diversa. Sus miembros tienen ciclos de vida heteromorficos
que poseen una alternancia entre un gametofito microscépico haploide y un
esporofito macroscopico erecto que puede ser o no parenguimatoso (van den
Hoek et al. 1995).

El ciclo de vida de las algas pardas representa un conjunto de elementos
particularmente interesantes para explorar la funcion del ciclo de vida en relacion
con las condiciones ambientales (Cock et al. 2014). En los ciclos heteromérficos,

cada una de las fases suelen exhibir un alto grado de independencia y



diferenciacion y muchas veces, cada fase tiene limitaciones ecoldgicas vy
evolutivas Unicas (Schiel y Foster 2006). En numerosas especies de macroalgas
marinas con alternancia de generaciones heteromorficas, una generacién suele
ser mas tolerante a las condiciones ambientales desfavorables (Carney y Edwards
2006).

Estudios previos sobre el ciclo de vida de L. marina revelaron un ciclo de vida
heteromorfico tipico, donde un gametoéfito microscopico alterna con un esporofito
macroscopico (Dangeard 1965, Peters 1987). Kylin (1933 b), informé el desarrollo
de microtalos a partir de esporas producidos por el macrotalo, aunque, no observé
fusion de gametas, ni la regeneracion del macrotalo.

En otros estudios, Dangeard (1969) sugiere que L. marina posee dos
alternativas en su ciclo de vida sexual: un ciclo abreviado con reconstitucién
directa del macrotalo, al asumir que esto ocurre después de la fusion de
meidsporas, ya que no observé las gametas, y un segundo ciclo con una
generacion de gametéfitos microscopicos intermedios.

Sin embargo, actualmente aun existen controversias con respecto al ciclo de
vida de L. marina.

Por otro lado, la determinacion de la ploidia se ha utilizado con frecuencia para
resolver las diferentes etapas del ciclo de vida de las algas y se han desarrollado
varios metodos para analizarla. El conteo de cromosomas es un método clasico
para determinar la fase nuclear. Sin embargo, los estudios cromosémicos muchas
veces utilizan técnicas de tincion que a menudo no son eficaces, debido al

pequefio tamafo de nucleos y cromosomas y la rapidez de la division celular (God
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Ward 1966, Cole 1990). La microespectrofotometria puede usarse para identificar
niveles de ploidia nuclear (Goff y Coleman 1990, Kapraun y Nguyen 1994).

Otro método para determinar el nivel de ploidia nuclear se basa en la relacién
entre el contenido de ADN y el tamafio nuclear (Sparrow y Miksche 1961, Price
1976, Whittick 1986), donde mediante la utilizacién de un fluorocromo para tefir
los nucleos y un sistema de andlisis de imagenes es posible determinar los niveles
relativos de ploidia (Choi et al. 1994). Hace ya un tiempo comenzo0 a utilizarse la
citometria de flujo como un procedimiento para cuantificar el contenido de ADN
nuclear en algas marinas (Le Gall et al. 1993). Esta técnica permite el analisis de
miles de nudcleos en corto tiempo y proporciona una alternativa conveniente al

recuento de cromosomas.

El objetivo formulado para este capitulo fue:

Analizar filogenéticamente las poblaciones de Leathesia marina de Puerto Madryn
y Las Grutas para evaluar la variabilidad genética entre ambas y su relacion con
otras a nivel mundial y el ciclo de vida en cultivo a través de un enfoque integrado

basado en la morfologia de las diferentes fases y sus niveles de ploidia.

11



2. Materiales y métodos

2.1. Area de estudio

Los esporofitos, en adelante llamados macrotalos, de L. marina fueron
recolectados en el intermareal de dos localidades patagonicas: Las Grutas sobre
la costa del Golfo San Matias (40°50'33,09"S - 65°6'59,78"0, Fig. 1a y b) y Puerto
Madryn sobre las costa del Golfo Nuevo (42°46°32,57"S - 62°59'23,49"0, Fig. L ay
c) separadas ambas localidades por 260 km.

Ambos golfos pertenecen al sistema de los tres golfos patagdnicos. La region
de Las Grutas se caracteriza por poseer un clima semiarido, con una temperatura
media de 15°C y precipitaciones que rondan los 250 mm al afio. Los vientos mas
fuertes soplan del cuadrante suroeste. En Puerto Madryn el clima es arido y se
caracteriza por presentar condiciones climaticas mas extremas, con predominio de
fuertes vientos del oeste y baja humedad durante todo el afio (Paruelo et al. 1998).
La precipitaciéon media anual ronda los 239 mm y a temperatura media anual es de
13,4°C.

El régimen de mareas en ambas localidades es semi-diurno. En las Grutas la
amplitud media es de 4,5 m con amplitudes extraordinarias de hasta 7 m y en
Puerto Madryn la amplitud media es de 4,13 con una maxima de 5,86 m (SHN

2014).
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Figura 1. Sitios de muestreo. a. Localizacién del rea de estudio. b. Intermareal de Las Grutas.

Intermareal de Puerto Madryn.
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En ambas regiones existen, ambientes costeros expuestos y moderadamente
expuestos. Las playas muestran una notable alternancia desde extensas playas
arenosas y cantos rodados de poca altura, hasta sectores con barrancas que
dificultan el acceso al mar, formando restingas profundas (Olivier et al. 1966, Piola
y Scasso 1988). El sustrato predominante en la zona intermareal consiste en una
plataforma de piedra caliza consolidada, conocida localmente como "tosca" (Casal
1946) y se caracteriza por la presencia de numerosas pozas de marea. Las orillas
estan cubiertas en su mayor parte por diminutos mejillones como Brachidontes
rodriguezii d'Orbigny (1842) y Perumytilus purpuratus Lamarck (1819); el nivel

inferior estd dominado por Corallina officinalis (Rechimont et al. 2013).

2.2. Preparacién de ejemplares de herbario

Los especimenes recolectados fueron incorporados al Herbario BBB de la
Universidad Nacional del Sur (UNS): AP0073, AP0070, AP0097, AP0098, AP0099,
AP0100.

La preparacion de los ejemplares de herbario consistié en aplicar la técnica de
montaje del material biol6gico, para la cual se lavd el material y extendio a los
macrotalos en una hoja de montaje. Previamente se extrajeron pequefos
fragmentos que fueron fijados en solucion FAA (Formaldehido, Acido acético
glacial y Etanol, en proporcion 8:1:1) para llevar a cabo las observaciones
morfologicas y anatdmicas. También se extrajeron pequefios fragmentos para su

posterior analisis filogenético y realizacion de los cultivos.
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2.3. Morfologia de Leathesia marina

El material fijado conservo la estructura de las células vegetativas y
reproductivas, consiguiéndose caracteristicas de la morfologia y anatémicas.

El tamafio de los macrotalos de L. marina se estimo a través de las variables
altura, diametro y peso escurrido. Se realizaron observaciones microscopicas de
diferentes etapas del ciclo de vida, para distinguir diferentes morfologias,
utilizando un microscopio Nikon Eclipse TE 300 (Tokio, Japdn) equipado con una
camara Nikon FDX 35 y se registraron datos morfolégicos a partir de las imagenes
utilizando el software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,

EE.UU.).

2.4. Analisis filogenético molecular

El analisis filogenético se basd en los datos moleculares, aportados por los
Dres. M. Emilia Croce, Kazuhiro Kogame y Wilfred Santiafiez de la Universidad de
Hokkaido, Sapporo, Japon, quienes extrajeron ADN gendémico de muestras de
macrotalos y microtalos de L. marina pertenecientes a las dos localidades
estudiadas, secadas con silica gel, mediante la utilizacién del Kit de extraccion de
ADN QuickExtract™ FFPE, siguiendo las instrucciones del fabricante. La
amplificacion y secuenciacion de los genes de ADN mitocondrial cox3 y plastidios
rbcL se llevaron a cabo como se describe en Santiafiez et al. (2017). La alineacién
global para los analisis de un solo gen (cox3: 650 pb) y conjunto de datos

concatenados (rbcL: 1.399 pb + cox3: 509 pb = 1.908 pb) se construyeron junto
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con los datos de secuencia disponibles para Chordariaceae en GenBank. Los
andlisis filogenéticos basados en un solo gen y un conjunto de datos
concatenados (divididos por genes y posicién del coddn) se realizaron usando
maxima verosimilitud (ML) y la Inferencia Bayesiana (BI) bajo el modelo GTR + | +
I". Los analisis de ML se llevaron a cabo en RAXML v.8 (Stamatakis 2014) con
1000 datos pseudoreplicados bootstrap a través del Cipres Phylogenetic Portal
(Miller et al. 2010). BI se realiz6 en MrBayes v.3.2.1 (Huelsenbeck y Ronquist
2001) en donde se establecié una marca de 25% antes de calcular los arboles.
Ademas, también se calcularon las diferencias de secuencia por pares (distancias

p) dentro de MEGA v.6 (Tamura et al. 2013).

2.5. Cultivos in vitro

Se iniciaron a partir de fragmentos fértiles de macrotalos que presentaban
esporangios uni y pluriloculares. Estos fragmentos se colocaron en tubos de
ensayo con un cubreobjetos en el fondo, conteniendo agua de mar estéril
enriquecida con medio PES (Provasoli 1968). Este medio es el mas empleado en
el cultivo de algas marinas bentonicas y consiste basicamente en:

)] nitrégeno y fésforo en concentraciones relativamente elevadas,
i) macronutrientes,

iii) micronutrientes,

iv) vitaminas, solucion tampon vy,

V) solucion quelante para iones poco solubles.
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Los metales traza fueron previamente diluidos, mantenidos en congelador y
agregados conforme a dilucion.

Este medio se utilizé diluyendo 2 ml de la solucion madre por litro de agua de
mar. Esta proporcion es recomendable para el caso de algas pequefas, con
buenos resultados de crecimiento. El medio de cultivo se renovd semanalmente,
para evitar cambios de concentraciones de los distintos componentes que lo
integran.

Se incubaron con una intensidad luminica de 25 pmol m? s™ proporcionada por
tubos fluorescentes blancos y monitoreado con un medidor de flujo cuantico
(Apogee MQ-200, Logan, Utah, USA).

El ciclo de vida se estudio bajo dos regimenes de fotoperiodo y temperatura: dia
largo (DL) con 16:8 h. (luz: oscuridad) a 20°C para simular condiciones de verano
y dia corto (DC) con 8:16 h. (luz: oscuridad) a 8°C para simular las condiciones
invernales. Los cultivos fueron observados cada dos dias hasta completar todo el

ciclo de vida.

2.6. Aislamiento de los nacleos y citometria de flujo

Se aislaron los nucleos de talos correspondientes a diferentes fases del ciclo de
vida. Para eso, pequefias porciones se colocaron en una solucion buffer helado
[30 mM de MgCl, 120 mM de citrato trisédico, 120 mM de sorbitol, 55 mM de acido
4-(2-hidroxietil) piperazin-1-etanosulfonico (HEPES) pH 8, EDTA 5 mM
suplementado con 0,1% (v/v) Triton X-100 y bisulfito sédico 5 mM; pH 8,0]

siguiendo a Peters et al. (2004) y se procedid a cortar el talo con bisturi en
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pequefas porciones a fin de disgregarlo completamente, ya que el grado de corte
determina empiricamente la concentracion de ndcleos en la muestra. Luego se
mezcld el homogeneizado pipeteando hacia arriba y hacia abajo varias veces para
evitar la formacién de burbujas. A continuacién, se filtr6 la solucién con filtro de
nylon de 30 pm y luego de 10 pum para evitar el paso de fragmentos de talo.
Finalmente se anadi6é una alicuota de 100 pL de solucion de PlI-ARNasa (yoduro
de propidio (PI), 50 ug /ml, ARNasa 50 ug /ml en agua ultrapura) a la suspension
de nucleos y se midié su contenido de ADN después de 20 min. de incubacién
mediante citometria de flujo FACSCalibur equipada con un LASER arg6n (emision

a 488nm) del INBIOSUR-UNS-CONICET.

2.7. Contenido de ADN de nucleos individuales utilizando microscopia de

fluorescencia

La ploidia nuclear de cada fase del ciclo de vida se estim6 mediante el
contenido de ADN de nucleos individuales utilizando microscopia de fluorescencia.
Se fijaron muestras de diferentes etapas del ciclo de vida con Carnoy (100% de
alcohol etilico: 100% de &cido acético= 3:1) durante al menos 24 h. Luego se
transfirieron a tubos Eppendorfs con alcohol 100% y se mantuvieron a 4°C hasta
que se llevo a cabo el analisis del contenido de ADN nuclear. La determinacion del
nivel de ploidia nuclear basada en la correlacion del contenido de ADN y el
tamafio nuclear, se realizo en nudcleos tefiidos con 4',6 diamino-2-fenilindol (1h. de

incubacion con DAPI) y se midi6 el area de los nucleos usando un software de
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procesamiento de imagenes ImageJ 1.46v (National Institutes of Health, Bethesda,

Maryland, USA).

2.8. Microscopia electronica de barrido (MEB)

Para los estudios con microscopia electronica de barrido (MEB), se fijaron talos
de las distintas fases del ciclo de vida obtenidas en cultivo en glutaraldehido al
2,5% en buffer cacodilato de sodio 0,01 M (pH 7,2) a 5°C durante 2 h.
Posteriormente, se llevaron a cabo tres lavados con el buffer de cacodilato de
sodio (0,005 M) durante 10 min. cada uno. Las porciones fijadas se deshidrataron
en una serie ascendente de acetonas, de 10-100%, siguiendo el protocolo de
Céceres (1995). Las muestras fueron montadas en portaobjetos cubiertos con poli
D-lisina al 0,5%. Finalmente, las muestras se secaron por punto critico durante 1
h. y se cubrieron con oro por medio de pulverizacién catédica 9100 modelo 3
(Pelco, Clovis, California, EEUU), siguiendo a Sorrivas de Lozano y Morales
(1986). Las muestras se observaron con un microscopio electrénico de barrido Leo

Evo 40 (Jena, Alemania) del CCT Bahia Blanca - CONICET.
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3. Resultados

3.1. Clasificacion taxondmica de Leathesia marina

La especie estudiada en esta tesis pertenece a la siguiente clasificacion:
Phyllum: Ochrophyta
Clase: Phaeophyceae
Subclase: Fucophycidae
Orden: Ectocarpales
Familia Chordariaceae
Género: Leathesia S. F. Gray

3.2. Filogenia de Leathesia marina

Los especimenes de L. marina de Las Grutas y Puerto Madryn (Fig. 2) fueron
genéticamente similares y estuvieron estrechamente relacionados con los de
Nueva Zelanda, con solo un 0,3% de divergencia de secuencia. La divergencia de
secuencia intraespecifica en cox3 fue de hasta 7.7%. Estos resultados surgieron
del analisis de un total de nueve secuencias nuevas, que representan ocho
secuencias cox3 y una rbcL, basadas en ocho muestras de macrotalos Leathesia
recogidas en ambas localidades y microtalos provenientes de cultivos.

En relacion a los arboles cox3 y concatenados (Figs. 3 y 4), L. marina de
Argentina formé un clado bien respaldado con sus conespecificos de Nueva

Zelanda, Alemania y Japon.
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3.3. Bioecologia de Leathesia marina

Los macrotalos de L. marina estuvieron presentes de agosto a abril en Las
Grutas y de septiembre a abril en Puerto Madryn, desde finales de invierno hasta
principios de otofio en ambos sitios de muestreo. El resto de los meses, los
macrotalos estuvieron ausentes en la naturaleza.

La poblacién de L. marina estuvo ubicada en el intermareal inferior y se
encontré a menudo como una epifita sobre las matas de C. officinalis (Fig. 5a).
Los especimenes de L. marina colectados en ambos sitios exhibieron el mismo
tipo de ciclo de vida y formas de desarrollo. El ciclo en cultivo, se completd en seis
meses Yy presentd tres morfologias diferentes: dos morfotipos haploides

(microtalos o gametofitos) y un morfotipo diploide (macrotalo o esporofito).
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Figura 2: Leathesia marina en la naturaleza. a. Poblacion de Las Grutas. b. Poblacién de Puerto
Madryn. Barras escala =2,5 cm.
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Leathesia marina Las Grutas AP0097
Leathesia marina LasGrutas*
Leathesia marina Las Grutas AP0098
Leathesia marina Las Grutas AP0100
Leathesia marina Las Grutas AP0099
Leathesia marina Puerto Madryn*
/84 Leathesia marinaPuerto Madryn AP0073 . .
| Leathesia marina Puerto Madryn AP0070 Leath esia marina
AB302154 Leathesia marina New Zealand
AB302150 Leathesia marina New Zealand
EU681453 Leathesia marina
AB302148 Leathesia marina Germany
AB302144 Leathesia marina Japan
L AB302152 Leathesia marina New Zealand
AB302146 Leathesia marina Japan

AB302305 Heterosaundersiella hattoriana

1.0/81 jAB302311 Laminariocolax sp.

AB302311 Laminariocolax sp.

LT546296 Laminariocolax aecidioides

AB302319 Tinocladia crassa

AB302304 Eudesme virescens

0.92/96 (~AB302158 Phaeophysema sphaerocephala
AB302156 Phacophysema sphaerocephala
AB302161 Phaeophysema sphaerocephala

AB302278 Phaeophysema pulvinata

0.97/- AB302289 Botrytella micromora
AB302282 Vimineoleathesia japonica
AB302291 Botrytella reinboldii
AB302317 Punctaria plantaginea

| { EU681459 Punctaria latifolia
EU681434 Asperococcus bullosus

AB302890 Dictyosiphon foeniculaceus

l‘i LT546311 Dictyosiphon sp.
AB302293 Chordaria flagelliformis

L AB302286 Acrothrix pacifica
AB302303 Elachista tenuis

—1_AB548396 Ectocarpus sp.
—1_________AB302313 Neoleptonema sp.

1.0/85 \LC097285 Papenfussiella sp.
0,94/95|_|—LC097283 Papenfussiella sp.
0.85/- 1.0/81 ——LC 097286 Papenfussiella sp.
LC097284 Papenfussiella sp.

]

AB302315 Papenfussiella kuromo

AB302296 Coilodesme japonica

AB302298 Corynophlaea cystophorae
AB302294 Cladosiphon oktamuranus

LT546298 Pylaiella littoralis
LT546309 Pylaiella washingtoniensis

0.87/-

AB302307 Hincksia sp.
EU681451 Hincksia granulosa
FN564524 Kuckuckia spinosa

AB302301 Ectocarpus sp.

AB775249 Stictyosiphon soriferus

0.04

Figura 3. Filogenia de Leathesia marina basada en cox3. Los valores agregados en cada nodo
son Probabilidades Posteriores bayesianas (PP) y “bootstrap” (BP) porcentajes de maxima
verosimilitud. Las lineas engrosadas indican nodos altamente compatibles (PP: = 0.98 y BP: 2
95%). Se eliminan los valores < 80% de PA y < 0,80 PP. Nombres = secuencias generadas
recientemente. * = utilizado en estudios de ciclos de vida.
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Phaeophysema sphaerocephala
0.84/82 MPhaeophysema sphaerocephala
Phaeophysema sphaerocephala
Phaeophysema pulvinata
Botrytella reinboldii
Vimineoleathesia japonica
Botrytella micromora
Laminariocolax sp.

Papenfussiella kuromo

_b Coilodesme japonica
Neoleptonema sp.

Leathesia marina New Zealand
Leathesia marina Argentina
Leathesia marina Japan
Leathesia marina Germany
Leathesia marina New Zealand
Leathesia marina New Zealand
Leathesia marina Japan
Elachista tenuis

0.99/- Cladosiphon okamuranus
Punctaria plantaginea
Heterosaundersella hattoriana

0.90/-
I Corynophlaea cystophorae
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i 66 Eudesme virescens
_{—— Tinocladia crass
Acrothrix pacifica
Dictyosiphon foeniculaceus
Chordaria flagelliformis
1.0 Kurogiella saxatilis
Hincksia sp.
— Pylaiella littoralis
Ectocarpus sp.
Scytosiphon lomentaria
Asterocladon rhodochortonoides
Laminaria digitata

0.98/-

0.98/80

0.05

Figura 4. Filogenia de Leathesia marina basada en secuencias concatenadas (cox3 + rbclL).
Los valores agregados en cada nodo son Probabilidades Posteriores bayesianas (PP) y bootstrap
(BP) porcentajes de maxima verosimilitud. Las lineas engrosadas indican nodos altamente
compatibles (PP: = 0.98 y BP: 2 95%). Se eliminan los valores < 80% de PAy < 0,80 PP. Nombres
= secuencias generadas recientemente.
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3.4. Descripcién del macrotalo de L. marina

Los macrotalos jovenes de L. marina son globosos y se expanden
superficialmente para convertirse en un talo rugoso (Fig. 5a). Los mismos
presentaron un didmetro (min - méx) de 1,7 — 4,5 cm, una alturade 0,8 — 1,2 cmy
un peso escurrido de 3,7- 0,3 g.

En corte transversal, la zona medular estuvo compuesta por tres capas de
células hialinas de paredes delgadas (primer orden, segundo orden y tercer
orden). Estas células dieron origen a otras mas pequefias y se dividieron
dicotbmicamente hacia la superficie (Fig. 5b). La capa medular mas externa
presentd células oblongas con células de primer orden de 27 - 32 ym de largo y 18
- 19.5 um de ancho y células de segundo orden de 38,2 - 49 ym de largo y 27,6 -
32,7 ym de ancho (Fig. 5c). Las células medulares de tercer orden se ubicaron en
las capas inferior y media; presentaron forma irregular con anastomosis y midieron
entre 60,8 - 72,2 ym de largo y 37,8 - 45 ym de ancho (Fig. 5d).

La capa subcortical estuvo formada por células similares a las células
medulares, excepto que fueron mas pequefias (14,5 — 17,1 ym x 9,2 - 11 ym) y
presentaban filamentos asimiladores unidos (Fig. 5b). La capa cortical de L.
marina estuvo formada por filamentos asimiladores que se intercalaron con los
esporangios uniloculares y pluriloculares (Fig. 5¢). Esos filamentos asimiladores
presentaron de tres a cuatro células y nacieron en tripletes o individualmente
sobre las células subcorticales. La célula terminal vari6 de ovoide o globosa y
contuvo numerosos cloroplastos (Fig. 5¢), mientras que las células medulares mas

internas fueron estrelladas y sin cloroplastos (Fig 5d). También presenté pelos
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hialinos dispersos que crecieron solitarios en la superficie del macrotalo y se
originaron en las células medulares mas externas (Fig. 5e). Los esporangios
pluriloculares uniseriados de 24,5 - 35 ym largo x 5,2 - 6 ym de ancho se formaron
solos o en tripletes de células subcorticales. Los esporangios uniloculares ovoides
y sésiles de 19,4 - 35,2 ym de largo x 12,4 - 16,7 um de ancho se formaron a

partir de las células basales de los filamentos asimiladores (Fig. 5¢).
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Figura 5. Macrotalo de Leathesia marina a. Macrotalo (flecha blanca) epifito de Corallina
officinalis (flecha negra). b. Macrotalo en CT; filamento asimilador (flecha negra); células medulares
de primer (1), segundo (2) y tercer orden (3). c. Esporangio unilocular en la célula basal del
filamento asimilatorio (flecha negra); células medulares de primer orden (1) y de segundo orden (2);
esporangios pluriloculares uniseriados con numerosos loculi (flecha blanca); célula ovoide con
numerosos cloroplastos (cabeza de flecha). d. Detalle de una célula medular de tercer orden en
seccion transversal que muestra forma irregular. e. Pelos naciendo de células medulares. f.
Macrotalo liberando esporas (flecha negra). Barras de escala: a= 1,5 cm. b, c y e= 20 ym. d, f =10
pum. CT: corte transversal.
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3.5. Morfologia de L. marina en cultivo bajo el régimen “dia largo” (DL)

Los cultivos fueron iniciados a partir de esporangios provenientes de los
macrotalos (Fig. 5f). Bajo condiciones de dia largo, de los esporangios
pluriloculares, por mitosis, se formaron plurisporas diploides de 2 - 2,4 um de
longitud con un estigma y dos flagelos heterocontos que no se desarrollaron (Fig.
6a).

De los esporangios uniloculares, por meiosis, se originaron unisporas de 0,9 -
1,5 um de longitud, también con un estigma y dos flagelos heterocontos que se
liberaron después de 12 h de incubacién y se asentaron 12 h después de su
liberacion. Estas germinaron de forma unipolar y se observaron dos tipos de
crecimiento del talo: tubular con divisiones transversales a lo largo del tubo
germinal, uniseriado, ramificado (Fig. 6b) y bilobular con divisiones radiadas
formando discos pequefios (Fig. 6¢). Ambos tipos de crecimiento generaron
microtalos globosos que no superaron los 3 mm de diametro (Figs. 6d-h). Estos
resultaron ser esporofitos haploides que se caracterizaron por presentar una
estructura medular similar a la del macrotalo diploide, con células medulares de
primer (9 - 12 um longitud x 9 - 10 um ancho), segundo (16 - 21 um de longitud y
13 - 17 pm de ancho) y tercer orden (24 - 32 um de longitud y 13 - 17 um de
ancho). En la zona cortical nacen, filamentos asimiladores cortos de 2 a 3 células
(7 - 5 um de longitud), pelos y esporangios pluriloculares biseriados (15 - 30 um
longitud x 3 - 5 um ancho) (Fig. 6i). La esporogénesis en estos microtalos
globosos ocurrio después de 20 dias de incubacién. Una vez liberadas las

esporas, éstos se desprendieron del sustrato dejando su descendencia de nuevos
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microtalos idénticos a sus talos progenitores, repitiendo el mismo ciclo asexual

bajo las condiciones de DL.

Figura 6. Ciclo de vida de Leathesia marina en cultivo: desarrollo de microtalo globoso. a.
Plurisporas originadas a partir del macrotalo: libre (flecha negra), nétense los dos flagelos
heterocontos y plurispora asentada (flecha blanca). b. Primeros estadios filamentosos en la
formacion del microtalo globoso. c. Primeros estadios discoides en la formacion del microtalo
globoso d. Etapa méas avanzada de b, obsérvese que comienza a desarrollar la estructura medular
y formacion de pelos (flecha negra). e y f. Etapas mas avanzadas de c, con comienzo del
desarrollo de la estructura medular y pelos (flecha negra). g. Microtalo globoso maduro. h. Detalle
de las células medulares en seccion transversal del microtalo globoso. i. Esporangios pluriloculares
(flecha negra). Barras escalas: a=5um; b, ¢, d, e, f,i =10 pm; f, h=30 pm; g = 1,5 mm. MO: a, b,
c,d, e, h,i. MEB: f, g.

29



3.6. Morfologia de L. marina en cultivo bajo régimen “dia corto” (DC)

Las unisporas generadas en el macrotalo se liberaron después de 24 h de
incubacion y se establecieron después de 12 h. Durante la F1 estas dieron origen
a microtalos globosos con la misma estructura que en el régimen DL. La
esporogénesis en los microtalos globosos en este régimen ocurrié después de 25
dias de incubacién. Sin embargo, durante la F2 las plurisporas de los microtalos
globosos (Fig. 7a), provenientes de esporangios pluriloculares, originaron una
generacion gametofitica caracterizada por microtalos filamentosos uniseriados
postrados con células cilindricas de 8 - 12 um de longitud y 4 - 6 um de ancho
(Figs. 7 a-d). Estos microtalos postrados permanecieron en latencia, sin
gametogénesis en el régimen DC por un periodo largo de 18 meses (Figs. 7 c-d).
Sin embargo, cuando fueron pasados a condiciones de DL, formaron gametangios
pluriloculares biseriados de 20 - 30 um longitud y 6 - 8 um de ancho (Figs. 7 e-f).
Los gametos desarrollados en microtalos postrados maduros se liberaron después
de 24 h de incubacién y se fusionaron después de 12 h (Figs. 8 a-c), generando
macrotalos (2n) bajo las condiciones de DL (Figs. 8 d-f).

Un resumen del ciclo de vida en condiciones de cultivo DL y DC se presenta en

Fig. 9.
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Figura 7. Ciclo de vida de Leathesia marina en cultivo: desarrollo del microtalo postrado. ay
b. Microtalo postrado originado de esporas (flecha negra) producidos en microtalo globoso. c y d.
Microtalo postrado maduro en latencia. e. Gametangio plurilocular del microtalo postrado en
régimen DL. f. Liberacion de gametas (flecha negra). Barras escalas: a, b, e, f = 10 ym; ¢ = 20 ym.;
d =30 um. MO: a, b, c, e, f. MEB: d.
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Figura 8. Ciclo de vida de Leathesia marina en cultivo: fecundacién y desarrollo del
macrotalo. a-c. Singamia. Secuencia de la misma. d y e. Macrotalos jévenes nacidos después de
la fusion de gametos. f. Seccion trasversal de un macrotalo joven. Barras escalas: a,b y c =5 ym;
d=20uym; e =3 mm; MO: a, b, c,eyf.
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Figura 9. Ciclo de vida de L. marina bajo condiciones de Dia Corto (DC) y Dia largo (DL)
mostrando tipo de germinacion, talo generado y reproduccion.
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3.7. Ploidia de las distintas fases en talos adultos

La citometria de flujo se utilizé para analizar la ploidia en estadios adultos,
comparando las diferentes morfologias que conforman el ciclo de vida de L.
marina. En un histograma de ADN tipico, un pico representara células en la fase
G1 del ciclo celular, seguido de una meseta o fase S y un segundo pico, con el
doble del valor representara células en estadios posteriores a la replicacion del
ADN en la fase G2/M. Los individuos diploides fueron representados por el
esporofito, cuyas células en G1 producen grandes picos 2C y cuyas células en G2
producen picos 4C mas pequefios (Fig. 10 a). El microtalo globoso sexualmente
maduro presenté nucleos 1C y 2C (Fig. 10 b). Sin embargo, las muestras de
microtalos postradas en condiciones de latencia presentaron solo nucleos en la

fase G1 con picos 1C, sin division celular (Fig. 10 c).

34



Citometria de flujo

(o))
o

600-
400-

200-

0.

250
200-
150-
100-

50-

-
N
%

N

NuUmero de nucleos
((o]
&

w
o

400

0C

" 400

Fluorescencia ADN

Ciclo de vida de Leathesia marina

Macrotalo (2n)

-

-
N

®.

Microtalp postrado (n)

Latencia
(sin gametogénesis) gametas=singamia

R |

zigoto

®_

Figura 10. Contenido de ADN nuclear en talos adultos de Leathesia marina estimada con
citometria de flujo. a. Poblacidon de esporofitos (macrotalo) que contiene nucleos 2C y 4C. b.
Poblacion de esporofitos haploides (microtalo globoso) que contienen principalmente nucleos 1C y
una pequefa cantidad de nucleos 2C. c. Poblaciones de gametdfitos del microtalo postrado en
latencia con solo nucleos 1C. Referencias: DC: dia corto; DL: dia largo; R!: meiosis; F1: primera

generacion; F2: segunda generacion; GP: gametangio plurilocular.
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3.8. Ploidia de las diferentes morfologias del ciclo de vida de L. marina

La tincion con DAPI permitio distinguir los cambios en el nivel de ploidia durante
las diferentes fases que componen el ciclo de vida de L. marina.

Las esporas presentaron un area de seccion transversal nuclear fluorescente de
1,26 + 0,02 ym? (media + EE) (Fig. 11 a), formaron microtalo globoso, cuyo area
nuclear fue de 1,83 + 0,03 um? (Fig. 11 b). En el régimen DC, el microtalo globoso
origind un nuevo microtalo postrado filamentoso uniseriados con un &rea
fluorescente nuclear de 1,78 + 0,03 ym? (Fig. 11 c). En ambas morfologias de
microtalo no se observaron diferencias significativas de las areas nucleares (F;
200)= 0,606, P = 0,43). Las gametas presentaron areas nucleares fluorescentes de
0,9 + 0,02 pm? (Fig.11 d) y los zigotos nuicleos (Fig.11 e) con un &rea de secci6n
transversal de 3,6 + 0,12 ym? significativamente mayor que el &rea de los gametos
(Fa:. 76y = 792,4; P < 0,001). Los zigotos luego desarrollaron talos jovenes con
areas transversales nucleares de 3,45 + 0,09 ym? (media + EE) que finalmente

crecieron y se transformaron en nuevos macrotalos 2n (Fig. 11 f).
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Figura 11. Cambios de ploidia de diferentes fases del ciclo de vida de Leathesia marina
registrados por fluorescencia de areas transversales nucleares. Los histogramas muestran las
distribuciones del contenido de ADN, y picos (n) y (2n). a. Esporas de macrotalo. b. Microtalo
globoso. c. Microtalo postrado. d. Gametos libres antes de la fertilizacion. e. Zigotos en fusion
nuclear. f. Macrotalos jovenes.
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Discusioén

Inagaki (1958) clasifico a Leathesia en dos secciones: seccion Leathesia y
seccion Primariae. La seccion Leathesia difiere de Primariae sobre la base de la
presencia de células medulares irregulares y anastomosis en la region inferior y
media, asi como una disposicion dicotdmica en la parte superior con células
redondeadas o alargadas (Fritsch 1945, Fletcher 1987, Womersley 1987). Por el
contrario, la seccién Primariae, representada por Leathesia primaria Takamatsu,
presentan largas células elipticas que se adhieren fuertemente entre si y carecen
de anastomosis, con disposicion di- tricotémica (Takamatsu 1939, Inagaki 1958) e
incluia a Leathesia sphaerocephala Yamada y Leathesia japonica Inagaki. Sin
embargo, la similitud morfolégica entre las dos secciones dificulto la identificacion,
generandose especies cripticas con morfologias similares o estados cripticos con
ciclos de vida heteromorficos.

Estudios filogenéticos y morfologicos en el género Leathesia (Tanaka et al.
2010) revelaron la existencia de un clado polifilético generando la necesidad de
una revision completa de las especies, dando como resultado el surgimiento de
nuevos géneros. Especies que pertenecian a la seccién Primariae, como L.
sphaerocephala y L. japonica, actualmente se reconocen en nuevos géneros,
siendo renombradas como Phaeophysema sphaerocephala (Yamada) A. Tanaka,
S. Uwai et H. Kawai, antes L. sphaerocephala y Vimineoleathesia japonica

(Inagaki) A. Tanaka, S. Uwai et H. Kawai, antes L. japonica.
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L. marina, la especie estudiada en esta tesis, es reconocida como sinébnimo de
Leathesia difformis Areschoug (1847), aunque por el Principio de Prioridad
corresponde llamarla Leathesia marina (Lyngbye) Decaisne (1842).

Los datos moleculares analizados permitieron confirmar la identidad de la
especie tanto en la etapa macroscopica como microscopica y la similitud genética
de ambas poblaciones estudiadas. Ademas, los analisis filogenéticos también
revelaron que L. marina de la Patagonia estan estrechamente relacionados con L.
marina de Nueva Zelanda, con solo un 0,3% de divergencia.

Muchos organismos con ciclos de vida heteromorficos muestran marcadas
diferencias morfologicas, fisioldgicas y ecoldgicas entre las diferentes fases
(Couceiro et al. 2015).

Durante el presente estudio el ciclo de vida de L. marina de Las Grutas y Puerto
Madryn exhibié las mismas formas de desarrollo y morfologias revelando la
presencia de tres morfologias diferentes que involucran un macrotalo diploide y
dos microtalos haploides. Otros autores también informaron algunas de estas
morfologias. Por un lado, Kylin (1933a) y Cole et al. (1968) detectaron un microtalo
globoso y su regeneracién durante varias generaciones en cultivo. También
Dangeard (1965) encontré un microtalo postrado. Sin embargo, el ciclo de vida
completo, no se habia informado hasta la fecha y no existian referencias con
respecto a la fusion de gametos, ni regeneracion de los macrotalos.

La amplia variedad de morfologias, durante el ciclos de vida de muchas algas
pardas, generalmente solo pueden detectarse en condiciones ambientales

especificas y en algunos casos extremas (Cock et al. 2014, Luthringer et al. 2014).
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Este estudio demostrd que, bajo las condiciones de cultivo DL y DC, el ciclo de
vida de L. marina se vio afectado por la temperatura y el fotoperiodo, y que las
generaciones haploides prevalecieron sobre las diploides. Segun Klinger (1993),
esta prevalencia de la fase haploide no debe interpretarse como una ventaja
evolutiva, ya que en muchos taxones los ciclos de vida haplo-diploide son una
estrategia evolutivamente estable, con los beneficios genéticos de ambas fases.
La ventaja genética de la fase diploide radica en que, casi todas las mutaciones
deletéreas dentro del genoma estan enmascaradas, porque la gran mayoria de las
mutaciones que afectan el “fitness” son principalmente recesivas (Crow y Kimura
1965). Sin embargo, las mutaciones se eliminan de manera mas eficiente en los
organismos haploides, por lo tanto, las poblaciones haploides tienden a tener
menos mutaciones y tienen una aptitud més alta que las poblaciones diploides
(Otto y Marks 1996, Mable y Otto 1998).

La presencia de dos microtalos con diferentes estrategias reproductivas brinda
a esta especie la posibilidad de explotar una gama mas amplia de condiciones
ambientales. Algunos autores sugirieron la hipétesis, que explica que la estabilidad
evolutiva de los ciclos de vida haplo-diploides se debe a la capacidad, de las
diferentes fases, para adaptarse a diferentes nichos, permitiendo que estas
especies sobrevivan en un entorno fluctuante. Aqui, las diferencias entre nichos se
entiende en un sentido amplio y pueden incluir factores abioticos (por ejemplo,
estacionales) y bidticos (por ejemplo, patdgenos y competidores) (Lubchenco y
Cubit 1980, Zupan y West 1990, Cunningham et al. 1993).

El microtalo globoso (esporofito haploide) de L. marina produjo estructuras

fértiles a los 20 - 30 dias, y originé asexualmente un microtalo postrado solo bajo
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condiciones invernales, aunque, en condiciones de verano generé también
asexualmente la regeneracion de un nuevo microtalo globoso. Este fenémeno
también fue observado en Ectocarpus siliculosus (Dillwyn) Lyngbye, donde
meidsporas se convierten en esporofitos en lugar de gametofitos dando origen a
esporofitos haploides, que su vez repiten esta fase durante sucesivas
generaciones (Muller y Schmidt 1988, Peters et al. 2004, Coelho et al. 2011). A su
vez, por la capacidad del microtalo globoso de subsistir a condiciones de verano e
invierno, se lo podria considerar como una fase transicional, que se reproduce
constantemente hasta que las condiciones sean las adecuadas para formar el
microtalo postrado.

El microtalo postrado, por otro lado se puede mantener en latencia por periodos
superiores a un afio, aunque produce gametogénesis en condiciones de verano. El
mismo comportamiento también fue observado en otras algas pardas como
Glossophora kunthii (C. Agardh) J. Agardh y Dictyota dichotoma (Hudson) J.V.
Lamouroux, donde las bajas temperaturas inhiben la formacién de estructuras
reproductivas (Hoffmann y Malbran 1989, Hwang et al. 2005). Los microtalos
postrados podrian proporcionar una mayor proteccion y estabilidad en el medio
ambiente (Cunningham et al. 1993) y le brinda a la especie la capacidad de
sobrevivir largos periodos desfavorables hasta que mejoren las condiciones
ambientales. Ademas, Carney y Edwards (2006) han sefialado que las algas
marinas que entran en latencia en forma de gametofitos haploides, en lugar de
esporofitos diploides, una vez que reanuden su desarrollo, es posible que se
reproduzcan con individuos no emparentados que se acumulen con el tiempo,

disminuyendo asi las posibilidades de autofecundacion. De esta manera esta fase
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es crucial para la persistencia de las poblaciones que habitan en entornos
temporalmente variables.

A su vez, la fase diploide que aparece en las condiciones de verano nunca deja
de estar presente en el ciclo de vida de L. marina, lo que brinda ventajas genéticas
de tener dos conjuntos de cromosomas homadlogos y una tasa alta de mutaciones
beneficiosas (Crow y Kimura 1965).

Estas caracteristicas en el ciclo de vida de L. marina, le permiten una buena
adaptacién al clima extremo de la Patagonia cuyos fuertes vientos secos,
combinados con poca lluvia, le otorgan a la zona intermareal patag6nica uno de
los lugares de mayor estrés por desecacion registrado para las comunidades
costeras rocosas (Bertness et al. 2006). En condiciones naturales se evidencio un
solapamiento temporal entre las fases microscopica y macroscopica en los
estudios demogréficos realizados de esta especie en Puerto Madryn (Poza et al.
2017). Durante esos meses también se observdO un mayor rendimiento
reproductivo de la fase macroscépica, con gran aumento en el namero de
esporangios Yy liberacién de esporas. Este hecho coincidio con los meses donde se
encontraron los microtalos en la naturaleza y la llegada de los meses mas frios,
cuando el macrotalo desaparece. Una condicién importante para que las etapas
microscoépicas de macroalgas sobrevivan cuando las formas macroscoépicas estan
ausentes es que las etapas microscopicas tienden a ser mas tolerantes a las
condiciones desfavorables de luz, temperatura y nutrientes como ya lo sefialaran
Chapman y Burrows (1971), Wiencke y tom Dieck (1989, 1990); Hoffmann y

Santelices (1991). Sin embargo, estas etapas son muy sensibles a otros factores
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como la sedimentacion (Devinny y Volse 1978) y el pastoreo de invertebrados
(Dean et al. 1988, Leonard 1994).

La observacion y el analisis del desarrollo de las etapas del ciclo de vida de L.
marina en diferentes condiciones de cultivo, realizados en este estudio, resultd ser
el enfoque mas adecuado para dilucidar su ciclo de vida y al haber sido
combinado con técnicas especificas para la determinacion de la ploidia
proporciond la posibilidad de lograr un entendimiento integral del mismo.

L. marina es un buen ejemplo de organismo con un ciclo de vida heteromorfico,
con diferentes morfologias que implican estados transitorios (microtalo globoso) y
en reposo (microtalo postrado). Estas caracteristicas permiten a la especie
sobrevivir largos periodos desfavorables y recuperarse después de graves
perturbaciones. Por ello, la comprensién de los ciclos de vida y el desarrollo de los
estados microscopicos de las macroalgas es fundamental para la proteccion de las

poblaciones naturales.
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CAPITULO Il

Leathesia marina: Fenologia y dindmica poblacional

1. Introduccién

En los ambientes marinos, sobre todo en la zona intermareal rocosa, las algas
se encuentran sometidas a presiones ejercidas tanto por el entorno fisico, como
por la competencia con otras algas y la depredacion (Littler y Littler 1980,
Lubchenco y Cubit 1980). Estas presiones generan una amplia variedad de
adaptaciones, que influyen en la evolucion de los ciclos de vida, en los patrones
fenolégicos y morfologias de las algas, la dindmica poblacional y las
probabilidades de supervivencia (Istock 1967). En estos ambientes es comun el
desarrollo de fases de vida alternativas, como una adaptacién crucial para
sobrevivir en ambientes variables y para establecer patrones espaciales en fases
adultas (Swanson y Druehl 2000).

El surgimiento y la evolucion de los ciclo de vida heteromérficos comprende el
desarrollo secuencial de distintas fases, en una misma especie de alga, con
marcadas diferencias en la morfologia (Littler y Littler 1980). Las algas marinas
con estos ciclos de vida muestran un alto grado de independencia y diferenciaciéon
entre las diferentes fases. Cada fase tiene limitaciones ecolégicas y evolutivas

Gnicas, y debe ser capaz de sobrevivir y reproducirse (Schiel y Foster 2006). Una
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ventaja del ciclo de vida heteromérfico es que las dos fases pueden explotar
nichos ecolégicos, que difieren en temperatura, fotoperiodo, competidores o
presiones por herbivoria (Lubchenco y Cubit 1980, Zupan y West 1990,
Cunningham et al. 1993).

La diferenciacién espacio-temporal entre las dos generaciones fue estudiada
por Hughes y Otto (1999), utilizando el modelo de competencia Lotka-Volterra
entre especies (Lotka 1925, Volterra 1926). Estos autores determinaron que la
diferenciacion de nichos entre las dos fases era necesaria para prevenir la
competencia de una fase con la otra, evitando de ese modo la pérdida de una de
las dos generaciones.

En muchas especies de macroalgas marinas, una etapa del ciclo de vida es
mas tolerante a condiciones ambientales desfavorables (Couceiro et al. 2015). Las
algas rojas y las pardas a menudo muestran diferencias ecoldgicas entre una
etapa de reposo resistente al estrés bidtico o abibtico y una etapa efimera de
crecimiento rapido, que aparece cuando las condiciones estacionales son
adecuadas (Carney y Edwards 2006, Vergés et al. 2008).

La capacidad de las algas para sobrevivir largos periodos en condiciones
ambientales desfavorables y para recuperarse tras perturbaciones graves, es
crucial para la persistencia de las poblaciones en estos entornos temporalmente
variables (Carney y Edwards 2006).

Muchas especies de algas dependen de las etapas microscopicas para
sobrevivir periodos de estrés ambiental y producen nuevas etapas macroscopicas
cuando las condiciones mejoran (Hoffmann y Santelices 1991, Edwards 2000).

Las etapas microscopicas tienden a ser mas tolerantes a condiciones de luz,
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temperatura y nutrientes desfavorables (Chapman y Burrows 1971, Nakahara
1984, Wiencke y tom Dieck 1989, 1990). En las algas pardas con dindmica
poblacional anual, el desarrollo prolongado de las etapas microscopicas es critico,
porque los talos macroscopicos pueden estar ausentes durante varios meses
(McConnico y Foster 2005, Schiel y Foster 2006). Estas formas microscopicas
representadas por el gametofito, presentan una vida util mas larga que contrasta
con las fases macroscopicas, esporofiticas con una vida Gtil relativamente efimera.
Por su parte el esporofito se caracteriza por presentar una mortalidad elevada que
compensa con una gran produccion de esporas; esto permite colonizar
rapidamente diferentes sustratos dentro de un ambiente variable (De Wreede y
Klinger 1988).

Leathesia marina es una macroalga cosmopolita que se encuentra en las
comunidades rocosas intermareales de climas templados a frios. En el Atlantico
Norte se estd presente en las costas de Isla de Terranova en Canada Céliz en
Espafia, Gran Bretafia, Portugal, en Atlantico Sur en Argentina y en Sudafrica. En
el Pacifico Norte en Japon, Estados Unidos y Canada y en el Pacifico Sur en
Australia, Nueva Zelanda, Tasmania, Chile. Aunque esta especie no ha sido citada
en aguas tropicales y subtropicales, como asi tampoco en la Antartida. En nuestro
pais fue citada para Tierra del Fuego y la Patagonia como L. difformis (Skottsberg
1921, Quartino y Boraso de Zaixso 1996, Feldman et al. 1999).

Esta especie tiene un ciclo de vida heteromorfico, alternando entre una fase
microscopica, gametofitica y una fase esporofitica macroscopica (Sauvageau
1925, Kylin 1933a, Dangeard 1965, Peters 1987). Hasta la fecha, pocos estudios

han relacionado las caracteristicas y dinAmica del ciclo de vida de L. marina con
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los patrones fenolégicos y morfolégicos (Chapman y Goudey 1983, Quartino y
Boraso de Zaixso 1996). Por lo tanto, para este capitulo el objetivo formulado fue:
Analizar temporalmente las variaciones morfologicas y reproductivas del esporofito

y gametoéfito de Leathesia marina y su dindmica poblacional en relacion a las

variaciones ambientales.
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2. Materiales y métodos

2.1. Areade estudio

El muestreo se llevo a cabo en Punta Este (42°46'32.57" S, 62°02'59'23.49" O)
en la costa este del Golfo Nuevo, Chubut, de diciembre de 2013 a noviembre de
2014 (Fig. 12).

La precipitacion media anual durante el periodo estudiado fue de 239 mm y la
temperatura media anual de 13,4°C. Los vientos del oeste tuvieron una velocidad
media anual de 16,6 km h™ y alcanzaron 90 km h™. Estos vientos fuertes y secos,
combinados con pocas precipitaciones, hacen de la zona intermareal patagodnica
un lugar con alto estrés por desecacion para las comunidades costeras rocosas
(Bertness et al. 2006).

La temperatura del agua de mar varié entre 17,5°C en verano y 9,8°C en
invierno, con un promedio anual de 13,4°C. Las horas de luz estuvieron dentro de
un rango de 15 h en verano y 9 h en invierno. La radiacion solar fue maxima en
verano (8342 W m™) y minima en invierno (1584 W m™). El régimen de mareas es
semidiurno, con una amplitud maxima de 5,86 m y un promedio anual de 4,13 m
(SHN 2014). En este estudio, los parametros ambientales como la temperatura del
agua de mar, la duracion del dia y la radiacién solar, fueron proporcionados por el
Estacion Meteoroldgica Automatica del Laboratorio de Climatologia del CENPAT-

CONICET.
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Figura 12. Mapa de sitio de muestreo. Localizacion y vistas del area de estudio ubicada en
Punta Este, Golfo Nuevo, Chubut.
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2.2. Dinamicade la poblacion de L. marina

Para evaluar la dindmica de la poblacién se trabajé con andlisis fotogréfico de
parcelas, sin eliminacion de los macrotalos. Para ello, se colocaron
aleatoriamente, en la zona intermareal baja, seis cuadrantes fijos (25 cm x 25 cm)
y se fotografiaron cada 15 dias durante un afio. Se determinaron diferentes
parametros demograficos como: densidad, cobertura, supervivencia, mortalidad de
los macrotalos. La densidad y cobertura del macrotalo se evalué en cada
fotografia de los cuadrantes utilizando el software de procesamiento de imagenes

ImageJ 1.46v (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EEUU).

2.3. Preparacién de la tabla de vida y supervivencia

Los datos de supervivencia se usaron para elaborar una tabla de vida de
cohortes (Deevey 1947), la cual se construyd realizando un seguimiento de los
individuos vivos durante 120 dias, a intervalos de 15 dias, desde enero hasta abril.
Los meses restantes no se consideraron, ya que L. marina no estuvo presente en
la naturaleza como macrotalo durante ese tiempo.

A partir del conteo de los individuos se obtuvo una tasa tedrica de
supervivencia (ly) para intervalos (x) periédicos de 15 dias. A partir de este valor,
se obtuvieron los restantes valores que constituyeron la tabla de vida y cuyo

significado y forma de célculo fue el siguiente:
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ny: NUumero de supervivientes al inicio del intervalo de edad x. Hemos
considerado que en el momento inicial (x = 0) correspondiente a enero.

lx: Tasa teérica de supervivencia. Es la proporcion de individuos que
sobreviven al inicio del intervalo x.

dx: Namero de individuos que murieron entre el intervalo x y el siguiente, es
decir, entre x y x+ 15.

d, =n, —n, +15

gx. indice de mortalidad durante el intervalo x y x + 15.

Qx = dy /Ny

Lx: Numero promedio de individuos vivos, durante el intervalo de edad que
va desde xa x + 15

_ (ne +n, +15)
B 2

Ly

Tx. Expresa el niamero de individuos por unidades de tiempo. Es decir,

numero de individuos x 15 dias.

ex. Esperanza de vida media adicional para los individuos que estan vivos
al comienzo de edad x.

ex = Tx /Ny
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2.4. Abundancia de microtalos

Considerando que los microtalos de L. marina crecieron asociadas al macrotalo,
su abundancia fue calculada determinado la presencia 0 ausencia en un area de

3 mm x 3 mm sobre 20 macrotalos recolectados al azar cada mes.

2.5. Morfologia y reproduccién de Leathesia marina

Para describir las estructuras vegetativa y reproductiva de las dos fases de L.
marina, 20 macrotalos y microtalos asociados fueron recolectados aleatoriamente
cada mes. Las muestras se almacenaron en bolsas de plastico durante la noche a
5°C. Al dia siguiente, cada muestra se lavd cuidadosamente con agua de mar para
quitar la arena adherida y luego se fijaron en solucion FAA (Formaldehido, Acido
acético glacial y Etanol-proporcién 8:1:1).

En cada macrotalo se registraron tres variables morfolégicas vegetativas:
diametro maximo (cm), altura maxima (cm) y peso escurrido (g). De cada uno de
ellos, pequefas secciones de 3 mm x 3 mm fueron seleccionados al azar para el
posterior analisis mediante microscopia Optica de estructuras vegetativas y
reproductivas.

Las estructuras vegetativas internas consideradas fueron longitud y ancho de
las células subcorticales y medulares (primer, segundo y tercer orden), longitud y

ancho de los filamentos asimiladores y ancho de los pelos.
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Las estructuras reproductivas fueron: numero, longitud (um) y ancho de
esporangios uniloculares y pluriloculares (um); y numero de loculos en
esporangios pluriloculares biseriados y uniseriados.

En los microtalos, las variables medidas fueron: longitud (um) y ancho de las
células de los filamentos prostrados (um); numero, longitud (um) y ancho de
gametangios pluriloculares (um) y numero de Iéculos.

Ademas se estimé el estado reproductivo de macrotalos y microtalos en 20
especimenes por mes. Para este propoésito, se seleccionaron al azar cinco
transectas de 125 um por talo (total de 625 um por talo), donde se cuantificaron
los esporangios uniloculares y pluriloculares en macrotalos y gametangios en los

microtalos usando microscopia 6ptica con 400x de aumento.

2.6. ldentificacion del microtalo

Para confirmar la identidad de los microtalos asociados con el macrotalo de L.
marina, se realizaron cultivos in vitro. Para este propdsito, se seccionaron
fragmentos reproductivos de microtalos y se enjuagaron cuidadosamente con
agua de mar estéril. Los fragmentos se colocaron en tubos de ensayo con un
cubreobjetos en el fondo, conteniendo agua de mar enriquecida con medio PES
(Provasoli 1968). El cultivo fue realizado a 20°C con un régimen de luz/oscuridad
de 16:8 h para simular las condiciones del verano y una intensidad de luz de 25
pumol m? s™ proporcionada por tubos fluorescentes blancos frios, la cual fue
monitoreada con un medidor de flujo cuantico (Apogee MQ-200, Logan, Utah,

EEUU).
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Bajo las condiciones anteriormente mencionadas, se observé y monitored la
liberacion y fusiébn de gametas y posterior crecimiento de los zigotos adheridos a
los cubreobjetos. Los cultivos fueron observados hasta la formacion de la fase

esporofitica.

2.7. Microscopia electronica de barrido (MEB)

Para los estudios con microscopia electronica de barrido (MEB), se fijaron
fragmentos de macro y microtalos en glutaraldehido al 2,5% en buffer cacodilato
de sodio 0,01 M (pH 7,2) a 5°C durante 2 h y se procedié con la misma la

metodologia explicada en el capitulo 1.

2.8. Analisis de los datos

Cada conjunto de datos se examind para determinar la normalidad usando la
test de Shapiro-Wilk y probar la homocedasticidad de la varianza usando el test de
Barlett. Para evaluar las diferencias en la poblacion de L. marina, se examinaron
los parametros vegetativos y reproductivos de los macrotalos y microtalos usando
andlisis de varianza (ANOVA) seguido de comparaciones mdltiples utilizando el
test de diferencia honestamente significativa de Tukey (HSD de sus siglas en
inglés).

La curva de supervivencia se ajustd usando el modelo de distribucion Weibull

(1951):
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F(xkA) = 1 — e /)"

Las principales ventajas de este modelo es su simplicidad y la capacidad de
describir las curvas de supervivencia concava hacia abajo (k<1) y convexo hacia
arriba (k>1), indicando en el primer caso (k<1) una fuerte mortalidad temprana
(Wilson 1994).

Las relaciones entre las variables poblacionales (densidad y cobertura),
vegetativas (peso, altura y diametro mayor) y reproductivas (numero de
esporangios/ gametangios) de macrotalos y microtalos de L. marina con las
variables ambientales: la temperatura del agua de mar, el fotoperiodo y la
radiacion solar se analizaron usando el analisis del componente principal (PCA de
su sigla en inglés) y los coeficientes de correlacion de Spearman con previa
estandarizacion de los datos. Se utilizaron los programas estadisticos R Studio
(Team 2016) y PRIMER (rutinas de Plymouth en investigacion ecolbgica

multivariante) (Clarke y Warwick 2001) con un nivel de significancia de 0,05.
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3. Resultados

3.1. Fenologia del macrotalo de L. marina

Los macrotalos de L. marina estuvieron presentes desde diciembre de 2013 a
abril de 2014 y de septiembre a noviembre de 2014, correspondiendo a las
temporadas templadas y cdalidas. La poblacion de L. marina se desarrolld
predominantemente en la zona intermareal inferior. Solo unos pocos talos fueron
encontrados en el nivel medio.

La zona intermareal inferior estuvo ademas colonizada por invertebrados,
incluyendo Brachidontes rodriguezii y Perumytilus purpuratus, y se asocio con una
comunidad de macroalgas integrada por Corallina officinalis, Undaria pinnatifida
(Harvey) Suringar, Myriogloea major Asensi, Ralfsia verrucosa (Areschoug)
Areschoug y ocasionalmente Adenocystis utricularis (Bory) Skottsberg. L. marina
en muchas ocasiones se la encontr6 como epifita sobre césped de C. officinalis
(Figs. 13 a, b).

Los macrotalos jévenes de L. marina fueron globosos y posteriormente se
expanden horizontalmente para convertirse en un talo rugoso (Fig. 14 a).

El didmetro maximo, la altura y el peso fresco escurrido de los talos presentaron
diferencias significativas al comparar los meses (Tabla 1). El didmetro maximo
vario entre 2,93 + 0,9 cm a 1,7 £ 0,4 cm (media + DE). La altura de los talos varié

entre 1,2+ 0,4cmy0,8+0,2cmy el pesoentre 2,1 £2y0,3+0,03 9. Estas tres
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variables morfolégicas vegetativas presentaron valores minimos en septiembre y

maximos durante noviembre, enero y febrero (Tabla 1).

Figura 13. Macrotalo de Leathesia marina en la naturaleza. a. Macrotalo globoso de L. marina
(flecha blanca) epifito sobre Corallina officinalis (flecha negra). Nétese macrotalos jévenes de
forma globosa (fotografia tomada en enero de 2014). b. Mismo cuadrante fotografiado en junio de
2014 mostrando césped de C. officinalis. Barras de escala =5 cm.
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Tabla 1. Tabla de ANOVA mostrando variaciones de
reproductivas de macro y microtalo Leathesia marina Diferencias significativas obtenidas (a <
0.05) por test HSD fueron indicadas con letras. Referencias: E (enero), F (febrero), M (marzo), A
(abril), S (septiembre), O (octubre), N (noviembre), D (diciembre). df: grados de libertad, CM:
cuadrados medios, F: estadistico, P: probabilidad.

las estructuras vegetativas y

Parametro df CM F P HSD
En macrotalo
([():';';“e”o maximo 7 3976 837 <0,0001 a)S,ab)D-M-A ac) N, c) E-F
Altura del talo (cm) 7 0,338 2,65 0,014 a) S, ab) D-O, ac) E-M-A-N, ¢) F
Peso escurrido (g) 7 6,953 6,03 <0,0001 a)S,ab)A,b)D-M-O,bc)E,c)F-N
Células medulares: Largo 7 0,110 3,95 <0,0001 ab)D-M, ac)F-S, b) A, bc) E-O, c) N
1° orden Ancho 7 0,032 0,78 0,60 -
Células medulares:  Largo 7 0,320 570  <0,0001 f\ll) D, ab) E-A, ac) S, be) F-M-O, c)
27 orden Ancho 7 0061 135 023 -
a) D, ab) E, ac) S-0O, bc) A, c) F-M-

Células medulares: Largo / 0,750 6,02 <0,0001 N
3° orden Ancho 7 0.350 537  <0.0001 a) D, ab) S, ac) M-O, bc) E-A-N, ¢)

, , , =

,  Largo 7 0056 470 <0,0001 & M-A:ab)D-S ac) 0N bo)E, )
Células subcorticales F

Ancho 7 0,003 0,88 0,52 -

' Largo 7 0726 9,00 <0,0001 a)D-M-A-O-N, ab)S, b) E-F
Filamentos Ancho 7 0,065 11,43 <0,0001 a)A, ab)M, ac) O-S, ¢) D-E-F-N
asimiladores B

células(n® 7 0,982 3,33 00026 a)N,ab) D-F-M-S-O, b) E
Pelos Ancho 7 0,006 1,31 0,25 -
Largo 7 0927 960 <0,0001 f:‘) D-A-O-N, ab) S, ac) M, b) E, be)
Eﬁﬁggﬁg'o Ancho 7 0050 3,72 00011 a)D-A, ab) M-S-O-N, b) E-F
NGmero 7 431,370 804 <00001 ) D»2P)EFNDYM-O,200) S, €)
Largo 7 0323 318 00041 a)N, ab) D-E-F-M-S, b) A
Ancho 7 0,041 1,74 0,11 -
NGmero 7 2147800 1290 <00001 3 FM aP)E D)D-N, abc)A-S,c)
Esporangio L6culo
plurilocular uniseriado 7 16,538 10,32 <0,0001 a) S, ab) N-O, ac) E-F-Ac) M
(n°)
Léculo
biseriado 5 1,590 0,40 0,84 -
(n°)
Cobertura (%) 7 218,650 18,55 <0,0001  a) F-M-A-S-O-N, b) D-E
Abundancia 7 2230.310 15,01 <0,0001 a) A-S-0O, ab) M-N, ac) F, c) D-E
En microtalo
Células filamento Largo 3 004 26 0,05 -
postrado Ancho 3 0,01 2,07 0,11 -
Esporangio Largo 3 024 2,11 041 -
plurilocular
Ancho 3 0,041 401 0,01 a) M, ab) A-O, b) S
NUmero 3 36,09 0,88 0,45 -
Léculo
biseriado 3 89,69 9,52 0,0001 a) M-A-O, b) S
(n°)
Abundancia 3 0,750 4,16 0,008 a) S, ab) M-O, b) A
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Se pudieron identificar células medulares de primer, segundo o tercer orden.
Estas dltimas, fueron irregulares con anastomosis (Figs. 14 b, ¢) y se ubicaron en
las capas interna y media. La longitud y el ancho de las células medulares de
tercer orden fueron significativamente diferentes entre los meses analizados
(Tabla 1). Las células mas largas alcanzaron entre 70 - 72 + 8 ym y las mas cortas
57 + 12 ym. Las mas anchas tuvieron 42,2 + 6,7 ym y las més angostas 38 £ 7,5
pm. Para estas dos variables, los valores minimos se observaron en diciembre y
los maximos en febrero, marzo y noviembre.

La capa medular mas externa presentd células oblongas de primero y segundo
orden dispuestas en forma dicotomica (Fig. 14 d). La longitud de las células
medulares de primer y segundo orden vario significativamente entre los meses,
aunque el ancho fue similar (Tabla 1). La mayor longitud de las células de primer
orden se observé en noviembre (32 £ 3 ym), y las mas cortas en diciembre y
marzo (27 £ 6 ym). En cuanto a la mayor longitud de las células de segundo orden
también fueron observadas en noviembre (49 £+ 4,7 ym) y las més pequefias en
diciembre, con 38,2 = 6,7 um. El ancho de las de primer orden fue de 19,5 + 1 um
y de segundo orden fue de 30,3 + 1,3 ym (Tabla 1).

La morfologia de las células que formaron la capa subcortical fueron similares a
las células medulares, pero fueron de menor tamafio. La capa subcortical se
caracterizo por la presencia de filamentos asimiladores adheridos. Las longitudes
de las células subcorticales fueron significativamente diferentes entre los meses,
pero el ancho se mantuvo homogéneo (Tabla 1). La mayor longitud se observé en
febrero (17,3 + 2,5 ym) y las mas cortas en marzo y abril 13,5+ 2 umy 13,3+ 1,5

Mm, respectivamente. El ancho de estas células fue 10,8 + 0,4 pm.
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La capa cortical de L. marina estuvo formada también por filamentos
asimiladores intercalando esporangios uniloculares y pluriloculares (Fig. 14 d). La
longitud de los filamentos asimiladores fue significativamente diferente entre los
meses; siendo mas largos en enero y febrero (42,5 + 1.5 ymy 44,8 + 8,7 um,
respectivamente), y mas cortos en los meses restantes (33,3 + 4,2 ym) (Tabla 1).
El ancho vari6é entre 7,3 =+ 0,5 ym y 10,2 + 2,5 ym; los mas anchos fueron
observados en diciembre, enero, febrero y noviembre, y los mas estrechos en abril
(Tabla 1).

Los pelos hialinos en la superficie del macrotalo tuvieron un ancho de 8 + 1,5
pm (Fig. 14 f, Tabla 1).

Los esporangios pluriloculares nacieron de las células subcorticales,
individuales o en tripletes (Fig. 14 d y Fig. 15 a). La longitud de los esporangios
pluriloculares vario significativamente entre los meses, pero el ancho fue
homogéneo (Tabla 1). La mayor longitud se encontré en abril, con 35 + 11.5 ym, y
los mas cortos en noviembre, con 24,3 + 3,5 um. El ancho fue constante de 6 + 2
Mm. En la mayoria de los talos, los esporangios pluriloculares fueron uniseriados
con 5 - 9 £ 1 I6culos. Ocasionalmente, se registraron esporangios biseriados, que
tenian 12 - 13 £+ 2,1 I6culos (Fig. 15 a).

Los esporangios uniloculares ovoides y sésiles, crecieron a partir de las células
basales de los filamentos de asimilacion (Figs. 15 b y c). El tamafio de los mismos
cambio con el tiempo (Tabla 1), los esporangios uniloculares mas grandes se
observaron en enero y febrero y la longitud y el ancho méaximos fueron de 35,2 +

10,7 um y 16,8 £ 2,5 ym, respectivamente. La longitud minima fue de 20,0 = 4,5
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pMm, registrada en diciembre, abril, octubre y noviembre, y el ancho minimo fue de

12,4 £ 4,7 uym, registrado en diciembre y abril.

. Bi S N 4, «-’-}’ - i - T
Figura 14. Macrotalo de Leathesia marina. a. Macrotalo irregular con numerosos intersticios. b.
Obsérvense las células medulares de tercer orden con forma estrellada. c. Detalle de la célula
medular de tercer orden en seccidon transversal. d. Células medulares de primer orden (1°),
medulares de segundo orden (2°), filamentos de asimilaciéon (flecha blanca) y esporangios
pluriloculares uniseriados (flecha negra) con numerosos loculos. e. Filamentos asimiladores en
vista lateral. f. Detalle de la capa cortical con pelos hialinos. MO: ¢ y d. MEB: b, e y f. Barras

escala: a=1cm,b cyd =10 um, e =20 um, g = 30 pm,
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Figura 15. Macro y microtalo de Leathesia marina. a. Esporangios pluriloculares con dos o mas
filas de loculos. b. Esporangio unilocular generada en la célula basal del filamento asimilador. c.
Detalle del esporangio unilocular con numerosas esporas en el interior. d. Microtalo: filamentos en
condiciones de cultivo. e — g. Microtalo en la naturaleza. e. Filamento postrado con gametangios
pluriloculares con més de una fila de l6culos. f. Vista de microtalo reproductivo tefiido con DAPI. g.
Detalle de gametangios pluriloculares. MO: a, b, ¢, e, fy g. MEB: d. Barras escala: c y e, g =10
pm, ayb =30 um, d =6 um, f =20 um. Tincién DAPI: fy g.
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3.2. Microtalo de Leathesia marina

Los microtalos se encontraron asociados con macrotalos de L. marina y
estuvieron presentes en la naturaleza en marzo-abril y septiembre-octubre. Estos
microtalos estuvieron formados por filamentos postrados de células cilindricas, con
ramas laterales de disposicion irregular (Figs. 15 c y d). Estas células tuvieron un
anico cloroplasto. Las células midieron 14,2 £ 2,2 um de largo y 4,7 £ 0,9 um de
ancho. Estas dimensiones fueron homogéneas en los diferentes meses de
muestreo (Tabla 1).

La longitud de los gametangios fue homogénea en diferentes muestras,
alcanzando 16,7 + 4,1 um, pero hubo diferencias significativas en el ancho,
registrandose el mayor (13,8 + 2 um) en marzo y el mas menor en septiembre
(10,5 = 2,5 uym). ElI numero de loculos/gametangio (L/G) varid entre los meses,
siendo mayor en septiembre (17,2 £ 4 L/G) y menor en marzo, abril y octubre (11,6

+ 2 L/G) (Figs. 15 e — g, Tabla 1).

3.3. Dindmica poblacional de Leathesia marina en la naturaleza

La cobertura y la densidad de macrotalos de L. marina fueron significativamente
diferentes entre los meses (Tabla 1). La cobertura y densidad mas elevadas se
registraron a fines de diciembre y principios de enero, alcanzando 10,7 - 12,0 £ 8,5
% y 54 - 69 + 31 (media = DE) individuos m™, respectivamente (Figs. 16 a y b). En

el resto de los meses, tanto la cobertura como la densidad disminuyeron. La
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cobertura de septiembre alcanzé su minimo (0,08 = 0,1%) y la densidad fue de

dos individuos m en abril, septiembre y octubre (Figs. 16 a y b).
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Figura 16. Dinamica poblacional de macrotalo de Leathesia marina. a. Densidad (media + DE)
y b. cobertura (media + DE) Estimacion quincenal, desde diciembre a noviembre. Dia 1: primer dia
del mes, Dia 15: a los 15 dias del mes.
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La tasa de crecimiento demografico calculada cada 15 dias durante todos los
meses mostro la incorporacion de nuevos individuos a la poblacion de L. marina
durante el periodo de septiembre hasta principios de enero. El reclutamiento de
nuevos individuos fue mas alto en octubre y noviembre, alcanzando valores de
129% y 133%, respectivamente. El nacimiento de nuevos individuos coincidié con
el inicio de la temporada del macrotalo, al comienzo de los meses mas célidos. La
mortalidad en diciembre, fue nula ya que durante ese periodo se observo
crecimiento demogréfico. A finales de enero, la tasa de crecimiento demogréafico
comenz6 a ser negativa, ya que se inicid un retroceso poblacional dado por la
ausencia de nuevos individuos.

La supervivencia de los reclutas de L. marina durante 105 dias de observacion
de enero a abril se muestra en la Fig. 17 (a) y la Tabla 2. Los datos se ajustaron a

una curva de Weibull como se muestra a continuacion:

F(nt/N) = 1 — e~/ 1675)™°°" (h=0,004, r’>=0,90),

donde N = nimero total de individuos, nt = nimero de individuos que sobreviven al tiempo

t, t = edad medido en dias.

En enero (0 - 15 dias), se observo una fuerte disminucién de la supervivencia,
seguida de un periodo estable, con una disminucién gradual de individuos durante
febrero y marzo (30 - 75 dias). En marzo, alrededor del dia 75, se observé una
segunda disminucién en la supervivencia, y finalmente en abril, desaparecieron los

macrotalos de L. marina al comenzar la temporada mas fria. La curva de
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supervivencia se ajusté a una curva tipo lll, lo que indicé una alta mortalidad de
juveniles y baja mortalidad de los talos adultos (Fig. 17 a). Observando la curva de
la tasa de mortalidad (1000 gx), se notaron dos picos de alta mortalidad (Fig. 17 b,
Tabla 2). El primero ocurrié fue en enero (dias 0 - 15) y coincidié con un alto
porcentaje de cobertura de L. marina y el segundo a fines de marzo (dia 75). La
tabla de vida (Tabla 2) muestré que la esperanza de vida (ej.) disminuyd con el
tiempo.

La capacidad reproductiva de los macrotalos de L. marina fue significativamente
diferente entre los meses (Tabla 1). El mayor cantidad de esporangios uniloculares
estuvieron presentes en abril, alcanzando 17 + 0,7 esporangios a lo largo de 625
um de talo examinado. También en este mes, se observo el mayor numero de
esporangios uniloculares vacios: 13 + 5,2 esporangios. En septiembre, todos los
esporangios presentaron esporas (Fig. 18 a, Tabla 1). El niumero méas bajo de
esporangios fue en diciembre, cuando solo se observé 1 esporangio. En cuanto a
los esporangios pluriloculares, el mayor niamero fue en octubre, con 33 + 19
esporangios y el mas bajo en febrero y marzo, con 3 + 3 esporangios (Fig. 18 b,
Tabla 1).

La abundancia de microtalos de L. marina fue significativamente diferente entre
los meses. La mayor abundancia (frecuencia relativa) fue en abril (0,55 £ 0,5) y la
mas baja en septiembre (0,10 = 0,3). La capacidad reproductiva de los microtalos
fue homogénea en los diferentes meses con 11 + 6 gametangios pluriloculares a lo

largo de 625 pm de talo examinado en cada mes.
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Figura 17. Tasas de supervivencia (Ix) y de mortalidad (1000 gx) del macrotalo de Leathesia
marina. Estimacién realizada cada 15 dias, desde diciembre a noviembre. a. Curva de
supervivencia ajustada al modelo de distribucion de Weibull. b. Curva de mortalidad.

67



Tabla 2: Tabla de vida del macrotalo de L. marina. n,: Niumero de supervivientes al inicio del
intervalo de edad x, Iy: Proporcion de individuos que sobreviven al inicio del intervalo x, d,: Numero
de individuos que mueren entre el intervalo x y el siguiente, 1000 q,: Tasa de mortalidad por dia;
Ly: Nameros promedio de individuos vivos durante el intervalo de edad desde x a (x + 15), Ty:
nuamero de individuos por unidad de tiempo (dias), es: Esperanza de vida media adicional para los
individuos vivos al comienzo de la edad x.

Dias Ny Iy dy 1000 gy Ly Ty ey
0 260 1,00 109 419,2 205,5 691 2,66
15 151 0,58 22 145,7 140 485,5 3,22
30 129 0,50 21 162,8 118,5 345,5 2,68
45 108 0,42 24 222,2 96 227 2,10
60 84 0,32 12 142,8 78 131 1,56
75 72 0,28 60 833,3 42 53 0,74
90 12 0,05 7 583,3 8,5 11 0,92
105 5 0,02 0 1000 2,5 2,5 0,50
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de talo examinado). a. Esporangios uniloculares. b. Esporangios pluriloculares.
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3.4. Relacién entre caracteres bioecoldgicos de Leathesia marina y factores

ambientales

La dindmica poblacional y la morfologia de L. marina se relacionaron con los
parametros ambientales. Los primeros dos ejes del PCA explicaron el 80,7% de la
variacion conjunta entre los factores ambientales y biolégicos (Fig. 19). El primer
componte (PC 1) se relacioné principalmente con la variabilidad estacional de las
muestras. Las muestras de los meses mas calidos (noviembre a febrero) se
agruparon en el plano negativo del eje 1, mientras que las muestras de los
periodos templados (marzo-abril y septiembre-octubre) se ubicaron en el plano
positivo del eje 1 del PCA. El lado izquierdo del PC 1 (noviembre-febrero) se
caracterizé por una alta densidad, cobertura y tamafio de macrotalos, junto con
altas temperaturas del agua de mar, fotoperiodos largos y alta radiacién. La
densidad y cobertura de los macrotalos se correlacionaron positivamente con la
radiacion y el fotoperiodo (Correlacion de Spearman, N = 96, cobertura - radiacion:
rs = 0,82; P = 0,014, fotoperiodo - cobertura: rs = 0,74; P = 0,035; radiacion -
densidad: rs = 0,70; P = 0,045; fotoperiodo - densidad: rs = 0,74; P = 0,034). El
peso y la altura del macrotalo se correlacionaron positivamente con la radiacion (rs
= 0,74; P = 0,033) y la temperatura del agua de mar (rs = 0,76; P = 0,031),
respectivamente. Estas correlaciones indicaron que el crecimiento vegetativo de L.
marina estuvo favorecido por las condiciones estacionales de verano.

El lado derecho del PC 1 (marzo-abril y septiembre-octubre) se caracterizo por
la alta abundancia y capacidad reproductiva del microtalo, alto numero de

esporangios en macrotalo y alto numero de gametangios en el microtalo,
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conjuntamente con bajas temperaturas del agua de mar, bajo fotoperiodo y baja
radiacion.

La abundancia de microtalos se correlacioné negativamente con la radiacion y
fotoperiodo (correlacion de Spearman: N = 96, rs =-0,82; P = 0,02; rs =-0,83; P =
0,01, respectivamente).

El nimero de esporangios uniloculares en el macrotalo y gametangios
pluriloculares en los microtalos se correlacionaron negativamente con la radiacion,
el fotoperiodo y la temperatura del agua de mar (esporangios - radiacion: rs = -
0,85; P = 0,0076; esporangios - fotoperiodo: rs = -0,93; P < 0,0001; rs =-0,82; P =
0,01; rs = -0,83; P < 0,01; gametangios - radiacion: rs = -0,75; P = 0,033;
gametangios - temperatura del agua de mar: rs = -0,88; P = 0,0043).

Ademas, el desarrollo de estructuras reproductivas se asocié con condiciones
invernales, es decir, situaciones que no fueron Optimas para el crecimiento
vegetativo del macrotalo. Este resultado también se observé en la correlacion
negativa entre la densidad del macrotalo y el nimero de esporangios uniloculares
y pluriloculares (densidad - esporangios uniloculares: rs = -0,74, P = 0,032,
densidad - esporangios pluriloculares: rs = -0,71; P = 0,045), lo que indicé que, a
medida que disminuye la densidad del macrotalo, aumenta el nimero de ambos

tipos de esporangios.
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Figura 19. Relacion temporal entre los parametros ambientales y vegetativos, poblacionales
y reproductivos de Leathesia marina (Gréafico PCA). Referencias: Tem: temperatura del agua de
mar, Lz: horas de luz, Rad: radiacion, DM: didmetro mayor, P: peso escurrido, H: altura del talo,
#PM: numero de esporangios pluriloculares del macrotalo, #UM: ndmero de esporangios
uniloculares del macrotalo, #Pm: nuimero de esporangios pluriloculares del microtalo, Den:
densidad poblacional del macrotalo, C: cobertura del macrotalo, mA: abundancia relativa del
microtalo. Se consideraron los valores medios mensuales de cada parametro.
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4. Discusioén

La poblacion de Leathesia marina de Punta Este se establecido en el nivel
inferior del intermareal rocoso. Los macrotalos mostraron un habito
preferentemente epifitos sobre Corallina officinalis y en ocasiones sobre
mejillones, aunque nunca se encontraron sobre el sustrato desnudo. Estudios
previos realizados en esta misma zona por Quartino y Boraso de Zaixso(1996) y
en Puerto Deseado por Kilhnemann (1969), también revelaron la presencia de L.
marina como epifita sobre C. officinalis y epizoica sobre mitilidos. En
concordancia, en las costas del sur de California también se encontré a L. marina
sobre césped de Corallina sp. lo que indicaria que esta asociacion es esencial
para el asentamiento y el desarrollo de la estructura globosa caracteristica de la
especie (Oates 1989). Los céspedes de algas coralinas, se caracterizan por
adherirse fuertemente al sustrato rocoso, atrapan grandes cantidades de
sedimento y retienen abundante agua durante las mareas bajas (Akioka et al.
1999). De esa forma, las matas de C. officinalis junto con mejillones son criticos en
la estructura y funcién de la poblacién en general y producen un habitat favorable
para el crecimiento de L. marina, ya que los efectos de la luz, las altas
temperaturas, el estrés por desecacion y el efecto de las olas, potencialmente
letales, se reducen significativamente, mientras que la carga de sedimentos y la
humedad relativa aumentan (Scrosati y DeWreede 1998, Rechimont et al. 2013).

Por esta razdn, las altas temperaturas parecieran afectar el reclutamiento de los

macrotalos en L. marina, observandose una mayor densidad y cobertura en los
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meses mas calurosos. En estudios previos, Chapman y Goudey (1983) y Quartino
y Boraso de Zaixso (1996) observaron una mayor densidad de L. marina durante
los meses mas calurosos. Ademas, la morfologia en forma de cojin irregular con
numerosos intersticios, junto con los filamentos asimiladores mas largos,
observados durante los meses calidos, podria favorecer la retencioén de agua y asi
evitar la desecacion. Este fendmeno también se observo en otras algas pardas
con morfologia, tales como Colpomenia spp. (Oates 1985).

En otras regiones, como en Nova Scotia, Canada, los macrotalos de L. marina
se observaron desde de junio a agosto (Chapman y Goudey 1983). En cambio, en
la costa patagonica, la ocurrencia de la fase macroscopica fue mas extensa,
encontrdndose durante 8 meses correspondientes a las estaciones calidas.
Ademas, se encontraron microtalos microscopicos durante 4 meses desde marzo-
abril y septiembre-octubre. Este hecho evidencié un solapamiento temporal entre
las fases microscépica y macroscépica. Durante esos meses también se observo
un mayor rendimiento reproductivo de la fase macroscoépica, con gran aumento en
el nimero de esporangios y liberacion de esporas. Esto uUltimo, coincidié con los
meses en que estuvieron presentes los microtalos y con condiciones ambientales
de bajas temperaturas del agua de mar, cortos fotoperiodos y baja radiacién. En
consecuencia, se supone que la etapa microscopica podria persistir los meses
mas frios (mayo-agosto). A pesar de que no se han observado microtalos en la
naturaleza durante los meses de invierno, se sabe que las etapas microscopicas
son criticas para la dinamica anual de las especies.

Por otra parte, en lo que se refiere al éxito reproductivo, en muchas ocasiones

fue asociado al tamafio del talo, ya que los talos mas grandes presentan mayor
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namero de células para generar mayor niumero de esporangios (Thornber 2006).
Sin embargo, a diferencia de lo esperado, el rendimiento reproductivo de L. marina
no se relaciond con el tamafo del talo, sino que estuvo negativamente
correlacionado con su densidad y cobertura. Esta reduccion del rendimiento
reproductivo, posiblemente refleja el impacto de la competencia intraespecifica a
latas densidades de macrotalos (De Wreede y Klinger 1988).

Los aspectos de la morfologia vegetativa y reproductiva de los macrotalos se
encuentraron dentro de los limites observados por otros autores (Okamura 1936,
Takamatsu 1939, Abbott y Hollenberg 1976, Womersley 1987, Tanaka et al. 2010,
Boraso 2013). Sin embargo, en descripciones previas de la especie, los
esporangios pluriloculares biseriados nunca fueron antes mencionados. Aqui, los
esporangios se encontraron esporadicamente durante todo el afio y fueron
similares a los gametangios pluriloculares encontrado en microtalos.

La dinamica poblacional de L. marina podria explicarse como una respuesta al
ciclo de vida heteromorfico, donde cada fase presenté adaptaciones particulares a
los pardmetros ambientales (Lubchenco y Cubit 1980, Zupan y West 1990,
Cunningham et al. 1993). El estudio demogréafico realizado en L. marina por
Chapman y Goudey (1983) mostré que la dinamica de los macrotalos estaba
regulada por el hacinamiento poblacional y, por lo tanto, las tasas de mortalidad
aumentaban a lo largo de la vida. En estudios previos de Quartino y Boraso de
Zaixso (1996) en la Patagonia, no se observd hacinamiento y se atribuy6 la
desaparicion de macrotalos a la senescencia de los mismos, durante la estacion
fria. En este estudio, se observé un primer declive poblacional cuando L. marina

alcanzo6 su cobertura maxima en enero y un segundo aumento de la mortalidad a
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fines de marzo con la llegada de los meses frios, coincidentemente con lo
sefialado con estas autoras.

Las curvas de supervivencia tipo Il encontradas para los macrotalos de L.
marina también han sido reportadas para otras algas pardas, tales como
Cystoseira osmundacea (Turner) C. Agardh, Laminaria farlowii Setchell y
Macrocystis pyrifera (Linnaeus) C. Agardh (Dayton et al. 1984). Este fenGmeno es
frecuente en algas pardas que tienen fases microscopicas y que son capaces de
crecer rgpidamente con un reclutamiento masivo seguido de una alta mortalidad.
Ha sido reportado que la tasa de mortalidad disminuye entre los reclutas que
logran sobrevivir (De Wreede y Klinger 1988). Sin embargo, un estudio realizado
por Chapman y Goudey (1983) sobre L. marina de Nova Scotia mostré una curva
de supervivencia de tipo |, caracterizada por una baja mortalidad pre-reproductiva
y una alta mortalidad pos-reproductiva. La diferencia entre las poblaciones de L.
marina de Patagonia y Nueva Escocia podria atribuirse a las condiciones extremas
presentes en Nova Scotia, donde la temperatura del agua de mar era inferior a
5°C en invierno y no superé los 12°C en verano (junio a septiembre) (Wilson et al.
2015). En el golfo Nuevo, en cambio las condiciones ambientales son claramente
mas favorables con temperatura elevadas del agua de mar, mayor radiacion y
fotoperiodos mas largos.

Se observd una alta capacidad reproductiva de la fase macroscoépica de L.
marina durante todo el periodo de ocurrencia en la naturaleza. Un fenbmeno
similar fue sefalado para poblaciones del alga parda Ralfsia californica Setchell &
N.L. Gardner en Washington (Dethier 1981). Ademas, la alta capacidad

reproductiva de la fase macroscopica podria ser una respuesta a la susceptibilidad
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diferencial a la desecacion entre las diferentes etapas del ciclo de vida (Thornber
2006). La fase microscoOpica postrada podria encontrar una mayor proteccion y
estabilidad en el medio ambiente (Cunningham et al. 1993).

Un estudio de este tipo, que analiza parametros demogréficos como tasa de
mortalidad, supervivencia, rendimiento reproductivo, asi como las caracteristicas
morfologicas, explica de qué forma las especies efimeras como L. marina lograron
adaptarse a un ambiente adverso, con grandes cambios estacionales, como son

las costas patagonicas.

77



CAPITULO Il

Efecto de las comunidades epifitas algales sobre Leathesia marina

y Colpomenia sinuosa

1. Introduccién

En todos los ambientes acuaticos, el sustrato disponible es rapidamente
colonizado por una gran variedad de organismos. Alli, las interacciones entre las
especies, que coinciden en tiempo y espacio pueden ser reciprocas o
unidireccionales, positivas o0 negativas (Odum 1984). Los tipos de interacciones
mas comunmente encontrada en la naturaleza son competencia, parasitismo,
mutualismo, neutralismo, proto-cooperacion, amensalismo y comensalismo (Krebs
1985). Estas relaciones interespecificas entre organismos determinan el tiempo y
la distribucién de las especies presentes.

Diferentes teorias sobre la organizacion de las comunidades marinas
bentonicas destacan la importancia de la competencia, de la depredacion, de los
gradientes ambientales y de las distintas perturbaciones que puedan afectar el
desarrollo de una comunidad (Keough y Downes 1982, Roughgarden et al. 1986).
La competencia por el sustrato, por la exposicién a la luz y por la disponibilidad de
nutrientes disueltos es un fendmeno generalizado en estos ambientes (Harlin

1980).
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El epifiismo es un fendmeno generalizado principalmente en la zona
intermareal rocosa (Harlin 1980, Kraberg y Norton 2007) y se define como una
forma de vida que ocurre cuando un organismo utliza como sustrato de
colonizacion a otro organismo (Borowitzka y Lethbridge 1989). En estos
ambientes tanto las faner6gamas marinas, como las macroalgas constituyen el
sustrato vegetal por excelencia. Estas, son epifitadas por una variedad de
propagulos presentes en la naturaleza y la tasa de reclutamiento de los mismos
puede contribuir a la diversidad de especies, estructura y dinamica de toda la
comunidad (Keough y Downes 1982).

Los organismos epifitos mas abundantes y diversos son las algas, desde las
diatomeas unicelulares y dinoflagelados encontrados en casi todas las
fanerégamas y macroalgas (Kita y Harada 1962; Buia et al. 1996; Mazzella 1999)
hasta grandes macroalgas como Laurencia spp., Metagoniolithon Weber Bosse y
Hypnea spp. (Lethbridge et al. 1988).

El establecimiento y desarrollo de una comunidad de algas epifitas estan
relacionados con factores bioticos, como la abundancia, la diversidad y el éxito de
germinacion de los propagulos algales, asi como el grado de herbivoria. Estos
factores, junto con los factores abiéticos como la disponibilidad de luz, la
temperatura, el movimiento del agua y los nutrientes disueltos influyen en el
reclutamiento y la colonizacién de las algas epifitas (Lavery et al. 2007, Lee et al.
2007).

Las algas epifitas normalmente representan la mayor parte de las especies
algales existentes en ambientes bentonicos, lo que aumenta la heterogeneidad de

un hébitat particular (Cardoso et al. 2004). Los estudios sobre comunidades de
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algas epifitas también han revelado que la productividad primaria epifita a
menudo puede exceder la productividad anual de las macréfitas (Moncreiff y
Sullivan 2001). Por lo tanto, las variaciones en la biomasa epifitica, se consideran
como indicadores naturales y sensibles de las variaciones ambientales
(Richardson 2006; Martinez-Crego et al. 2010). Ademas, el aumento de las
epifitas est4 estrechamente relacionado con el aumento del nivel de nutrientes
(Frankovich et al. 2003, Hays 2005, Peterson et al. 2007).

Actualmente auln existen controversias al respecto de si existe una relacion
huésped-hospedador (Morcom y Woelkerling 2000). Se considera que, en
realidad, el tipo de relacion es esencialmente de caracter facultativo (no
obligatorio) sin una asociacion especifica con el huésped (Wahl y Mark 1999). La
presencia de cloroplastos bien desarrollados ha dado lugar a la idea generalizada
de considerar a los organismos epifitos como “intrusos casuales”, ya que son
carbono-independientes de sus huéspedes. Estudios realizados revelan que
muchas de las algas epifitas que fueron aisladas pudieron crecer separadas de
sus anfitriones (Garbary 1979, Correa 1994, Eggert et al. 2010, Siniscalchi et al.
2012).

A nivel ecoldgico, son reconocidos los efectos negativos que producen los
epifitos sobre las algas hospedadoras, llegando a comprometer el estado sanitario
de sus poblaciones, y reducir el “fithess” (Sand-Jensen 1977), debido a la
disminucién de la actividad fotosintética por una menor penetracion de la luz
(Hurd et al. 2000), alteracion del flujo y reduccion de la velocidad de difusion de

los nutrientes y del CO..
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En la naturaleza existen diversas interacciones quimicas entre el hospedador y
el epifito, ya que la presencia de ciertos compuestos secretados desde la
superficie del hospedador puede ser requerida por los epifitos por su valor
nutritivo (Round 1992). Por el contrario, diferentes algas desarrollaron
mecanismos quimicos para liberarse de sus epifitos y patdégenos microbianos,
tales como la presencia de compuestos bioactivos, formados por una amplia
gama de metabolitos secundarios (Pereira et al. 1994), o bien, mecanismos de
defensa fisicos como el desprendimientos de porciones de la cuticula (Hay 1996,
Yamamoto et al. 2013).

Las diferentes macroalgas no alojan algas epifitas de la misma manera, ya que
el asentamiento de los organismos epifitos depende de la arquitectura morfolégica
del alga hospedadora, de su ciclo de vida y la presencia de defensas quimicas
(Michael et al. 2008). Estas caracteristicas propias del hospedador determinan el
grado de epifitismo sobre sus talos. En muchos casos, un alto grado de epifitismo
puede estar asociado a una mayor superficie de colonizacion y biomasa del
hospedador (Ortufio-Aguirre y Riosmena Rodriguez 2007).

Las algas pardas de estructura globosa como L. marina y Colpomenia sinuosa
(Mertens ex Roth) Derbes & Solier se distribuyen alrededor de todo el mundo,
sobre el intermareales rocosos de zonas de climas templados a frios (Oates
1989). Exhiben un ciclo de vida anual que consiste en la alternancia de una fase
microscopica filamentosos (microtalos) y una fase macroscopica globosa
(macrotalos) (Dangeard 1965). Como se menciono anteriormente en esta tesis, en

L. marina, los microtalos representan la fase haploide gametofitica y el macrotalo
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la fase esporofitica, mientras que en C. sinuosa, el gametoéfito es macroscopico y
el espordfito es microscopico.

En la costa patagonica, ambas especies habitan las zonas intermareales
inferiores. El macrotalo de L. marina es tipico de los periodos de clima templados
a calidos, mientras que el macrotalo de C. sinuosa es tipico de periodos
templados a frios. Debido a su morfologia analoga, estas dos especies presentan

un papel ecoldgico similar en la zona intermareal.

El objetivo de este capitulo fue:

e Analizar y comparar las comunidades de epifitos algales en macrotalos
esporofiticos de L. marina y macrotalos gametofiticos de C. sinuosa, especie de
morfologia analoga y que ocupa el mismo nicho espacial en la zona intermareal, a
través de su dinamica temporal en términos de riqueza, abundancia y diversidad,
y sus relacion con la abundancia de los hospedadores y con los factores

ambientales.
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Materiales y métodos

1.1.Area de Estudio

Las muestras fueron recolectadas en el intermareal de Punta Este (42°46'32,57
"S, 62°02’59'23,49" O). El sitio de muestreo seleccionado correspondié a un area
pequefia cuya superficie fue aproximadamente 12 m de largo y 5 m de ancho.

Para este estudio, los pardmetros ambientales como la temperatura del agua
de mar, el fotoperiodo, la radiacibn solar y las precipitaciones fueron
proporcionados por la Estacion Meteorologica Automatica del Laboratorio de

Climatologia de CENPAT (CONICET).

2.2. Poblaciones hospedadoras: Leathesia marina y Colpomenia sinuosa

Las muestras de L. marina y C. sinuosa se recolectaron aleatoriamente de
diciembre de 2013 a noviembre de 2014., El macrotalo de L. marina estuvo
presente durante dos periodos (diciembre de 2013 a -abril de 2014 y de octubre a
noviembre de 2014) correspondiente a la temporada templada a calida en las
costas patagonicas. El macrotalo de C. sinuosa estuvo presente desde abril a
octubre de 2014, correspondiente a la temporada templada y fria. El nivel inferior
también estuvo colonizado por Brachidontes rodriguezii y Perumytilus purpuratus.

Durante estos periodos, se recolectaron mensualmente al azar 20 macrotalos
de cada especie. Las muestras se almacenaron en bolsas de plastico durante la

noche a 5°C. Previa a la fijacion, cada talo se lavé cuidadosamente con agua de
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mar para eliminar el sedimento adherido. Luego, los talos se fijaron en FAA en
porporcion 8:1:1. Para cada hospedador macroalgal, se registraron dos variables
morfoldgicas:, diametro maximo (cm) y peso humedo (g) para cada individuo de
estudio.

Adicionalmente, para evaluar la abundancia de las poblaciones de L. marina y
C. sinuosa en el area de estudio, se fijaron aleatoriamente, seis cuadrantes (25
cm x 25 cm) y se fotografiaron cada 15 dias durante todo un afio desde diciembre

de 2013 hasta noviembre de 2014.

2.3. Identificacion y cuantificacion de la comunidad epifita sobre la

poblaciéon Leathesia marina y Colpomenia sinuosa

Los 20 talos de L. marina y C. sinuosa recolectados para evaluar la dinamica
de las variables morfolégicas (diametro mayor y peso escurrido), también se
utilizaron para estudiar la comunidad de epifitos. Por lo tanto, cada macrotalo se
muestreé considerando tres regiones diferentes del talo (superior, lateral y basal).
En cada regién del talo, se seleccioné aleatoriamente una submuestra de 35 mm?.
El area total observada fue de 105 mm? para cada talo y de 2100 mm?
mensualmente por cada hospedador.

Los epifitos se identificaron a nivel de género o de especie y se cuantificaron
utilizando un microscopio Nikon Eclipse TE 300 (Tokio, Japon) equipado con una
camara Nikon FDX 35. Los conteos se realizaron manualmente utilizando un

objetivo de 400x.
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Para registrar la incidencia de epifitos en macrotalos de L. marina y C. sinuosa
se reconocieron cuatro grupos epifiticos: (i) muy abundante (presente en mas de
100 talos hospedadores), (i) abundante (50-100 talos hospedadores), (iii) raro
(24-49 talos hospederos) y (iv) ocasionales (menos de 24 talos hospedadores)

(Gauna et al. 2016).

2.4. Aislamiento de epifitos bajo condiciones de cultivo

Con el fin de identificar correctamente algunas especies epifitas, se realizaron
cultivos in vitro bajo condiciones controladas de laboratorio y de esa forma
generar estructuras reproductivas esenciales para la identificacion. Se cultivaron
especies epifitas tales como Erythrotrichia carnea (Dillwyn) J. Agardh, Urospora
penicilliformis (Roth) Areschoug y Ectocarpus siliculosus (Dillwyn) Lyngbye
durante cuatro semanas (Fig. 20). Para la iniciacién de los cultivos, se tomaron
porciones pequefias de L. marina y C. sinuosa, las cuales fueron lavadas tres
veces en agua de mar estéril. Luego se colocaron en cajas de Petri que
contuvieron agua de mar enriguecida con medio Provasoli (PES) (Provasoli 1968),
a 17°C con un régimen de luz/oscuridad de 12:12 h., con irradiacion de luz de 25
umol m? s™ provista por tubos fluorescentes blancos frios y monitorizada con un
medidor de flujo cuantico (Apogee MQ-200, EEUU). Bajo estas condiciones, se
obtuvieron diferentes estructuras reproductivas de los organismos epifitos, que

fueron mantenidos bajo las mismas condiciones de cultivo.
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Figura 20. Algas epifitas sobre Leathesia marina desarrollados en cultivo. a. Urospora
penicilliformis, b. Erythrotrichia carnea, c. Polysiphonia sp. con estructuras reproductivas, d.
Ectocarpus siliculosus con estructuras reproductivas. Barras escala: ay b= 10 um; c y d: 20 pm.
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2.5. Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Para microscopia electrénica de barrido (MEB), fragmentos de L. marina y C.
sinuosa se fijaron en glutaraldehido al 2,5% que contuvo 0,01 M de buffer
cacodilato de sodio (pH 7,2) a 5°C durante 2 h. Posteriormente, se continud con la

misma metodologia expuesta en Capitulo |.
2.6. indices ecolbgicos descriptivos de la comunidad de epifitos

Se calcularon los indice de diversidad Shannon-Wiener (H) (Shannon vy
Weaver 1949), de equitatividad de Pielou (J') (Pielou 1975), dominancia de
Simpson (A) (Simpson 1960) y la riqueza epifita en las comunidades epifitas de L.
marina y C. sinuosa.Los indices fueron calculados siguiendo las formulas:

e Indice de diversidad Shannon-Wiener (H')

S
H = —Z(pi x log,p;)
i=1

Donde: pi= proporcién del niumero de individuos del taxon (“”) con respecto al total de

ejemplares (ni/N).

El indice de Shannon-Wiener (H’) como indice de diversidad, mide el contenido
de informacion por individuo en muestras obtenidas al azar, provenientes de una
comunidad ‘extensa’ donde se conoce el numero total de especies (S). Por lo
tanto, el indice indica que cuando H’ = 0, la muestra contiene solo una especie, y

H es maxima cuando todas las especies (S) estan representadas por el mismo
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namero de individuos (ni), es decir, que la comunidad presenta una distribucién de

abundancias perfectamente equitativa.

e Indice de equitatividad de Pielou (J')

'

. H
" log,S

J

Donde: log, S = es la diversidad maxima (H'max) que se obtendria si la distribucién de las

abundancias de las especies en la comunidad fuesen perfectamente equitativas.

Si todas las especies en una muestra presentan la misma abundancia el indice
usado para medir la de equitativilidad deberia ser maximo y, por lo tanto, deberia
decrecer tendiendo a cero a medida que las abundancias relativas se hagan
menos equitativas. El indice de equitativiidad J° es modificado con cambios
minimos en la riqueza de especies (se modifican sustancialmente con el agregado

a la muestra de s6lo una especie rara (Peet 1975).

e Dominancia de Simpson (A)

A=Zp?

Dénde: pi = abundancia proporcional de una especie (ni /N). A medida que la dominancia se

incrementa, la diversidad decrece entonces éste indice se presenta a la inversa: 1/A =1/ % p; 2

Este indice constituye un parametro inverso al concepto de equidad de la
comunidad. Toman en cuenta la representatividad de las especies con mayor

valor de importancia sin evaluar la contribucion del resto de las especies.
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2.7. Andlisis estadisticos

A cada conjunto de datos se le examing la normalidad utilizando el test de
Shapiro-Wilk y la homocedasticidad de varianza utilizando el test de Bartlett.

Para evaluar las diferencias en la abundancia de macrotalos, diametro maximo
y peso humedo de L. marina y C. sinuosa, se realizaron andlisis de varianza
(ANOVA) y comparaciones multiples mediante Honestly Significant Difference
(HSD-Tukey).

También se realizaron tests de ANOVA para determinar las diferencias de la
abundancia de epifitos entre las diferentes regiones del talo hospedador (superior,
lateral y basal) a lo largo de los meses examinados. Ademas, se realizaron
analisis multivariados con el proposito de describir la variabilidad en el ensamble
de epifitos durante los meses para ambas especies hospedadoras. Para ello, los
datos se estandarizaron y se transformaron previamente utilizando logip (X+1) y
se realiz6 un analisis de Escalonamiento Multidimensional no métrico (nMDS)
usando el indice de similitud de Bray-Curtis con 999 permutaciones (Bray y Curtis
1957, Clarke y Warwick 2001).

Para analizar las relaciones entre la dinAmica de la comunidad de epifitos con
los huéspedes, junto con las variables ambientales a lo largo de los meses, se
realizé un analisis de Correspondencia Canodnica (CCA) (Ter Braak 1994) en base
a los datos de abundancia para los taxones epifiticos, variables ambientales,
como la temperatura del agua de mar, fotoperiodo y la radiacion solar, y la

abundancia de L. marina y C. sinuosa.
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El programa estadistico R Studio (Team 2016) y el paquete PRIMER (Plymouth
Routines in Multivariate Ecological Research) (Clarke y Warwick 2001) fueron

utilizados para realizar los analisis con un nivel de significacion de 0,05.
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3. Resultados

3.1. Poblaciones hospedadoras: Leathesia marina y Colpomenia sinuosa

Los espordfitos de L. marina presentaron talos hemisféricos a irregulares en
forma de cojin con muchos intersticios. Por otro lado, los gametdéfitos de C.
sinuosa tuvieron una forma globular a irregular con una superficie lisa. Ambas
algas pardas, L. marina y C. sinuosa, se establecieron predominantemente en la
zona intermareal inferior. Ambos macrotalos a menudo se encontraron como

epifitas sobre talos C. officinalis (Fig. 21 ay b).
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Figura 21. Leathesia marina y Colpomenia sinuosa en la naturaleza. a. Esporofito de L.
marina (flecha blanca) epifita sobre C. officinalis (flecha negra). b. Gametéfito de C. sinuosa
(flecha blanca) epifita sobre C. officinalis (flecha negra). Barras escala = 2,5 cm.
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En el periodo estudiado, la temperatura del agua de mar varioé de 17,5 + 0,5°C
a 9,8 + 1,5°C (media £ ES), siendo maxima durante febrero y minima en agosto
(Fig. 22 a). La duracion del dia varié entre 15:15 + 0:05 h y 9:05 + 0:06 h, siendo
méaxima en diciembre y minima en junio. La radiacion solar promedio oscil6 entre
8341 + 1182 W m™? y 2060 + 1033 W m, con valores méximos durante enero y
minimos en junio.

La abundancia de L. marina (19 + 16 ind./625 cm?) fue significativamente
mayor que la de C. sinuosa (3 + 1 ind./625 cm?) (ANOVA: Fa. sy = 21,4, P <
0,001) (Fig. 22 b). La abundancia mas alta de L. marina se registré durante enero
y de C. sinuosa en mayo.

El peso huimedo de los macrotalos de L. marina fueron significativamente
mayor que los de C. sinuosa (ANOVA: F. 2800 = 16,2, P < 0.001). Los macrotalos
de L. marina presentaron un peso de 1,3 £ 1 g. mientras que el peso de C.
sinuosa fue de 0,7 £ 0,6 g. El diametro maximo fue similar en ambas especies
(ANOVA: F. 280y = 0,6, P = 0,42). L. marina tuvo un diametro de 2,36 + 0,8 cm y

C. sinuosa de 2,44 + 0,8 cm.
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Figura 22. a. Variacion de parametros ambientales (media + ES): temperatura del agua de mar
(°C), fotoperiodo (h) y radiaciéon solar (\Nm'2) a lo largo de los meses. b. Abundancia de
Leathesia marina y Colpomenia sinuosa (n°. individuos/625 cm?, media + ES) a lo largo de los
meses. Las diferencias significativas (a <0,05) estan indicadas por diferentes letras segun
comparaciones multiples mediante HSD-Tukey.
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3.2. Identificacién y cuantificacién de la comunidad de epifitos en Leathesia

marina y Colpomenia sinuosa

Se registré un total de 31 taxones de epifitas sobre L. marina y C. sinuosa, de
los cuales 20 taxones estuvieron presentes en ambos hospedadores,
compartiendo el 64,5% de las especies epifitas encontradas (Tabla 3).

En L. marina, los taxa de epifitos pertenecieron a cinco clases taxondémicas
diferentes: Cyanophyceae representada por una especie, Rhodophyceae por
cuatro taxones, Bacillariophyceae por 17 taxones, Phaeophyceae por dos
especies y Chlorophyceae por dos especies. En C. sinuosa, la Clase
Cyanophyceae estuvo representada por la Unica especie, las Rhodophyceae por
cuatro taxones, las Bacillariophyceae por 14 taxones, las Phaeophyceae por tres
especies y las Chlorophyceae por tres taxones epifiticos. Las diatomeas

mostraron la mayor riqueza de especies en ambos hospedadores.
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Tabla 3. Algas epifitas sobre Leathesia marina y Colpomenia sinuosa

Taxones de epifitos En L. marina En C. sinuosa

N° talos epifitadas Incidencia  N° talos epifitadas Incidencia

Cyanophyceae
Oscillatoria corallinae Gomont

ex Gomont 17 ocasional 15 ocasional
Rhodophyceae

Anotrichium furcellatum (J.

Agardh) Baldock - 1 ocasional
Colaconema daviesii (Dillwyn)

Stegenga 3 ocasional 41 ocasional
Erythrotrichia carnea (Dillwyn) muy

J. Agardh 108 abundante 68 abundante
Polysiphonia spp. 83 abundante 6 ocasional
Stylonema alsidii (Zanardini)

K.M. Drew 3 ocasional - ocasional
Bacillariophyceae

Achnanthes sp. 2 ocasional -

Bacillaria sp. 1 ocasional 1 ocasional
Cocconeis spp. 26 rara 12 ocasional
Cymbella sp. 1 ocasional -

Fragilaria sp. 2 ocasional 5 ocasional
Grammatophora oceanica

Ehrenberg 7 ocasional 35 rara
Gyrosigma sp. 3 ocasional 14 ocasional
Licmophora sp. 17 ocasional 15 ocasional
Navicula spp. 45 rara 39 rara
Nitzschia sp. 1 ocasional 26 rara
Parlibelus sp. 4 ocasional - -
Pinnularia spp. 27 rara 22 ocasional
Pleurosigma sp. 2 ocasional 1 ocasional
Rhabdonema sp. 9 ocasional 5 ocasional
Rhoicosphenia sp. - 21 ocasional
Surirella sp. 2 ocasional 1 ocasional
Synedra sp. 1 ocasional 1 ocasional
Tubularia sp. 14 ocasional -

Phaeophyceae

Ectocarpus siliculosus (Dillwyn)

Lyngbye 71 abundante 37 rara
Pylaiella littoralis (Linnaeus)

Kjellman, - 37 rara
Sphacelaria cirrosa (Roth) C.

Agardh 2 ocasional 1 ocasional

Chlorophyceae
Acrochaete polymorpha (L.

Moewus) R. Nielsen 1 ocasional 25 rara
Epicladia sp. - 23 ocasional
Ulvella lens P. Crouan & H.

Crouan - 5 ocasional
Urospora penicilliformis (Roth)

Areschoug 18 ocasional -

Nota: El nimero de talos de Leathesia marina y Colpomenia sinuosa epifitadas (n=140 para cada
huésped) de diciembre de 2013 a noviembre de 2014 y la incidencia (muy abundante: presente en
mas de 100 talos hospedantes; abundante: 50-100 talos; rara: 24-49 talos, y ocasionales: menos
de 24 talos).
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La abundancia de epifitos mostré diferencias significativas entre los dos
hospedadores (ANOVA, Fe: 21y = 24, P <0,001). L. marina mostré6 una mayor
abundancia de epifitos, con 1276 + 1123 (ind./mes, media = EE) y C. sinuosa
presentd una abundancia de epifitos de 154 + 86 ind./mes, siendo muy inferior en
relacion a la abundancia encontrada en L. marina.

La superficie del macrotalo de L. marina presentd una textura rugosa
colonizado por epifitas (Figs. 23 a, ¢, e), mientras que la morfologia de C. sinuosa
fue mas suave y lisa con una cuticula morfolégicamente distinta de polisacaridos
neutros, que mostré una abundancia inferior de epifitos (Figs. 23 b, d, f).

Rhodophyceae fue el grupo con mayor abundancia en ambos hospedadores;
en L. marina se observaron 3392 + 2920 ind./mes y en C. sinuosa se observaron
216 + 191 ind./mes (Fig. 24). Las epifitos pertenecientes a la Clase
Phaeophyceae fueron considerablemente menos abundantes con 220 + 200
ind./mes en L. marinay 177 + 149 ind./ mes en C. sinuosa. Las Bacillariophyceae
fueron igualmente abundantes tanto en L. marina y C. sinuosa. La abundancia
media de Bacillariophyceae en L. marina fue de 171 + 64 ind./mes y en C. sinuosa
fue de 154 + 139 ind./mes. Las epifitas Cyanophyceae y Chlorophyceae fueron
las menos abundantes tanto en L. marina como en C. sinuosa. La abundancia
media de Cyanophyceae en L. marina fue de 50 + 36 ind./mes y en C. sinuosa fue
3 + 1 ind./mes. La abundancia media de Chlorophyceae en L. marina fue solo 1 +
1ind./mesesy 22 £ 2 ind./meses en C. sinuosa.

Las algas rojas Erythrotrichia carnea fueron los epifitos mas abundantes en L.
marina, presentando la mayor incidencia (Tabla I). Otros dos taxa, Polysiphonia

spp. y Ectocarpus siliculosus (Dillwyn) Lyngbye fueron especies abundantes en L.
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marina. Las diatomeas Cocconeis spp., Pinnularia spp. y Navicula spp. fueron
especies raras y los 20 taxones restantes registrados fueron epifitos ocasionales.

Las diatomeas Navicula spp., Grammatophora oceanica Ehrenberg y Nitzschia
spp., las algas pardas E. siliculosus y Pylaiella littoralis (Linnaeus) Kjellman, y las
algas verdes Ulvella leptochaete (Huber) R. Nielsen, C.J. O'Kelly y B. Wysor
fueron epifitas raras en C. sinuosa y los 19 taxones restantes registrados fueron
epifitas ocasionales. No se observaron epifitas muy abundantes en los talos de C.
sinuosa.

La abundancia de epifitos en L. marina mostraron diferencias significativas
entre los meses examinados (ANOVA, F; 21y = 24; P < 0,001) (Fig. 25). La mayor
abundancia se registré en abril, con 3064 + 771 ind. observados y el més bajo en
los periodos diciembre-enero y octubre-noviembre, con 49 + 18, 296 + 43, 132 +
26 y 87 £ 10 ind., respectivamente. No se encontraron diferencias significativas en
la abundancia de epifitas en las diferentes regiones del talo de L. marina
(superior, lateral y basal) (ANOVA, F(; 21y = 0,202; P = 0,8175).

En C. sinuosa, la abundancia de epifitos fue similar entre los meses (ANOVA,
Fe; 21) = 1,14; P = 0,38) (Fig. 25). Sin embargo, las abundancias de epifitos en las
diferentes regiones del talo de C. sinuosa fueron significativamente diferentes
(ANOVA, Fp. 21y = 4,51; P = 0,02). La mayor abundancia se registr6 en las
regiones basales del talo huésped, con 222 + 84 ind., y la mas baja en las

regiones lateral y superior, con 112 £ 67 y 127 £ 65 ind., respectivamente.
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Figura 23. Morfologia del macrotalo de Leathesia marina y Colpomenia sinuosa. a.
Macrotalo de L. marina. Detalles de la capa cortical con pelos hialinos. b. Macrotalo de C. sinuosa.
Detalle de la capa cortical con cuticula. c. Epifitos sobre L. marina. d. Epifitos en C. sinuosa. e. L.
marina en CT mostrando células medulares, capa cortical y filamentos asimiladores (flecha). f. C.
sinuosa en CT que muestra células medulares y capa cortical con cuticula (flecha). Barras escala:
a=40um, b, d, e y f=20 um, c= 1 mm MO: e y f. MEB: a, b, ¢, d. CT: corte transversal.
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Figura 24. Abundancia de taxones de Cyanophyceae (Cyano), Rhodophyceae (Rhodo),
Bacillariophyceae (Bacillar), Phaeophyceae (Phaeo) y Chlorophyceae (Chloro) en Colpomenia
sinuosa (C) y Leathesia marina (L) durante el periodo de muestreo. Las cajas comprenden los
cuartiles de 25 y 75% de todos los datos de abundancia. La linea central representa la mediana y
los valores promedio fueron marcados con un punto. La longitud de las barras representa el 25%
de los datos superiores e inferiores.
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Figura 25. Abundancia mensual de epifitos sobre Leathesia marina y Colpomenia sinuosa
(n° 2100 mm? media + EE). Las diferencias significativas (a <0,05) estan indicadas por diferentes
letras usando el test HSD Tukey.
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3.3. Estacionalidad de la comunidad epifitica

Los resultados obtenidos de los analisis de nMDS y SIMPER con el indice de
Bray- Curtis, para determinar la contribucién de las especies durante los meses
muestreados se muestran en la figura 26 y tablas 4-6. Los mismos sefialaron una
clara diferenciacién en la composicion epifitica y la abundancia a lo largo de los
meses en ambos hospedadores con la aplicacidon del andlisis SIMPER.

Se observé una marcada separacion entre diciembre y los otros meses en la
comunidad de epifitos en L. marina. Esta diferenciacion se debié a la gran
abundancia del alga verde Urospora penicilliformis (Roth) Areschoug. En junio,
julio y agosto se observé un segundo grupo que muestra la comunidad epifita
sobre C. sinuosa correspondiente a los meses frios. Este grupo integr6 muestras
con una gran abundancia de diatomeas, como Navicula spp., G. oceanica y
Nitzschia spp. También fue posible visualizar un grupo comun integrado por
epifitas observadas tanto en L. marina como en C. sinuosa que incluyé

abundancias altas de E. carnea, E. siliculosus y Polysiphonia spp.
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Figura 26. Diagrama de escalonamiento multidimensional no métrico (nMDS) que muestra la
variabilidad que separa los grupos de epifitos en cuanto a abundancia y composicién en Leathesia
marina y Colpomenia sinuosa. Niveles de similitud de 40-50%.
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Tabla 4: Resultado del andlisis SIMPER. Solo fueron considerados los meses que difieren en mas del 50% de disimilitud.

Disimilitud (%)

Diciembre Enero Febrero Marzo Abrii Mayo Junio Julio Agosto Septiembre Octubre Noviembre

Diciembre |- 64,3 75,78 77,56 83,03 84,29 86,18 89,21 91,27 89,04 82,74 71,28
Enero 64,3 - - - - - 62,18 78,04 84,08 - - -
Febrero 75,78 - - - - - 57,89 74,2 8257 56,17 - -

~ |Marzo 77,56 - - - - - 61,22 77,69 86,71 58,8 - -

< | Abril 83,03 - - - - - 66,83 75,07 82,34 60,47 57,77 59,1

S Mayo 84,29 - - - - - 52,7 57,67 64,4 56,44 59,33 60,96

% Junio 86,18 62,18 57,89 61,22 66,83 52,7 - - - 51,28 53,31 54,95

.é’ Julio 89,21 78,04 74,2 77,69 75,07 57,67 - - - 55,2 68,92 76,86
Agosto 91,27 84,08 82,57 86,71 82,34 64,4 - - - 59,15 73,58 83,36
Septiembre | 89,04 - - - - - - - - - - 66,1
Octubre 82,74 - - - - - - - - - - -
Noviembre |71,28 - - - - - - - - - - -
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Tabla 5: Resultado del analisis SIMPER. En la tabla se consideraron las especies con mayor
contribucién en los meses de Diciembre — Abril con mas del 50% de similitud.

Hospedador Mes NUmero Especies Contribucion% Similitud%
Urospora

. o Sp. 28 penicilliformis 79,54

L. marina Jiciembre Sp3 Polysiphonia spp. 115 74,73
Total % 91,04
Sp. 2 Erythrotrichia carnea 42,91
Sp. 26 Ectocarpus siliculosus 30,02

L. marina Enero Sp. 3 Polysiphonia spp. 12,87 80,75
Sp. 9 Navicula spp. 7,51
Total % 93,31
Sp. 2 Erythrotrichia carnea 47,78
Sp. 26 Ectocarpus siliculosus 20,12

L, marina Febrero Sp- 9 Navicula spp 10,81 82,29
Sp. 3 Polysiphonia spp. 10,65
Sp.1 Oscillatoria corallinae 4,07
Total % 93,44
Sp. 2 Erythrotrichia carnea 53,51

L, marina Marzo Sp. 26 Ectocarpus siliculosus 23,39 8159
Sp. 3 Polysiphonia spp. 13,45
Total % 90,35
Sp. 26 Ectocarpus siliculosus 32,78
Sp. 2 Erythrotrichia carnea 23,24

L. m_arina y C. Abril Sp. 27 Pylaiella littoralis 14,99 52.33
sinuosa Sp. 3 Polysiphonia spp. 12,13
Sp. 13 Licmophora sp. 8,12
Total % 91,25
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Tabla 6: Resultado del analisis SIMPER. En la tabla se consideraron las especies con mayor
contribucién en los meses de Mayo — Junio con mas del 50% de similitud.

Hospedador Mes Numero Especies ontribucion%  Similitud%
Sp. 2 Erythrotrichia carnea 33,92
Grammatophora
Sp. 17 oceanica 20,23
. Sp. 9 Navicula spp. 14,35
C. sinuosa Mayo Sp. 13 Licmophora sp. 9,89 54,23
Sp. 26 Ectocarpus siliculosus 7,87
Sp. 27 Pylaiella littoralis 6,73
Total % 93
Sp. 2 Erythrotrichia carnea 38,05
Sp. 4 Colaconema daviesii 25,79
. . Sp. 9 Navicula spp. 11,23
C. sinuosa Junio Sp. 27 Pylaiella littoralis 10,13 58,04
Sp. 23 Nitzschia spp. 8,29
Total % 93,49
Sp. 9 Navicula spp, 19,53
Sp. 23 Nitzschia spp. 15,33
Sp. 4 Colaconema daviesii 12,84
Sp. 2 Erythrotrichia carnea 11,93
Grammatophora
. . Sp. 17 oceanica 9,54
C. sinuosa Julio Sp. 30 Ulvella lens 6.86 74,38
Sp. 27 Pylaiella littoralis 5,18
Sp. 8 Pinnularia spp. 4,12
Sp. 7 Cocconeis sp. 3,87
Sp. 21 Rhoicosphenia sp. 3,73
Total % 92,92
Grammatophora
Sp. 17 oceanica 21,91
Sp. 9 Navicula spp. 17
Sp. 21 Rhoicosphenia sp. 15,4
C. sinuosa Agosto Sp. 23 Nitzschia spp. 13,93 59,91
Sp. 29 Acrochaete polymorpha 13,69
Sp. 20 Rhabdonema sp. 5,9
Sp. 2 Erythrotrichia carnea 5,03
Total % 92,86
Sp. 2 Erythrotrichia carnea 26,33
Sp. 26 Ectocarpus siliculosus 25,51
Sp. 31 Epicladia sp. 21,13
C. sinuosa Septiembre Sp. 4 Colaconema daviesii 10,16 67,79
Sp. 23 Nitzschia spp. 4,72
Sp. 27 Pylaiella littoralis 4,68
Total % 92,54
Sp. 2 Erythrotrichia carnea 61,61
Sp. 4 Colaconema daviesii 9,63
. . Sp. 27 Pylaiella littoralis 8,87
L. marinay C. sinuosa  Octubre Sp. 26 Ectocarpus siliculosus 767 52,67
Sp. 3 Polysiphonia spp. 4,12
Total % 91,9
Sp. 2 Erythrotrichia carnea 77,65
L. marina Noviembre Sp. 3 Polysiphonia spp. 17,67 75,75
Total % 95,32
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3.4. Riqueza, diversidad, equitatividad y dominancia del ensamble de epifitos

La riqueza de especies fue homogénea en ambos hospedadores (ANOVA, F.
a2y = 0,99; P = 0,32). Se registraron 27 taxones de epifitos en L. marina y 25
taxones de epifitos en C. sinuosa. Los indices de diversidad de epifitos mostraron
diferencias significativas entre ambos hospedadores (ANOVA, F; 42 = 18,81; P <
0,001) siendo mayor en C. sinuosa, que en L. marina. La mayor diversidad fue
registrada en julio con un indice de H'= 2,4 + 0,21 sobre C. sinuosa y la mas baja
en diciembre H'= 0,42 £+ 0,06 (Fig. 27 a). En cuanto a los indices de equitatividad
de epifitos también mostraron diferencias significativas entre ambos hospedadores
(ANOVA, Fqu. 42 = 91,2; P < 0,001), registrandose mayor equitatividad en C.
sinuosa que en L. marina.

La mayor equitatividad de epifitos fue registrada en septiembre (J'= 0,83 £ 0,19)
sobre C. sinuosa y el mas baja en octubre (J'= 0,17 + 0,05) sobre L. marina (Fig.
27 b). La menor diversidad y equitatividad observada en los macrotalos de L.
marina estuvo relacionada con un alta dominancia del alga verde Urospora
penicilliformis (A = 0,87 + 0,02) observada durante diciembre y el alga roja
Erythrotrichia carnea durante los meses restantes, siendo especialmente elevada
durante octubre (A = 0,90 £ 0,1) y noviembre (A = 0,82 + 0,04). C. sinuosa no
presentd dominancia de ninguna especie de epifitos durante el periodo analizado

(Fig. 27 c).
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Figura 27. indices ecologicos en la comunidad de epifitos de Leathesia marina y de
Colpomenia sinuosa. a. indice de diversidad de Shannon-Wiener H' b. indice de equitatividad
ecoldgica de Pielou J', c. indice de dominancia de Simpson (A). Las diferencias significativas (a
<0,05) estan indicadas por diferentes letras usando el test HSD Tukey.

108



3.5. El epifitismo asociado a la abundancia del los hospedadores y los

parametros ambientales

En el andlisis de correspondencia candnica (CCA) los dos primeros ejes
explicaron el 93,75% de la variacion conjunta de los datos ambientales
(temperatura del agua de mar, fotoperiodo y radiacién solar), abundancia de L.
marina y de C. sinuosa y abundancia de epifitos (Fig. 28).

Los epifitos tales como Erythrotrichia carnea, Polysiphonia spp., Cocconeis spp.
y Pinnularia spp., se agruparon junto con una alta abundancia del macrotalo de L.
marina y correspondientes a los meses mas calurosos y calidos, caracterizados
por la alta temperatura del agua de mar, fotoperiodos mas largos y una alta
radiacion solar. Las diatomeas Navicula spp., G. oceanica, Nitzschia spp. y el alga
roja Colaconema daviesii (Dillwyn) Stegenga estuvieron asociadas con los meses
mas frios, caracterizados por la baja temperatura del agua de mar, fotoperiodos
mas cortos y una baja radiacién solar. El alga parda Ectocarpus siliculosus se

asocié con una gran abundancia de C. sinuosa reportada en octubre.
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Figura 28. Gréfico de andlisis de correspondencia candnica (CCA). Relacion temporal entre la
abundancia de epifitos: Erythrotrichia carnea (sp. 1), Polysiphonia spp. (sp. 2), Colaconema
daviesii (sp 3), Cocconeis spp. (sp. 4), Pinnularia spp. (sp. 5), Navicula spp. (sp. 6),
Grammatophora oceanica (sp. 7), Nitzschia spp. (sp. 8), Ectocarpus siliculosus (sp. 9), Pylaiella
littoralis (sp. 10); y pardmetros ambientales: temperatura del agua de mar (Tem), fotoperiodo (F),
radiacion solar (Rad), y abundancia de Leathesia marina (L) y Colpomenia sinuosa (C).
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4. Discusion

En nuestro pais, las relaciones interespecificas ya han sido estudiadas en otras
macroalgas como Hymenena (Gauna y Parodi 2008), Undaria (Gauna et al. 2009
c) Rhodymenia (Gauna et al. 2009 a y b), Dictyota (Gauna et al. 2015), Ulva
(Siniscalchi et al. 2012, Gauna et al. 2016). Sin embargo, el epifiismo sobre
especies de Leathesia y Colpomenia se describe por primera vez en este estudio.

Se observdé una sucesion bien marcada entre los macrotalos de ambos
hospedadores pardos, con una superposiciéon de ocurrencia de solo dos meses
(abril y octubre), indicando una estacionalidad bien marcada asociada con las
condiciones ambientales.

En un sentido ecoldgico, ambos hospedadores presentaron una naturaleza
efimera, caracterizados por un ciclo de vida corto, una morfologia del talo simple,
con susceptibilidad a cambios estacionales, formando parches solo cuando las
condiciones estacionales fueron favorables, y caracterizados por presentar una
relacion alta superficie/volumen (Eriksson et al. 2002, Piazzi et al. 2012).

Ambos macrotalos hospedadores comparten el mismo nicho ecoldgico espacial,
pero se encuentran separados en el tiempo.

Varias especies epifitas de espordfitos de L. marina y gametofitos de C. sinuosa
fueron anteriomente mencionadas en hospedadores pertenecientes a las
Chlorophyceae (Nielsen y McLachlan 1986, Nielsen 1988), a las Rhodophyceae
(Russell y Fielding 1974, Kitayama y Garrigue 1998), a las Bacillariophyceae

(Mendoza-Gonzalez y Mateo-Cid 1996), a las Pheophyceae (Gauna 2016), a las
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Cyanophyceae (Crispino y SantAnna 2006) y en fanerdgamas marinas, lo que
indicaria que son tipicos representantes de héabito epifitico.

Ademas, la mayoria de las algas epifitas identificadas y cuantificadas en este
estudio presentaron un talo filamentoso no-corticado y se observaron
principalmente como individuos inmaduros sin ningun desarrollo de estructura
reproductiva. Este hecho puede deberse a la naturaleza efimera de los macrotalos
de L. marina y C. sinuosa. Esta naturaleza efimera de ambas especies
hospedadoras fue discutida por Vandermeulen y DeWreede (1986), Somsueb et
al. (2001) y Eriksson et al. (2002). Se trata de poblaciones muy dinamicas con
picos conspicuos de abundancia estacional y una alta proporcién de estructuras
reproductivas durante toda la temporada.

La variacion en la abundancia estacional en una comunidad de algas epifitas
puede estar relacionada con la variacion en el ambiente fisico, la estacionalidad, la
presion de pastoreo o las necesidades y preferencias de las algas epifitas por el
sustrato del huésped (Michael et al. 2008). Segun Gonzélez y Goff (1989) la
relacion entre el alga epifita y el hospedador se establece sobre bases quimicas,
fisicas y ecoldgicas. Al hospedador se le asientan las algas epifitas de acuerdo
con los recursos que proporciona, como la disponibilidad de espacio, refugio,
trampa de sedimentos y nutrientes (Jones y Thornber 2010).

El nimero elevado de especies epifiticas encontradas sobre los talos de L.
marina y C. sinuosa probablemente se relaciond con dos principales factores: 1) la
coincidencia de la distribucion de las macroalgas en una region caracterizada por
la presencia de varias especies con habito de vida predominantemente epifitico no

especie especifico y 2) la morfologia del hospedador.
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Ambos hospedadores analizados, L. marina y C. sinuosa, compartieron el
64,5% del conjunto de algas epifitas encontradas. Este resultado indico que el
ensamble de epifitos no estuvo asociado con un huésped en particular. Sin
embargo, se observaron marcadas diferencias en la abundancia de algas epifita
entre los hospedadores, siendo mayores en el esporofito de L. marina durante las
estaciones templadas y célidas en comparacién con una menor abundancia
epifitica, que en el gametofito de C. sinuosa durante la estacion fria.

En estudios previos realizados en la costa patagdnica, se encontré un ensamble
similar de epifitos sobre una poblacion de Ulva sp. que crece en la zona
intermareal inferior. También se observd una mayor abundancia epifitica en esta
macroalga verde durante las estaciones templadas y calidas y una menor
abundancia durante la estacion fria (Gauna et al. 2016). Esta observacion sugiere
que la abundancia de las algas epifitas en ambas especies analizadas en este
estudio se relacioné con las condiciones ambientales. A lo largo de este estudio se
observ6 un aumento gradual en la abundancia de epifitas hacia el final de la
temporada del esporoéfito de L. marina en la naturaleza. Este fenbmeno podria
deberse a la mayor facilidad de colonizacién a medida que el talo hospedador se
vuelve senescente y presenta una disminucion de los mecanismos de defensa
contra organismos epifitos, a su vez, por un aumento en el tiempo de permanencia
del hospedador. Esto también fue observado por Ortufio-Aguirre y Riosmena-
Rodriguez (2007) en el alga parda Padina concrescens Thivy donde la abundancia
epifitica fue mas alta cuando el hospedador era senescente. Ademas, Steinberg y

De Nys (2002) y Lane y Kubanek (2008) explicaron que algunas especies solo
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tienen mayor cantidad de epifitas durante ciertos periodos del afio, lo que puede
correlacionarse aparentemente con cambios metabdlicos en el hospedador.

Se observo una marcada temporalidad en la composicion de las algas epifitas
en L. marina. Ademas una baja diversidad y equitatividad estuvo acompafiada de
una clara dominancia de las especies Urospora penicilliformis y Erythrotrichia
carnea. Sin embargo, en lo que respecta a C. sinuosa, no se observo una
temporalidad de las algas epifitas. Esto a su vez estuvo acompafiado de una
mayor equitatividad y diversidad, pero de una menor abundancia de algas epifitas
sobre los gametéfitos de C. sinuosa, sin la dominancia de ninguna especie epifita.
En relacion a las clases de algas epifitas, Bacillariophyceae fue el grupo con la
mayor riqgueza de especies en ambos hospedadores. Las diatomeas son
generalmente los componentes mas abundantes de las comunidades de epifitas y
colonizadores primarios de las superficies marinas, por lo tanto, juegan un papel
crucial en la estructura de las comunidades de algas (Hernandez-Almeida y
Siqueiros-Beltrones 2008, Kumar et al. 2011). Esta preferencia hacia los sustratos
algales se ha atribuido a la naturaleza oportunista de muchas de ellas y a la
ulterior modulacion de la superficie para la fijacion de especies pioneras (Sieburth
y Thomas 1973, Siqueiros-Beltrones et al. 1985).

Las diatomeas epifitas se agrupan sobre la base de su fuerza de adhesién
(Tanaka 1986). El grupo de géneros con fuerzas de adhesion mas débiles esta
integrado, entre otros por Pleurosigma W. Smith el cual incluye especies
predominantemente bentdnicas, aunque en este estudio, el taxa Pleurosigma sp.

presento abundancias bajas en ambos hospedadores.
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Por otro lado, algunas especies que se adhieren con mayor fuerza, como
Navicula spp., presentaron una mayor incidencia sobre L. marina y C. sinuosa,
mientras que Grammatophora oceanica y Nitzschia spp. fueron mas abundantes
en C. sinuosa. Es probable que estos taxones sean desprendidos de la superficie
hospedadora por la corriente de agua, permitiendo una colonizacién ocasional, ya
gue no se adhieren firmemente al sustrato (Hudon y Legendre 1987).

En este estudio, la abundancia de epifitos en diferentes regiones del talo del
huésped fue homogénea en los espordfitos de L. marina. Sin embargo, se observo
un patron de zonificacion sobre C. sinuosa, disminuyendo la abundancia epifitica
hacia las secciones laterales y superiores. Las algas epifitas con mayor
persistencia en el tiempo fueron las que crecieron en las partes inferiores del
macrotalo de C. sinuosa. La distribucion de epifitos en diferentes partes del
huésped también ha sido reportada por otros autores. Arrontes (1990) observo
diferentes zonas para la posicién de epifitos, como los apices del talo, partes
inferiores o intermedias del talo anfitrién, estipites y rizoides. La causa de esta
distribuciéon desigual puede deberse a muchos factores, como a las variables
condiciones ambientales (por ejemplo, movimiento del agua, la proximidad a la
luz) en diferentes partes del huésped, incluidos los efectos de sombreado en el
talo (Dayton 1975). Ademas, una la distribucién desigual de los componentes
quimicos presentes en los hospedadores, podrian actuar como disuasion epifitica
(Bjeerke y Fredriksen 2003). Adicionales efectos disuasivos han sido también
relacionados a las diferente edades celulares y por lo tanto variabilidad temporal

en el desarrollo de la comunidad epifita (Ballantine 1979, Krumhansl et al. 2015); y
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diferencias en la tension superficial dada por la rugosidad del talo hospedador
(Dodds y Biggs 2002).

En las macroalgas con crecimiento meristematico apical, los organismos
epifitos generalmente muestran claros patrones de zonacion, y el nimero de
especies generalmente disminuye hacia las partes mas joévenes (Bjeerke y
Fredriksen 2003, Krumhansl et al. 2015). Sin embargo, en especies globosas
como Leathesia y Colpomenia, donde el eje multiaxial se reduce a las células que
recubren el interior de la corteza (Boraso 2013), la distribucion de epifitas no esta
relacionada con la edad del macrotalo.

La abundancia de epifitos registrada sobre C. sinousa estuvo asociada a
caracteres morfolégicos, tales como, la textura mas suave en las regiones
laterales y superiores lo cual proporcion6 un area mas expuesta a las condiciones
ambientales, evitando la colonizacién por varios organismos epifitos. Ademas, la
presencia de una cuticula de polisacaridos en la superficie de esta especie
hospedadora indudablemente afectd la colonizacion por otras algas, ya sea
proporcionando sustratos para el crecimiento pionero de bacterias y pequeiias
diatomeas o dificultando el establecimiento de esporas como también fue
sefalaron por Round (1984) y Yamamoto et. al. (2013) en Myagropsis myagroides
(Mertens ex Turner) Fensholt y Sargassum hemiphyllum (Turner) C. Agardh.

Se observo un patron epifitico diferente en L. marina, la cual tuvo una textura
rugosa con mayor cantidad de intersticios, lo que favorecio el reclutamiento y la
colonizacion de los taxones epifitos. Este mismo fenomeno fue ademas observado
por Arrontes (1990), Reyes y Afonso-Carrillo (1995), Kanamori et al. (2004) y

Ortufio-Aguirre y Riosmena-Rodriguez (2007) sobre Padina concrescens Thivy,
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Cystoseira sp., Gelidium sp. y Cymodocea nodosa (Ucria) Ascherson, donde se
observé una mayor abundancia de epifitos en las algas con una mayor area
superficial y mayor biomasa para colonizar.

En las costas patagonicas, L. marina y C. sinuosa ocupan el mismo espacio
ecolégico pero se separan en el tiempo, ya que cada especie esta adaptada a
diferentes condiciones ambientales. A pesar de esta separacion temporal, ambas
especies compartieron una gran proporcion de las especies epifitas. De esta
manera en este estudio, se demuestra que la variabilidad temporal no juega un
papel clave en la explicacién del ensamblaje de epifitos del intermareal inferior.
Sin embargo, la diferente estructura morfoldégica de cada especie hospedadora
podria explicar la mayor abundancia de epifitas en el macrotalo de L. marina. Los
factores estudiados, como la morfologia y la temporalidad del huésped,
contribuyeron significativamente a la variabilidad de la abundancia de las especies
y el dominio de la estructura de las epifitas en L. marina y C. sinuosa.

Este capitulo de tesis representa el primer estudio completo sobre la
variabilidad temporal de las comunidades epifitas en las poblaciones de L. marina
y C. sinuosa, con el objetivo de comprender las interacciones entre la dinamica de
la comunidad de algas epifitas con los parametros medioambientales y la dindmica
de la poblacion de algas hospedadoras.

Finalmente el conocimiento de la dinamica de la comunidad epifica en esta tesis
resulté clave para comprender el estado sanitario ideal de L. marina y asi
seleccionar los momentos de cosecha adecuados cuando el objetivo es realizar

cultivos bajo condiciones de controladas con escasa carga epifitica.

117



Capitulo IV

Propiedades bioactivas de Leathesia marina y optimizacion de su

cultivo

1. Introduccion

En la actualidad, el interés reciente por cultivar algas se relaciona con una
amplia gama de usos, que incluyen: alimentos, fertilizantes, biocombustibles y
compuestos bioactivos. Sin embargo, sus usos y aplicaciones todavia estan poco
explotados o no han alcanzado todo su potencial (Baweja et al. 2016).

A nivel mundial, la utilizacion de algas para consumo humano se reporta
histéricamente en poblaciones costeras, principalmente en paises asiaticos, donde
son apreciadas por sus beneficios nutricionales y en la salud (Kumar et al. 2015).

Recientemente varios estudios se centraron en el valor nutricional de las algas
marinas enfocandose en el contenido bioquimico, para explorar su posible uso
como fuente de proteinas, carbohidratos, lipidos, &cidos grasos, minerales y
pigmentos (Holdt y Kraan 2011, Cazon et al. 2014, Verma et al. 2017). Ademas,
los extractos de algas marinas presentan variados beneficios ya que contienen
sustancias bioactivas como polifenoles con propiedades antibacterianas,

antifingicas y antivirales (Kumar et al. 2008). Esto le proporciona a las algas un

118



gran potencial como suplemento en alimentos funcionales o para la extraccion de
compuestos.

Entre las algas pardas, se conoce que las especies del género Leathesia son
fuentes de abundantes metabolitos secundarios, dada la presencia de altos
contenidos de bromofenoles (Xu et al. 2004, Shi et al. 2009), florotaninos (Heo et
al. 2005) y polisacéaridos sulfatados (Feldman et al. 1999). Estos compuestos
tienen actividad antitumoral y antioxidante; también han demostrado ser agentes
antivirales selectivos contra el virus del herpes simple (VHS) tipos 1y 2 vy el
citomegalovirus humano. Por otra parte, los extractos de Leathesia demostraron
actividad tripanocida in vitro, actividades leishmanicida y antimicobacterianas
(Spavieri et al. 2010).

Como fue mencionado en los capitulos anteriores, L. marina presenta un ciclo
de vida heteromorfico tipico, alternaran entre una fase gametofitica filamentosa
microscoépica y una fase esporofitica globosa macroscépica. Ambas fases, exhiben
un alto grado de independencia y diferenciacion y presentan limitaciones
ecoldgicas y evolutivas Unicas; siendo capaz de sobrevivir y/o reproducirse bajo
diferentes recursos y condiciones ambientales (Schiel y Foster 2006).

De esta forma, el estudio de la supervivencia de las diferentes fases, luego del
asentamiento de esporas y zigotos, es fundamental para comprender la dindmica
del asentamiento exitoso de las poblaciones en condiciones de cultivo
(Yoneshigue-Valentin 1990). Ademas, la mortalidad temprana de muchas algas,
en los dias posteriores al asentamiento, podria ser el cuello de botella para el

reclutamiento exitoso (Mc Lachlan 1974, Vadas et al. 1992).
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Los procesos que influyen en el asentamiento de esporas y zigotos,
correspondiente a las primeras etapas de la vida del alga, se pueden clasificar
segun Vadas et al. (1992) en factores intrinsecos y extrinsecos. Las variables
intrinsecas son aquellas inherentes a la especie y que no se encuentran afectadas
por el medio ambiente, por ejemplo, aspectos relativos a la edad del
individuo/tiempo de incubacién, requisitos especificos de germinacion,
hacinamiento, etc. En las etapas iniciales, el asentamiento y supervivencia
dependen en gran medida de procesos intrinsecos. Sin embargo, las variables
abidticas, como la temperatura del agua de mar, la radiacion y las concentraciones
de nutrientes, considerados como factores extrinsecos, también afectan la
colonizacion y el reclutamiento, ya que intervienen en el proceso de fotosintesis, la
excrecion de mucilago, el crecimiento, etc. y, por lo tanto, tienen efecto sobre la
dinamica de las poblaciones naturales de algas (Underwood y Fairweather 1989).

Por ese motivo la necesidad de ajustar las condiciones de crecimiento en los
cultivos de Leathesia resulta fundamental para proporcionar mayor de biomasa del
alga para su utilizacion con fines biotecnoldgicos y evitar la sobreexplotacion de
las poblaciones naturales.

A pesar del potencial de L. marina en campos de la ficologia aplicada,
actualmente no se han publicado datos sobre los métodos de cultivo y las

condiciones 6ptimas de crecimiento.
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Los objetivos de este capitulo fueron:

¢ Analizar la composicion bioquimica del espordfito de L. marina para evaluar su
potencial uso como fuente de compuestos bioactivo, mediante la determinacién
del contenido de materia orgénica, alginatos, carbohidratos, proteinas,

polifenoles, evaluacion de la actividad antioxidante y composicion elemental.

e Establecer cuales son las mejores condiciones de cultivo controlado para (i) el
crecimiento, la supervivencia y el almacenamiento de esporéfitos y gametofitos
y (ii) el control de la fertilidad de los gametoéfitos y su almacenamiento a largo
plazo, evaluando los efectos de tres variables: temperatura, concentracion de

nutrientes y tiempo de incubacion para las fases esporofitica y gametofitica.
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2. Materiales y métodos

Las muestras de L. marina se recolectaron en Punta Este sobre el Golfo Nuevo

(Fig. 1, ver capitulo I).

2.1. Composicién quimicay actividad antioxidante de L. marina

Los analisis quimicos se realizaron sobre la fase esporofitica macroscopica, ya
gue constituye la mayor biomasa en la naturaleza, en relacibn a la fase
gametofitica microscopica. En todos los casos los analisis se realizaron por

triplicado.

2.1.1. Contenido de materia organica

Para la determinacion del contenido de materia organica, 50 g. de alga fresca
se secaron en estufa a 60°C hasta alcanzar peso constante, y asi determinar el
peso seco; luego se incineraron a 500°C en una mufla para determinar el
contenido de la ceniza. El porcentaje de materia organica se calculo restando el

peso de la ceniza al peso seco del alga.
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2.1.2. Contenido de carbohidratos

Para determinar el contenido de carbohidratos, se analizaron dos extractos
siguiendo el método propuesto por Andrade et al. (2004). Para la preparacion del
primer extracto, se molieron 250 mg. de alga liofilizada y se sumergieron en 15 ml
de agua Milli-Q con agitacion durante 24 h. El segundo extracto se prepard
también con 250 mg de alga liofilizada molida que se sumergié en 15 ml de KOH
al 5% y se agité durante 24 h a temperatura ambiente. Luego, el alga molida se
separ6 del sobrenadante por centrifugacion (4°C, 10,000 g, durante 20 min.). La
determinacién de carbohidratos totales para ambos extractos se cuantificaron
siguiendo el método de Dubois et al. (1956). Para ello, se colocaron 2 ml del
extracto en tubos de vidrio que se mezclaron con 0,5 ml de fenol al 3% y 5 ml de
H,SO, concentrado. Se dejé incubar en bafio de hielo durante 30 min., luego se

ley6 en el espectrofotdmetro a 490 nm. (Fig. 29).
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250 mg de alga 250 mg de alga
liofilizada liofilizada

+ +
15 ml de agua Milli-Q 15 ml KOH al 5%

Agitar durante 24 h

Centrifugar a 4° C(10.000g
durante 20 min

Recuperar el
sobrenadante

2 ml del extracto
+ 0,5 ml de fenol al 3%
+ 5,0 ml de H,SO,

Incubar en bano de hielo durante
30 min

Figura 29. Protocolo para la extraccidn de carbohidratos en Leathesia marina.
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2.1.3. Contenido de alginatos

El pre-tratamiento de la muestra y extraccidén para la cuantificacion del alginato
se basaron en Mc Hugh (1987). Para el pre-tratamiento de la muestra se
mezclaron 5 g. de alga seca, triturada y tamizada con 160 ml de solucion de
formaldehido al 0,4% bajo agitacion constante, durante 30 min. Las soluciones se
desecharon y el material algal triturado se lavé con agua destilada. Luego, las
algas se pusieron en 160 ml de HCI 0,1 N durante 2 h. Estos tratamientos de
lavado resultaron necesarios para eliminar los compuestos fendlicos y aclarar la
biomasa (Bertagnolli et al. 2014).

La extraccion propiamente dicha se realiz6 con 110 ml de Na,COj3; al 2%
durante 5 h a 60°C. Como resultado se obtuvo una mezcla viscosa que se filtrd
para separar el residuo solido de la solucién de alginato (conservando el residuo).
El alginato se precipitd con etanol-agua destilada (1:1) y luego se secé en estufa a
60°C hasta alcanzar peso constante. Luego se realizé una segunda extraccién
utilizando el residuo. Para ella se secé el residuo en estufa a 60°C hasta llevar a
peso constante. Posteriormente, se puso nuevamente en contacto con 160 ml de
Na,COj3 al 2% durante 5 h a 60°C y la precipitacion de alginato fue nuevamente
lograda con etanol-agua.

El rendimiento de alginato se calculé como un porcentaje del peso final, basado

en el peso seco inicial del alga como expresan las siguientes ecuaciones (Fig. 30):
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peso seco del alginato

Rendimiento de alginato(%) = ( )xlOO

peso seco del alga antes de la extracciéon

peso seco del alginato

Rendimiento del residuo(%) = ( >x100

peso seco del residuo del alga
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5 g de alga seca
.|.

160 ml de formaldehido 0,4%

Agitar por 30 min

Desechar el Lavar las algas con
sobrenadante agua

Algas
+

160 ml HCI 0.1 N
por 2 horas.

Algas
+

110 ml de Na,CO, 2%
por 5 h. a 60 °C.

Filtrar la mezcla

Viscosa

Solucién de alginato Residuo soélido

Precipitar el aliginato con | | Secara 60° Cy llevar a
etanol-agua destilada (1:1) peso constante

Residuo
Secar en estufa a 60 +
°C 110 ml de Na,CO, 2%
por 5 hs a 60 °C.

Filtrar y precipitar

Figura 30. Protocolo para la extraccion de alginatos en Leathesia marina.
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2.1.4. Extraccion de proteinas

El procedimiento de extraccion de proteinas se bas6 en el protocolo de
Barbarino y Lourenco (2005). Para ello se sumergieron 50 mg de alga liofilizadas
en 4 ml de agua Milli-Q durante 12 h a 4°C. Después del periodo de incubacion, se
centrifugé a 4°C a 10.000 g durante 20 min., el sobrenadante se recogi6 y se
mantuvo a 4°C. En el precipitado se volvio a realizar una extraccion con 2 ml de
NaOH 1 N por 1 h. Luego, el extracto se centrifugd a 4°C a 10.000 g durante 20
min. El primero y segundo sobrenadante se mezclaron y el sedimento se descarto.
Se usaron alicuotas de estos extractos “crudos” para realizar la cuantificacion de
proteinas mediante el método de Lowry (1951).

Una parte de los extractos obtenidos previamente se utilizaron para realizar una
precipitacion de proteinas siguiendo a Berges et al. (1993). Para ello se afadio
acido tricloroacético (TCA) frio al 25% en una proporcion de 2,5:1 (TCA:
sobrenadante). Los tubos conteniendo TCA y proteina se incubaron en bafio de
hielo durante 30 min. y luego se centrifugaron durante 20 min a 10.000 g y a 4°C.
El sobrenadante se descartd y el precipitado se lavé con TCA frio al 10% y luego
se centrifugd nuevamente. El precipitado que se formé después de una segunda
centrifugacion se resuspendié en TCA al 5% a temperatura ambiente, en una
proporcion de 5:1 (5% TCA: precipitado) y se centrifugd a 21°C y 10.000 g durante
20 min. Los pellet de proteina se almacenaron a -20°C hasta ser analizados. La
proteina precipitada se resuspendio en 2 ml de NaOH 0,1 N y se cuantifico

mediante el método de Lowry (1951).
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2.1.5. Andlisis del contenido de proteinas por el método de Lowry

Para el método Lowry, a 1 ml de muestra se le incorpord 5 ml del reactivo "C"
formado por: 50 volumenes del reactivo "A" (Na,CO3 al 2% + NaOH 0,1 N) + 1
volumen del reactivo "B" (0,5 volumen de CuSO, al 0,5% + H,O + 0,5 volumen de
C4H4NaOgs 4 H,O al 1%). Luego se afiadio 0,5 ml de reactivo de Folin-Ciocalteu
(Folin y Ciocalteu 1927) diluido en dos volimenes de agua ultrapura (1:2).
Después de la adicion de cada reactivo, las muestras se agitaron la
homogeneizacién. La absorbancia se midiéo a 750 nm, 35 min. después del inicio
de la reaccion quimica a temperatura ambiente. El contenido de proteina se
evalu6 por medio de una curva de calibrado, utilizando como estandar una
solucion de albumina de suero bovino (BSA) con maxima concentracion de 100 ug

ml™ (Figs. 31y 32).
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50 mg de alga liofilizada
+

4 ml de agua Milli-Q

Incubar durante 12 ha 4 °C
Centrifugar a 4 °C(10.000g) por 20 min

Sedimento del alga
+

2mlNaOH 1,0N
por 1 hora ,

Centrifugar a 4°C (10.000g) por 20 mi

Sobrenadante a 4 °C Sobrenadante a 4 °C
A B

Mezclar sobrenadante
A+B

1 ml de muestra
+

5 ml del reactivo "C"
+

0,5 ml del reactivo de
Folin-Ciocalteu

Incubar por 35 min

y medira 750 nm.

Figura 31. Protocolo para la extraccién de proteinas a partir del extracto acuoso aplicado en
Leathesia marina.
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sobrenadante A+B

1° Lavado: TCAfrioal 10%

Centrifugar a 4 °C (10.000 g) por 20 min

2°Lavado:TCA 5%
(temperatura ambiente)
5: 1 (TCA: precipitado)

Centrifugar a 21°C (10.000g) por 20 min

Pellet de proteina
precipitada
+

2ml de NaOH 0,1 N

Cuantificaciéon con el método de Lowry

Figura 32. Protocolo para la extraccion por precipitacion de proteinas con TCA a partir del

extracto acuoso aplicado en Leathesia marina.
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2.1.6. Determinacion de pigmentos

Para evaluar el contenido de diferentes pigmentos se testearon dos tipos de

extraccion con dos disolventes distintos: 80% de acetona y DMSO, segun la

metodologia sugerida por Vimala y Poonghuzhali (2015). La clorofila a y el

contenido total de clorofila se expresaron en mg/g de alga seca usando las

ecuaciones formuladas por Arnon (1949) de la siguiente manera:

Clorofilaa (ng/ml) = [12,7 (A663) - 2,69 (A4645)]

Total de Clorofila (pg/ml) = [20,2 (A645) + 8,02 (4663)]

El contenido de clorofila c1 + c2 se determiné usando la siguiente ecuacién

segun Jeffrey y Humphrey (1975):

Clorofilacl + c2 (mg/g) = [24,36 (A630) + 3,73 (A664)]

La cantidad de carotenos se estimé mediante la formula de Kirk y Allen (1965):

Carotenos (mg/g) = [A480 + (0,114 x A663) — (0,638 X A 645)]
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La cantidad de fucoxantinas se estim6 usando la ecuacién de Seely et al.

(1972):

Fucoxantinas (mg/g)

= [A470 — 1,239 (4631 + A581 — 0,3 x A664) - 0,0275(A664)] /141

Donde A = Absorbancia a una longitud de onda particular, considerando el volumen total del

extracto y el peso de la muestra utilizada para la extraccion.

2.1.7. Determinacion de polifenoles

El contenido total de polifenoles se analizo tanto en extractos metandlicos (3 g.
de muestra de alga liofilizadas en 10 ml de metanol al 80%) como en extractos
acuosos (3 g de muestra de algas liofilizadas en 17,5 ml de agua Milli-Q) usando
el método Folin-Ciocalteu (1927). Para la reaccion, a 100 pl del extracto se le
afiade 400 pl del reactivo de Folin y 1300 ul H,O reactivo y se dejo reposar de 1 a
5 minutos. Luego se incorpord 1200 pl Na,CO3 y se dejé 1 h en oscuridad a
temperatura ambiente. Finalmente se realizé la lectura a una longitud de onda de
760 nm.

Se uso una curva de calibrado con solucién de acido galico como estandar,
cuyas concentraciones oscilaron entre 10 - 280 ug ml™. El contenido fenélico total
se expres6 como g de equivalentes de acido galico por mg de alga seca (ug GAE

mg™ alga seca).
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2.1.8. Determinacién de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante se midi6 en el extracto metandlico (3 g de muestra de
algas liofilizadas en 10 ml de metanol al 80%) utilizando 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH). La reaccion se preparo afadiendo 250 pl de extracto a 3 ml de solucion
metandlica de radical DPPH con absorbancia igual a 1 a 517 nm (Chaillou y
Nazareno 2006). La mezcla se agitd y se dejd reposar durante 30 min. a
temperatura ambiente en oscuridad. La absorbancia de la solucion resultante se
midié a 517 nm. EIl porcentaje de inhibicion del radical DPPH en las muestras se

calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion.

) A muestra — A blanco
Inhibicion (%) = 100x [1 — ( >
A control

Donde: el A control es la absorbancia del control (solucion DPPH sin muestra), la A muestra es
la absorbancia de la muestra que se desea medir (solucién DPPH mas muestra de prueba), y el A

blanco es solo la absorbancia de la muestra (muestra sin solucion DPPH).

La concentracion de la muestra que captura el 50% de los radicales DPPH se
obtuvo calculando el porcentaje de inhibicion medio (ICsp) utilizando diferentes
concentraciones de extracto (6,5; 12,98 y 19,48 mg/ml). También la actividad
antioxidante total se expres6 como la capacidad antioxidante equivalente a la

vitamina C (VCEAC).
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2.1.9. Determinacion de la composicion elemental

Para determinar la presencia de los diferentes elementos en espordfitos de L.
marina, se fijaron fragmentos del talo en glutaraldehido al 2,5% que contuvieron
buffer cacodilato de sodio 0,01 M (pH 7,2) a 5°C durante 2 h. Posteriormente, se
realizaron tres lavados en buffer cacodilato de sodio a 0,005 M durante 10 min.
cada uno. Los fragmentos fijados se deshidrataron en acetona siguiendo el
protocolo de Caceres (1995). Finalmente, las muestras se secaron por punto
critico durante 1 h y se revistieron con oro en un Sputter Coater 9100 modelo 3
(Pelco, Clovis, California, EE.UU) segun Sorrivas de Lozano y Morales (1986). Las
muestras se observaron bajo un microscopio electronico de barrido (MEB) Leo
Evo 40 (Jena, Alemania) equipado con el sistema de microandlisis de rayos X
Dispersivo de Energia OXFORD X-Max50 (Oxford Instruments, Abingdon,

Oxfordshire, Reino Unido), del CCT Bahia Blanca — UNS - CONICET.

2.2. Ensayos de cultivo de L. marina

Los cultivos se iniciaron a partir de esporas que se formaron en las estructuras
reproductivas de los talos espordfitos recolectados en la naturaleza. A partir de la
germinacion de las esporas se generaron talos gametofiticos bajo condiciones de
cultivo. Para ello, los talos esporofitos se cepillaron y se enjuagaron con agua de
mar estéril y filtrada (malla de 0,2 ym) para eliminar algas epifitas y sedimentos,

para evitar la contaminacion de los cultivos.
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Una vez obtenidos los talos gametofiticos, estos fueron mantenidos bajo
condiciones contantes hasta obtener obtener un stock (C.15) para luego ser usado
en los diferentes ensayos.

De los talos gametofiticos fueron generados zigotos, los cuales, se mantuvieron
bajo condiciones controladas de laboratorio. Los cultivos stock se mantuvieron en
agua de mar a temperatura de 8°C y una concentracion de nutrientes dada por el
agregado de 2 ml de medio Provasoli (PES) por litro de agua de mar.

Todos los experimentos de cultivo se realizaron en cajas de Petri de 2,5 cm de
diametro, que contenian fragmentos fértiles de 2 mm? de esporéfitos o gametdfitos
sobre un cubreobjetos de 1,5 cm? Tanto en los cultivos iniciados a partir de
esporofitos y gametofitos, una vez liberadas las esporas o luego de la fusion de
gametos, se monitored el desarrollo de tanto de esporas como de zigotos. El
fotoperiodo seleccionado fue de 12:12 h luz/oscuridad con una intensidad luminica
de 25 umol m? s proporcionada por tubos fluorescentes blancos frios. La
intensidad luminica se controlé usando un medidor de flujo cuantico (Apogee MQ-
200, EE.UU).

Para determinar el crecimiento O6ptimo y la supervivencia de las fases
esporofitica y gametofitica, se llevdé a cabo un experimento factorial donde se
evaluaron cuatro concentraciones de nutrientes y tres temperaturas de incubacion.
Para el caso de los nutrientes, la concentracion de PES agregada al agua de mar
fue drasticamente reducida o aumentada, siendo O; 0,1; 1 y 10 veces la
concentracion sugerida por Oliveira et al. (1995) (2 ml de PES/litro). El medio de
cultivo se renovo cada dos dias en todos los casos. La incubacion en cada

concentracion de nutrientes se realizd por triplicado y se expuso a diferentes
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temperaturas: 8°C, 16°C y 24°C. El efecto de los nutrientes y la temperatura sobre
el crecimiento y la supervivencia, se evaluaron cada dos dias, durante un periodo
de incubacioén de 10 dias, considerando de esta manera, el tiempo como una
tercera variable influyente.

La supervivencia de los talos se analizé cuantificando individuos vivos en un
area de 3 cm? usando un microscopio Nikon Eclipse TE 300 (Tokio, Japén)
equipado con una camara Nikon FDX 35. Los recuentos se realizaron en 400x de
aumento. El crecimiento vegetativo se midié contando el numero de células de
cada individuo. Los datos de supervivencia y crecimiento vegetativo se tomaron

cada dos dias de ensayo.

2.2.1. Control de fertilidad del gameto6fito

Para evaluar las condiciones de cultivo que regulan la gametogénesis, se
sometieron los gametdfitos a diferentes temperaturas de incubacién 8°C, 16°C y
24°C, en agua de mar enriquecida con PES (2 ml de PES/litro) con un fotoperiodo
de 12:12 h de luz/ oscuridad y una intensidad luminica de 25 pmol m™ s™ provistos
por tubos fluorescentes blancos frios.

Los gametangios pluriloculares se contabilizaron tomando fragmentos de 2 mm?
en un total de 20 talos gametdéfitos por cada temperatura de incubacion. Los

recuentos se realizaron usando un microscopio optico en un aumento de 400x.
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2.3. Andlisis estadisticos

Para evaluar las diferencias en la composicion quimica de L. marina
dependiendo del solvente de extraccion, se us6 una prueba t Student (prueba t de
dos muestras no emparejada) utilizando el programa estadistico R Studio (Team
2016) con un nivel de significancia de 0,05.

Para la evaluacion de la densidad de zigotos y esporas asentadas (n°
zigotos/esporas/3 cm?), se utilizé un modelo lineal generalizado con distribucién
Binomial Negativa (GLM.nb) como modelo alternativo a la distribucién de Poisson
con sobredispersion.

Los andlisis se realizaron utilizando el paquete MASS en R (Venables y Ripley
2002). Para analizar la supervivencia, se utiliz6 un modelo lineal generalizado
mixto (GLMM) con una distribucién Binomial. Todos los GLMM se realizaron con el
paquete Ime4 en R (Bates et al. 2015).

Para la evaluacion de la supervivencia en relaciébn con los tiempos de
incubacion, las temperaturas y las concentraciones de nutrientes, se consideraron
modelos aditivos y con interaccién. EI mejor modelo se seleccion6 segun el criterio
de informacion de Akaike (AIC), donde el AIC méas pequefio constituye el modelo
que mejor se ajusta a los datos. Para los datos obtenidos en esta tesis, el modelo
aditivo presentd un AIC mas pequefio.

Para analizar los datos de fertilidad, se utilizd una distribucion de Poisson
inflado a cero (ZIP) debido a que la mayoria de los gametofitos incubados a 16 °C
no presentaron gametangios. Los analisis se realizaron usando un paquete pscl en

R (Jackman 2015).
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Para analizar el crecimiento vegetativo, los datos se ajustaron a una

reparametrizacion del modelo de Gompertz (Tjgrve y Tjgrve 2017):

W(t) = Aexp (— exp (—Kg (t — Tl-)))

Donde W (t) es el valor esperado (niumero de celdas) en funcién del tiempo, A es el valor
maximo de crecimiento, K. es la tasa de crecimiento (que afecta la pendiente), t es el tiempo (dias)

y Ti representa el tiempo en el punto de inflexion ( dias).

Este modelo de crecimiento de Gompertz fue el que mejor se ajusto al lote de
datos con respecto al modelo de crecimiento logistico, ya que presentd el menor
AIC. Esta curva se determing usando la estimacion de méxima verosimilitud (ML),
con la funcion varPower para controlar el efecto heterocedasticidad utilizando el

paquete nime en R (Pinheiro et al. 2016).
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3. Resultados

3.1. Propiedades bioquimicas y actividad antioxidante de Leathesia marina

Los espordfitos de L. marina mostraron un contenido de carbohidratos de 19,9 +
2,4 (media + EE) carbohidratos/100 mg de materia organica para el extracto de
KOH y de 16,9 = 2,3 mg carbohidratos para el extracto acuoso. Estadisticamente
no se observaron diferencias significativas en contenido de carbohidratos al
comparar los 2 tipos de extraccion (Tabla 7).

En cuanto al contenido de alginatos en L. marina se registré un porcentaje de
15,55 + 1,10%.

El contenido de proteina en los extractos “crudos” mostraron valores mas altos
que los obtenidos de las muestras con proteinas precipitadas, siendo 1,01 *
0,06% (Tabla 7).

Los principales pigmentos fotosintéticos, clorofila, carotenos y fucoxantinas,
presentaron valores mas altos en los extractos de acetona 80%, que en los de
DMSO; excepto la clorofila c1 + ¢2, que no presento diferencias significativas entre
los dos tipos de extraccion (Tabla 7).

La clorofila a (Chl a) fue el pigmento mas abundante, seguido por los carotenos
(Cart) y la clorofila c1 + c2 (Chl cl1 + c2). El pigmento con mas baja concentracion
fue la fucoxantina.

El contenido fendlico fue mayor en el extracto acuoso con 0,99 + 0,04 mg

GAE/g (Tabla 7).
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Por otro lado, la actividad antioxidantes por eliminacién de radicales DPPH solo
fue posible medirla en el extracto metandlico, ya que el extracto acuoso en
contacto con la solucion de DPPH-metanol formoé un precipitado de polisacaridos,
resultando imposible su medicién. La concentracion del extracto metandlico
requerida para reducir la concentracion inicial de DPPH al 50% (ICsp) fue de 16,9
mg/ml, y la actividad de eliminacién de radicales, expresada como equivalente de
vitamina C fue de 17,44 + 0,61 mg de VCE / 100 g de alga seca.

La microscopia electronica de barrido (MEB) junto con la espectroscopia de
energia dispersiva de rayos X (EDX) para el andlisis elemental de la superficie
externa de las paredes celulares de L. marina, revelaron la presencia de diferentes
elementos, tales como Cu, Na, Ca, S, Mg y Si, mientras que el Al y Fe se
encontraron en muy baja proporcion. La presencia de oro correspondié al
recubrimiento realizado en este metal, necesario para la observacion en el MEB

(Fig. 32).
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Tabla 7. Caracteristicas bioquimicas del esporofito de L. marina (porcentaje de peso seco,
cenizas, materia organica, carbohidratos totales, alginato, proteina, pigmento, contenido de
polifenoles) y actividad antioxidante (actividad de eliminacion de radicales DPPH). Los datos
representan la media de tres réplicas + E.E. (n = 3). La prueba t de Student se usé para evaluar la
diferencia en la composiciéon quimica dependiendo del solvente de extraccion; df, grados de
libertad; valor de p (< 0,05). Abreviaturas: clorofila (Chl), carotenoides (cart), muestra seca (MS).

Caracteristicas bioquimicas Solvente Media + EE  Estadistico () df p-valor
Peso seco (%) 70,53 + 0,69
Cenizas (%) 41,79+ 1,38
Material organica (%) 29,46 + 0,69
; agua 16,9+ 2,3
Total carpohldrqtos (mg/100 0.89 4 04192
mg material organica) extracto de KOH 19,9+2,4
Alginatos (%) 15,55+1,10
agua 1,01 £ 0,06
Proteinas (%) Precipitado con 3,70 4  0,0207
TCA 0,53+0,12
Pigmentos
DMSO 0,14 £ 0,008
Chl a (mg/g DS) 21,63 4 <0,0001
Acetona 80% 0,46 = 0,013
DMSO 0,16 + 0,009
Total Chl a+b (mg/g MS) 23,42 4 <0,0001
Acetona 80% 0,53+0,014
DMSO 0,11 + 0,016
Chl c1+c2 (mg/g MS)
Acetona 80% 0,17 £ 0,019 2,48 4  0,0693
DMSO 0,15 £ 0,009
Cart (mg/g MS) 26,40 4 <0,0001
Acetona 80% 0,36 + 0,005
DMSO 0,002+ 0,001
Fucoxantinas (mg/g MS) 28,06 4 <0,0001
Acetona 80% 0,006 + 0,001
; agua 0,99 + 0,04
I/lostal polifenoles (mg GAE/g 10,61 4 0,0004
) Metanol 80% 0,51 + 0,02
ICso (Mg/mL) Metanol 80% 16,96 + 0,66
VCEAC (mg VCE/100g MS) Metanol 80% 17,44+ 0,61
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Figura 33. Andlisis MEB-EDX de superficie externa de esporéfito de L marina:a: Grafico
mostrando espectro de los diferentes elementos detectados sobre la superficie. b: Vista superficial
de talo de L. marina.. Barra de escala = 100 um.
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3.2. Ensayos de cultivos

La figura 34 muestra un esquema abreviado del ciclo de vida heteromorfico de
L. marina alternando entre una fase esporofitica diploide y una fase gametofitica

haploide.

Gametdfitos jovenes

b

meiosis=espora

Esrfits

Gametc')ios

gametas (singamia)=zigotos

Espordfitos jovenes

Figura 34. Ciclo de vida abreviado de L. marina. Fases esporofitica y gametofitica. a.
Macrotalo correspondiente a la fase esporofitica. b. Gametéfito joven generado de esporas. c.
Microtalo postrado o fase gametofitica en cultivo. d. Espordfito joven generado de zigoto. Barra de
escala:a=1cm, b, d=10 ym, ¢ =30 um.
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3.2.1. Asentamiento de zigotos y esporas

La liberacion de gametos desarrollados en los gametofitos se produjo luego de
24 h de incubacion y se asentaron posteriormente a su fusion aproximadamente a
las 48 h. En cambio, las esporas desarrolladas en esporofitos se liberaron
después de 12 h de incubacién y se asentaron luego de las 36 h. Esto revel6 un
mas répido reclutamiento de las esporas sobre los zigotos.

Las densidades de zigotos y esporas estuvieron significativamente
influenciadas por las diferentes concentraciones de nutrientes (Tabla 8). Sin
embargo, la temperatura no tuvo un efecto significativo en el asentamiento de
zigotos y esporas. Bajo todas las concentraciones de nutrientes y temperaturas, el
namero de esporas asentadas (44 + 9 esporas) fue mayor que el numero de
zigotos (21 + 2 zigotos). ElI mayor numero de esporas se registré a la
concentracion 1 PES (52 + 25 esporas) y el de zigotos a 10 PES (31 * 6 zigotos).
El nimero més bajo de zigotos se obtuvo en cultivos sin la adicion de PES (12 + 2
zigotos) y las esporas en una concentracion de PES de 0,1 (14 £ 5 esporas) (Fig.
35 a).

3.2.2. Supervivencia de esporofitos y gametoéfitos

Se observaron diferencias significativas en la supervivencia de esporofitos y
gametofitos, siendo 42,4 + 7,82% y 52,14 + 7,19%, respectivamente (Tabla 8).

La supervivencia de los esporofitos estuvo influenciada por la temperatura del
agua de mar y el tiempo de incubacion. En cambio, la concentracion de nutrientes

no presento un efecto significativo (Tabla 8) sobre la supervivencia. Por otro lado,

145



la supervivencia de los gametdéfitos estuvo afectada por las tres variables
analizadas: el tiempo de incubacion, la temperatura y la concentracion de
nutrientes.

La variable, tiempo de incubacion, afectd negativamente la supervivencia de
esporofitos y gametofitos, ya que se observd una disminucion de la misma a
medida que avanzé el tiempo de incubacion. La supervivencia mas alta de
espordfitos y gametofitos se observo luego de 2 dias de incubacion (alcanzando
valores de 90,9 + 1,2% y 98,2 + 10,3%, respectivamente) y la mas baja después
de 10 dias (48,22 + 4,2% y 52,25 + 6,27%, respectivamente). Fue observada una
abrupta disminucion de la supervivencia al comienzo del cuarto dia de incubacion
(Fig. 35 b).

La temperatura Optima para la supervivencia de espordfitos y gametofitos fue de
8°C, (alcanzando valores 51,74 + 5,10% y 58,2 + 6,3%, respectivamente). La
menor supervivencia, tanto para esporofitos como gametdfitos, se registraron a
16°C (43,43 + 3,53 % y 44,2 + 6,14 %, respectivamente) y a 24°C (39,93 * 2,07%,
42 + 9,28%, respectivamente) (Fig. 35 c).

Como se mencion6 anteriormente, las diferentes concentraciones de nutrientes
mostraron diferencias significativas en la supervivencia de los gametdfitos (Tabla
2). La mayor supervivencia se registro en la concentraciéon de 1 PES con 64,9 +
4,7% y la menor supervivencia de talos en cultivos sin la adicion de PES, con

37,81 + 5,64% (Fig. 35 d).
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Tabla 8. Analisis GLM.nb de las variables: temperatura y concentracion de nutrientes sobre la
densidad de esporas y zigotos asentados (n° esporas/zigotos/3 cm2), y la relacién entre las
densidades de zigoto y esporas. Analisis GLMM de las variables: tiempo de incubacion,
temperatura y concentracion de nutrientes sobre la supervivencia de esporo6fito y gametofito de L.
marina y la relacion entre la supervivencia de ambas fases. Analisis ZIP que prueba los efectos de
la temperatura de incubacion en el nUmero de gametangios pluriloculares. df, grados de libertad,
valor P (< 0,05).

GLM.nb df Estadistico (x°) p-valor
Zigotos vs esporas 1 15,21 < 0,0001
N° esporas

Concentracion de nutrientes 3 8,32 0,039
Temperatura 2 0,52 0,7684
N° zigotos

Concentracion de nutrientes 3 16,42 < 0,0001
Temperatura 2 2,31 0,3165
GLMM

Supervivencia de esporofitos vs

gametdfitos ! 745 0.006
Supervivencia de esporofitos

Tiempo 4 1560,7 < 0,0001
Temperatura 2 45,471 < 0,0001
Concentracion de nutrientes 3 0,1406 0,9866
Tiempo + Temperatura 6 444,81 < 0,0001
Supervivencia de gametéfitos

Tiempo 4 606,52 < 0,0001
Temperatura 2 45,471 < 0,0001
Concentracion de nutrientes 3 19,009 < 0,0001
Tiempo+ Temperatura + Nutrientes 9 766,35 < 0,0001
ZIP: Microtalos

N° de gametangios pluriloculares

Temperatura 1 76,92 <0,0001
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Figura 35. Ensayos de cultivo de L. marina. a. Efecto de la concentracion de nutrientes sobre la
densidad de zigotos y esporas asentadas. b, c y d. Efectos de distintos parametros sobre la
supervivencia de esporofitos y gametofitos. b. Efecto del tiempo de incubacion. c. Efecto de la
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3.2.3. Crecimiento de esporofitos y gametofitos

El modelo final de crecimiento de los espordfitos ajustado a la curva de
Gompertz, segun las diferentes temperaturas y concentraciones de nutrientes se
muestran en la Tabla 9. Tanto la temperatura de incubacion, como la
concentracion de nutrientes tuvieron un efecto significativo sobre el numero
maximo de células al final del experimento (A) y la tasa de crecimiento (Kg). Los
esporofitos que se incubaron a 16°C y 24°C mostraron mayor numero de células y
un crecimiento mas rapido, mientras que los espordéfitos incubados a 8°C
presentaron menos células y una tasa de crecimiento mas baja. En relacion a las
concentraciones de nutrientes, el mayor crecimiento se registr0 en
concentraciones de 1 PES y 10 PES, mientras que el menor crecimiento se
observo en los cultivos sin PES (Tabla 9).

Se pudo observar que, ni la temperatura, ni la concentracion de nutrientes
tuvieron algun efecto sobre el parametro tiempo de inflexion (Ti), lo que indica que
todos los talos alcanzaron un crecimiento maximo aproximadamente al mismo
tiempo durante el periodo analizado (Tabla 9).

El modelo final de crecimiento de los gametoéfitos a diferentes temperaturas y
concentraciones de nutrientes, también son muestreados en la Tabla 9. En este
caso, también la temperatura y concentracion de nutrientes tuvieron efectos
significativos en el nimero de células al final del experimento (A) y en la tasa de
crecimiento (Kg). Los talos incubados a 8°C y 16°C presentaron mayor nimero de
células y tuvieron un crecimiento mas rapido que los gametofitos incubados a

24°C.
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En relacion a los nutrientes, los gametdfitos incubados a una concentracion de
1 PES presentaron mayor numero de células, mientras el menor nimero se
observé en el tratamiento sin PES (Tabla 9). Sin embargo, la tasa de crecimiento
mas alta se registré en concentraciones de 0,1 PES.

Al igual que en los talos esporofitos ni la temperatura, ni la concentracion de
nutrientes mostro algun efecto sobre el tiempo de inflexion (Ti) (Tabla 9).

Se observaron diferencias significativas en el crecimiento de gametofitos vs
esporofitos, con respecto al nUmero maximo de células y tasa de crecimiento
(Tabla 9). Los esporéfitos alcanzaron mayor namero de células y tasa de
crecimiento que los gametdéfitos. Sin embargo no se observaron diferencias
significativas con respecto al tiempo de inflexién, ya que ambas fases alcanzaron

un crecimiento maximo aproximadamente al mismo tiempo (Tabla 10).
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Tabla 9. Curvas de crecimiento de espordfito y gametdfito de L. marina: ajustado a una
re-parametrizaciéon del modelo de Gompertz, donde A es el valor de crecimiento maximo
(numero de células) KG es el coeficiente de crecimiento y Ti representa el tiempo en
inflexion medido en dias. El modelo de Gompertz se determindé usando la maxima

verosimilitud (ML), df, grados de libertad; valor de p (<0,05).

Esporofitos

Méaximo crecimiento (A) N° de células (media + EE) df Estadistico p-valor
~ (F)
g 8 20,86 + 9,28
o 16 35,35+ 7,08 160 12,2 <0,0001
S 24 43,16 £ 10,3
g Tasa de crecimiento (K;) Tasa (media = EE)
g 8 0,17 + 0,05
o 16 0,18 + 0,03 160 21,47 <0,0001
24 0,19+ 0,03
Dias. (T;) 7,57 + 2,46 160 0,06 0,9383
«» Maximo crecimiento (A) N° de células (media + EE)
£ 0 19,91 + 7,01
2 0,01 25,83 + 4,48
E 1 40,87 + 10,97 157 194,14 < 0,0001
g 10 45,11 + 13,72
5 Tasa de crecimiento (K;) Tasa (media = EE)
S 0 0,15+ 0,05
£ 0,01 0,17 £ 0,04
§ 1 0.21+004 157 33,35 <0,0001
& 10 0,26 + 0,04
©' Dias (T) 7,57 +2,32 157 0,16 0,9175
Gametofitos
Méaximo crecimiento (A) N° de células (media + EE) df Estaditico p-valor
~ (F)
g 8 20,10 £ 15,59
o 16 19,24 + 2,15 160 57,08 <0,0001
S 24 5,47 + 1,22
g Tasa de crecimiento (K;) Tasa (media = EE)
3 8 0,82 + 0,15
g 16 0,30+0,13 160 13,73 <0,0001
24 0,16 + 0,10
Dias. (T;) 5,50+ 1,34 160 1,26 0,2626
«» Maximo crecimiento (A) N° de células (media + EE)
£ 0 14,83 + 7,97
2 001 14,97 £+ 5,73
51 28.37 £ 6.97 157 36,78 <0,0001
2 10 19,21 + 6,46
5 Tasa de crecimiento (K;) Tasa (media = EE)
S 0 0,38+ 0,21
£ 0,01 0,51+0,19
§ 1 0.35+023 157 174,73 < 0,0001
§ 10 0,39 £0,21
Dias (T;) 9,09 + 2,32 157 0,82 0,4413
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Tabla 10. Comparacion en el crecimiento de espordéfitos y gametdéfitos de L. marina:
ajustado a una re-parametrizacién del modelo de Gompertz, donde A es el valor de
crecimiento maximo (numero de células) KG es el coeficiente de crecimiento y Ti
representa el tiempo en inflexibn medido en dias. El modelo de Gompertz se determind
usando la maxima verosimilitud (ML), df, grados de libertad; valor de p (<0,05).

Comparacion de esporofitos y gametofitos

Maximo crecimiento N° de células (media + EE) df Estaditico (F) p-valor
(A)
Esporofitos 36,97 + 15,97

353 1087,65 < 00001
Gametofitos 19,28 + 8,87

Tasa de crecimiento

(K¢)
Esporofitos 0,17 £ 0,05
353 271,51 < 0,0001

Gametofitos 0,14 £ 0,02
Dias (T;)
Esporofitos

8,26 £ 2,63 353 0,14 0,7132
Gametofitos
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3.2.3. Mantenimiento de gametéfitos bajo condiciones controladas de cultivo

El tiempo de incubacién y la temperatura del agua de mar afectaron la
gametogénesis. Considerando esto, los gametofitos microscopicos se pudieron
mantener en latencia en condiciones controladas de cultivo durante un tiempo
prolongado. La supresion del proceso de gametogénesis se observo a 8°C, con un
fotoperiodo de 12:12 h y una concentracion de 2 ml de PES/litro. Bajo estas
condiciones, los gametdéfitos se mantuvieron durante 18 meses con reemplazo
semanal del medio de cultivo, sin que se produzca la formacién de gametangios
pluriloculares sobre sus talos. Sin embargo, la gametogénesis se inicié elevando la
temperatura a 16°C y 24°C. Bajo estas nuevas condiciones, se observl una clara
formacién y desarrollo de gametangios. Luego de 20 dias de incubacion se
observaron diferencias significativas en el nimero de gametangios pluriloculares
en ambas temperaturas. A 24°C la formacién de gametangios pluriloculares fue
considerablemente mayor (25,4 + 12,23 gamentangios en 58,74 mm? de microtalo)

que a 16°C (2,3 + 1,15 gametangios en 58,74 mm? de microtalo).
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4. Discusion

La importancia del consumo de algas marinas no solo se basa en su valor
nutricional, sino que también se relaciona con la prevencion y/o tratamiento de
diferentes patologias relacionadas con el estrés oxidativo. Este enfoque ha servido
como guia para la investigacion de sus propiedades antioxidantes (Jiménez-Escrig
y Sanchez-Muiiz 2000, Funahashi et al. 2001, Yuan y Walsh 2006). Por esta
razén, no solo se analizaron las propiedades bioquimicas de L. marina utilizando
diferentes métodos de extraccion y solventes, sino también sus propiedades
antioxidantes.

Los espordfitos de L. marina mostraron un porcentaje bajo de materia organica
y contenido total de carbohidratos, en comparacion con otras algas pardas, por
ejemplo Cytoseira trinodis (Forsskal) C. Agardh, Sargassum dentifolium (Turner)
C. Agardh y Sargassum asperifolium Hering y G. Martens ex J. Agardh (Larsen et
al. 2003). Sin embargo, Macrocystis pyrifera (L) C. Agardh y Undaria pinnatifida
(Harvey) Seringar de la Patagonia mostraron un contenido total de carbohidratos
similar al encontrado en L. marina (Cazon et al. 2014).

Los alginatos extraidos de algas pardas son polisacaridos dietéticos que no se
encuentran en ninguna planta terrestre. Estos estan disponibles tanto en forma de
acido como de sal. Se ha informado en estudios previos, que los alginatos
favorecen a la disminucion del colesterol, ejercen un efecto anti-hipertensivo,
pueden prevenir la absorcidon de sustancias quimicas tdxicas y juegan un papel

importante como fibra dietética, beneficiosa para salud de animales y humanos
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(Kim y Lee 2008; Nishide y Uchida 2003). El porcentaje de alginatos observado en
este estudio fue similar al encontrado para M. pyrifera y U. pinnatifida que habitan
las costas patagonicas, siendo entre 10-30% del peso seco del alga (Cazon et al.
2014).

El contenido de proteina de algas varia segun las especies y phyla, y a veces
se relaciona con factores, tales como la estacion del afio, distribucion geografica,
temperatura del agua, concentracion de nutrientes, salinidad, tiempo de cosecha e
incluso tipo de poblacién (Ito y Hori 1989, Fleurence 1999). El contenido de
proteina de las algas pardas es generalmente pequefio, con un promedio de 3-
15% del peso seco (Fleurence 2004). El valor encontrado en L. marina es menor
que el valor promedio; sin embargo, fue similar al del alga parda U. pinnatifida de
la Patagonia (Cazon et al. 2014). Mabeau y Fleurence (1993) sugieren que un alto
contenido fendlico en algas pardas podria limitar la disponibilidad de proteinas in
vivo y por lo tanto moderar los valores in vitro. Esta limitaciébn no se observa en las
algas verdes y rojas, que poseen bajos niveles de fenoles y mayores contenidos
de proteinas. Por ejemplo, se informé un contenido de proteina de 35% para
Palmaria palmata (Linnaeus) F. Weber y D. Mohr y 44% para Ulva spp. (Murata y
Nakazoe 2001).

Con respecto al contenido de pigmento, la clorofila a fue el principal pigmento
en L. marina. Esta es esencial en el centro de reaccion del tilacoide, estructuras
que captan la luz para llevar a cabo la fotosintesis (Lobban y Harrison 1994,
Rasmussen y Morrissey 2007). Se conoce que la clorofila se convierte en feofitina,
pirofeofitina y feoforbida en alimentos vegetales procesados después de la

ingestion por humanos. Segun lo sefialado por Chernomorsky et al. (1999), estos
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derivados muestran efectos anti-mutagénicos y podrian jugar un importante papel
en la prevencién del cancer.

Las algas pardas son particularmente ricas en carotenos, los cuales se
caracterizan por ser poderosos antioxidantes que previenen las patologias
humanas relacionadas con el estrés oxidativo (Okuzumi et al. 1993, Sachindra et
al. 2007). Los espordfitos de L. marina mostraron un contenido de carotenoides
similar a los de Padina gymnospora (Kitzing) Sonder (Chinnadurai vy
Kalyanasundaram 2013), y un contenido promedio de fucoxantinas similar a los
encontrados en Sargassum polycystum C. Agardh, Turbinaria conoides (J.
Agardh) Kitzing e Hydroclathrus clathratus (C .Agardh) M. Howe (Vimala y
Poonghuzhali 2015).

Los polifenoles de algas han sido muy apreciados por sus importantes
funciones dietéticas, como antioxidantes y agentes quimiopreventivos, con
propiedades antimicrobianas y antivirales (Bravo 1998) y antitumorales (Lezcano
et al. 2018). L. marina mostré un alto contenido fendlico en el extracto acuoso,
similar al otras algas pardas, como Desmarestia confervoides (Bory) M.E. Ramirez
& A.F Peters (anteriormente conocido como Desmarestia viridis) y Dictyopteris
divaricata (Okamura) Okamura (Zhang et al. 2007).

En relacion al ensayo de eliminacion de radicales DPPH, la concentracion de
muestra necesaria para proporcionar 50% de inhibicion de DPPH fue de 16 mg/mi
y la actividad de eliminacion de radicales expresada como equivalente de vitamina
C fue 17,44 £ 0,61 mg de VCE/100 g de alga seca. Resultados similares fueron
informados en Dictyota ciliolata Sonder ex Kitzing para la inhibicién del 50% de

DPPH (Zubia y Robledo 2007).
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Varios estudios sobre la dinamica poblacional de algas pardas se centraron en
los procesos que regulan la supervivencia, el crecimiento y la fertilidad de las
diferentes etapas del ciclo de vida (Kinlan y Gaines 2003, Mufioz et al. 2004,
Bogaert et al. 2016). Se sabe que los factores abioticos, como la temperatura del
agua de mar, las concentraciones de nutrientes y los requerimientos de luz,
regulan el desarrollo y la fenologia de las algas marinas (Santelices et al. 2002,
Carney y Edwards 2006, Demes et al. 2011). En este estudio, se evalué como los
factores abidticos, como la temperatura y las concentraciones de nutrientes,
afectan el desarrollo de L. marina en condiciones de cultivo. Estos estudios son
fundamentales para establecer las condiciones Optimas para realizar cultivos
controlados, cuya regulacion es esencial para el manejo del ciclo de vida de L.
marina.

La supervivencia de las fases tempranas posteriores a la colonizacion de
esporas y zigotos es fundamental para el establecimiento exitoso de las
poblaciones bentdnicas de algas. El asentamiento de esporas y zigotos ocurrié
después de 24 a 48 h de incubacién y sus densidades estuvieron favorecidas por
altas concentraciones de nutrientes, pero no fueron afectadas por la temperatura
de incubacion. Estos resultados demostraron que L. marina tolera una amplio
rango de temperaturas, pero las bajas concentraciones de nutrientes limitan el
asentamientos de esporas y zigotos.

El medio de cultivo Provasoli contiene altas concentraciones de nitrogeno y
fésforo, junto con micronutrientes y vitaminas. En areas costeras templadas, se
supone que la disponibilidad de N y P inorganico es el principal regulador del

crecimiento de macroalgas (Mc Glathery et al. 1994, Oviatt et al. 1995, Howarth
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2000, Lapointe y Bedford 2010). Amsler y Neushul (1989) demostraron que las
esporas moéviles de algas pardas, como Macrocystis pyrifera y Pterygophora
californica Ruprecht, respondieron activamente a la variacion en los nutrientes
inorganicos y organicos, donde por quimiotaxis, las esporas pueden detectar
microhabitats que son nutricionalmente favorables para su desarrollo. Esto podria
explicar la mayor densidad y supervivencia de esporas y zigotos registrado en este
estudio, en los tratamientos con mayor concentracion de nutrientes.

A pesar de que los pequefios talos de L. marina sobrevivieron a las tres
temperaturas de incubacién (8°C, 16°C y 24°C), la temperatura 6ptima de
supervivencia fue la mas baja a 8°C. Las especies de macroalgas de climas
templados con ciclos de vida heteromorficos, como L. marina, exhiben mayor
"amplitud de rendimiento" y tipicamente crecen en ambientes con grandes
fluctuaciones en la temperatura del agua de mar. De esta forma, por la tolerancia
de L. marina a temperaturas bajas y altas se podria considerar que se trata de una
especie euriterma (tom Dieck 1993 y Bischoff y Wiencke 1995) cuya dinamica de
crecimiento tipicamente se correlaciona con el régimen de temperatura local
(Eggert 2012).

En este estudio se encontraron diferencias en el crecimiento optimo para los
talos espordfitos y gametofitos. Los esporéfitos no solo crecieron mas rapido que
los gametofitos, sino que presentaron una temperatura optima diferente. EI mayor
crecimiento de esporofitos fue a temperaturas calidas, mientras que el mayor
crecimiento de gametofitos fue en temperaturas frias. Este patron también se
observé en Myriotrichia clavaeformis Harvey que tiene una fase gametofitica de

invierno y una fase esporofitica de verano (Peters 1988). Esto refleja la capacidad
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de las diferentes fases de los ciclos de vida heteromoérficas para explotar
diferentes nichos ecoldgicos al adaptarse a entornos que difieren, en términos de
temperatura, niveles de luz y concentraciones de nutrientes (Lubchenco y Cubit
1980, Zupan 1990, Cunningham et al. 1993). Otras especies, como Ectocarpus
crouaniorum Thuret y Ectocarpus siliculosus (Dillwyn) Lyngbye, también presentan
gametofitos y espordéfitos que ocupan diferentes nichos espacio-temporales, donde
los gametdfitos se encontraron como epifitas sobre el alga Scytosiphon lomentaria
(Lyngbye) Link durante la primavera, mientras que los espordfitos estan presentes
todo el afio sobre sustratos abidticos (Couceiro et al. 2015). Esto refleja que las
condiciones Optimas para las poblaciones de algas en la naturaleza estan
influenciadas por las condiciones locales donde habitan. En la costa patagénica, la
fase macroscopica de L. marina se encontr6 durante ocho meses
correspondientes a la estacion cdalida, mientras que la fase microscépica
gametofitica se encontr6é durante los meses mas frios (Poza et al. 2017).

La temperatura también afecta la permanencia de la fase gametofitica, la cual
es esencial para el reclutamiento de la fase esporofitica y, por lo tanto, clave para
controlar la variabilidad en las poblaciones (Graham 1996).

Los gametofitos microscépicos de L. marina se pudieron almacenar durante un
largo periodo de tiempo a 8°C sin que se produzca el proceso de gametogénesis.
La formacion de estructuras reproductivas solo se inicio en temperaturas mas
altas. EI mismo comportamiento también ha sido informado en otras algas pardas,
tales como Glossophora kunthii (C. Agardh) J. Agardh y Dictyota dichotoma
(Hudson) J.V. Lamouroux, donde las bajas temperaturas inhibieron la formacion

de estructuras reproductivas (Hoffmann y Malbran 1989, Hwang et al. 2005).
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Los aumentos y disminuciones en las concentraciones de nutrientes causaron
diferencias en las tasas de crecimiento y supervivencia de L. marina. Segun
Carney y Edwards (2010), la limitacion de nutrientes genera un retraso en el
desarrollo e inhibe la reproduccion.

En este estudio, los gametofitos y espordfitos jévenes presentaron tasas de
crecimiento mas bajas en cultivos sin la adicion de PES o con baja concentracion
de este medio, pero se vieron favorecidos en concentraciones altas. Sin embargo,
la supervivencia de los espordfitos no estuvo afectada significativamente por las
concentraciones de nutrientes. Estos resultados demuestran que los esporofitos
jovenes fueron mas resistentes a las concentraciones desfavorables de nutrientes.

En este capitulo, se enfatizd la necesidad de conocer la composicion
bioquimica de L. marina para su uso en la industria. También, se brindaron las
condiciones de cultivo 6ptimas para establecer un manejo controlado de su ciclo
de vida, lo que junto al mantenimiento de gametofitos en latencia bajo condiciones
controladas durante mucho tiempo se transforman en una herramienta valiosa que
permitiria la proteccion de las poblaciones naturales, evitando la sobreexplotacion.

Ademas, valorizé la poblacién de L. marina como una novedosa fuente de

compuestos bioactivos y de productos antioxidantes.
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CONCLUSIONES FINALES

Generales

* Esta tesis representa el primer estudio integrador de dos poblaciones de
Leathesia marina, localizadas sobre las costas patagdnicas, que involucra
aspectos bioecolégicos de la especie tales como ciclo de vida, demografia
poblacional, estudios fenologicos y de la comunidad de epifitos; asi como sus
formas de manejo, mediante la optimizacion de su cultivo: control de la fertilidad y
caracterizacion bioquimica del alga, para su futura utilizacion en la industria

farmacéutica o alimentaria.

» La descripcion del ciclo de vida heteromorfo de L. marina evidencio, como
diferentes morfologias que lo integran: dos morfotipos haploides (microtalo
globoso y postrado) y un morfotipo diploide (macrotalo), le permiten a esta especie
una perfecta adaptacion al ambiente, con marcados cambios estacionales.

La presencia de dos microtalos con diferentes estrategias reproductivas brinda
a esta L. marina la posibilidad de explotar una gama mas amplia de condiciones
ambientales. El microtalo postrado, adaptado a condiciones invernales, al poseer
la capacidad de permanecer en latencia durante largos periodos de tiempo, le
otorga a esta especie una ventaja evolutiva, que contribuye a su permanencia en

la naturaleza durante las condiciones desfavorables en las costas patagénicas.
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Por otro lado, los microtalos globosos, al presentar un alto rendimiento
reproductivo, ya que produce estructuras fértiles cada 20-30 dias, sumado a la
capacidad para crecer en condiciones verano e invierno, constituyen una fase
transicional, esencial para esta especie que habita un entorno muy fluctuante, con
cambios bruscos de temperatura y radiacion, fuertes vientos y elevado estrés por

desecacion.

Finalmente el macrotalo adaptado a condiciones de verano, representado por la
fase diploide, surge como respuesta a la reproduccion sexual, aportando una
mayor variabilidad genética y mejor capacidad de adaptacion poblacional en la

naturaleza.

* La ecologia y dinamica poblacional de L. marina se encuentran en una
compleja interaccion con los factores medioambientales que permite explicar como
las especies efimeras, como L. marina lograron adaptarse a un ambiente adverso,
con grandes cambios estacionales, como son las costas patagonicas. En estas
costas, el establecimiento de comunidades mas complejas, competitivamente
superiores, resultaria mas dificil.

La dinamica poblacional de L. marina present6 una curva de supervivencia tipo
lll, las cuales son frecuentes en algas de naturaleza efimera, con fases
microscopicas. Las mismas poseen la capacidad de crecer rapidamente dejando
un reclutamiento masivo, seguido de una alta mortalidad cuando las condiciones

ambientales dejan de ser favorables.
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La cobertura, la densidad y el tamafio de los macrotalos fueron mayores
durante los meses mas calidos, en concordancia con las condiciones Optimas para
el desarrollo de los macrotalos. Sin embargo, el mayor rendimiento reproductivo y
liberacibn de esporas, ocurre en los meses mas frios, previo al final de la
temporada del macrotalo y en concordancia con el reclutamiento de microtalos en

la naturaleza.

A su vez la fase macroscoépica presentd estructuras reproductivas durante todo
el periodo, evidenciando un alto rendimiento reproductivo. Esto es tipico en
especie de naturaleza efimera y permite una gran colonizacion de las fases
microscoépicas haploides, que aseguran el asentamiento de generaciones futuras

de la especie en el ambiente.

« ElI primer estudio exhaustivo sobre la dindmica temporal de las
comunidades epifitas sobre las poblaciones de Leathesia marina resulté clave
para comprender el estado sanitario ideal de las mismas y asi seleccionar los
momentos de cosecha adecuados. Las comunidades algales epifitas sobre L.
marina y Colpomenia sinuosa se encuentran en completa interaccion con el tipo
de hospedador.

L. marina y C. sinuosa presentaron un amplio rango de algas epifitas,
pertenecientes en su gran mayoria a Bacillariophyceae. Ambas especies
compartieron mas del 60% de las especies epifitas presentes en el éarea,
posiblemente como resultado de la morfologia analoga de ambos huéspedes y por

presentar un papel ecolégico similar en la zona intermareal.
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A su vez tanto L. marina como C. sinuosa constituyen microhabitats capaces de
alojar algas epifitas de diferente manera, segun la morfologia y el tiempo de
permanencia del hospedador en la naturaleza. Por un lado, L. marina con una
capa cortical rugosa y mayor cantidad de intersticios, proporciona mayor superficie
disponible capas de ser colonizadas por las algas epifitas, lo que se refleja en una
mayor capacidad de carga. En contraste, C. sinuosa con una capa cortical mas
lisa y la presencia de cuticula, ofrece una superficie menos amigable para el

asentamiento de algas epifitas, presentando menor abundancia en general.

« La optimizacibn de las condiciones de cultivo de Leathesia marina,
revelaron las mejores condiciones para realizar el manejo controlado de las
diferentes etapas del ciclo de vida, otorgando herramientas utiles para futuros
emprendimientos de acuicultura. Sumado a ello, las caracteristicas bioquimicas y
la elevada actividad antioxidante de L. marina, la posiciona como una especie de
elevado interés comercial, para su aprovechamiento tanto en la industria

alimenticia como de la salud.

Metodoldgicas

* Las técnicas de cultivo empleadas, para la caracterizacion e identificacion
del microtalo de L. marina en la naturaleza (capitulo Il), asi como para la correcta
identificacion taxondémica de las algas epifitas (capitulo Ill) demostraron ser

procedimientos fundamentales durante el desarrollo de la tesis.
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+ La utilizacion de técnicas integradas: morfoldgicas, nivel de ploidia vy
filogenia de L. marina resultaron ser esenciales, para dilucidar correctamente el
ciclo de vida de la especie y su correcta identificacion. La utilizacion del citometro
de flujo para determinar la ploidia, de las distintas morfologias en el ciclo de vida
de las algas, proporciona una herramienta fundamental que otorga resultados

confiables.

+ La puesta a punto de diferentes técnicas para los analisis bioquimicos y de
actividad antioxidante, demostraron ser eficaces y permitieron dar un paso
adelante en la investigacion de productos de interés comercial. Ademas la
optimizacién de los cultivos controlados de L. marina con fines productivos es
desarrollada por primera vez, otorgando informacién fundamental para futuros

emprendimientos de acuicultura en el pais.

Lineas de investigacion futuras

+ Optimizacién de las condiciones de cultivo de otras especies de algas
generadoras de sustancias bioactivas de interés comercial para el desarrollo de
una promisoria acuicultura de estos recursos, garantizando un manejo

sustentable, sin atentar contra las poblaciones naturales de nuestro pais.
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