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Resumen:Las macroalgas pardas del orden Laminariales saraurso natural

de alta importancia ecolégica, econdmica y sodthl.ciclo de vida presenta
alternancias de estados, y su éxito reproductiyieride de factores bidticos y
abioticos. En el litoral de la zona norte de Chikehan observado descensos en las
poblaciones déessonia nigrescens, por efecto de fuertes eventos naturales como
el ENOS de 1982/83. Ademas, la sobreexplotaciogemerado amplios sectores
despoblados, donde por su facil acceso la espeéi afectada ekessonia
nigrescens. Estos bruscos descensos poblacionales gene@daja densidad y
en casos extremos aislamiento de poblaciones,itéacib las condiciones e
instancias para que ocurra una baja en la tas@pteduccion y se de lugar a
procesos reproductivos alternativos como la auibfecion. La autofertilizacion

en el tiempo afecta la variabilidad genética, presedo una reduccion en el valor
fenotipico, conocido como depresidn por consandgathi Se plantea que “La
autofertilizacion genera una baja o retraso en etadollo de las fases
microscopicas y estados tempranos de esporofithsesenia nigrescens, como

resultado en el aumento de la consanguinidad”.

Las algas utilizadas en la investigacion, fuerocolectadas desde el
intermareal rocoso de la Pampilla — Coquimbo, Chilas laminas fueron
colectadas al azar y sometidas a esporulaciénagoa de mar microfiltrada y
esterilizada. Los diferentes tratamientos (cruges)s replicas, fueron cultivados a
una concentraciones promedio de de 2.0 edldlas/ml., y expuestos a las mismas

condiciones de laboratorio y enriquecidas semamndkme

Resultados obtenidos indican que la autofertii@acgenera diferencias
significativas sobre la fecundidad, fertilidad y etecimiento delessonia
nigrescens. Mas aun, esta podria disminuir la tasa de renénate una pradera y
limitar la capacidad para reproducirse. Sin embaejjaetardo en el desarrollo
como estrategia de autoincompatibilidad contrautafartilizacion, puede ser una
alternativa de flujo genético al interior de unadlagion sometida a un alto grado

de consanguinidad.



Abstract: The kelp of order Laminariales are a natural ues® of high ecological,
economic and social importance. lIts life cycle,spres alternation of states, and
its reproductive success depends on biotic andielfaxtors. In the littoral of the
north zone of Chile, decreases have been obsenvi ipopulations df essonia
nigrescens, for effect of strong natural events as the EN©$982/83. In addition
the overexploitation has generated wide uninhab#ectors, where by its easy
access the most affected speciekassonia nigrescens. These abrupt population
decreases generate falls in the density and iremetrcases population isolation,
facilitating the conditions and instances in ortleat a fall happens in the rate of
reproduction and of place to alternative reprodectprocesses as the self-
fertilization. The self-fertilization in the timeffacts the genetic variability,
presenting a reduction in the phenotypic valuewkmas depression by endogamy.
One considers that "The self-fertilization genesat fall or delay in the
development of the microscopic phases and earliesstaf sporophytes of

Lessonia nigrescens, as result in the increase of the consanguinity ".

The seaweed used in the investigation, was cellieitom the rocky intertidal
of the Pampilla-Coquimbo, Chile. The plate werelemted at random and
submitted to sporulation, with seawater of mictefiéd and sterilized. The
different treatments (cross) and his replies, wemn#tivated to concentrations
average of 2.0 - f@élulas/ml., and exposed to the same conditiorabmfratory

and enriched weekly.

Results obtained indicate that the self-fertii@at generates significant
differences on the fecundity, fertility and the @th of Lessonia nigrescens. More
even, this could diminish the rate of renovatioragirairie and limit the capacity
to reproduce. Nevertheless, the delay in the dewedmt like strategy of self-
incompatibility against the self-fertilization caée an alternative of genetic flow to
the insider of a population submitted a high degfeself-fertilization.
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1. INTRODUCCION

La explotacion de los recursos algales, constituyea actividad de alta
importancia econdémica, al ser demanda por partexdgan nimero de paises. Su
utilizacion como fuente alimenticia humana, es eaga por comunidades que
habitan sectores costeros de los diferentes com¢isie También, son utilizadas
como suplemento alimenticio para organismos deéstecondmico en el sector
acuicola, y en mayor medida para la obtencion deabobtos secundarios y
derivados. Los principales importadores de algas 3apdn, China, Estados
Unidos, Dinamarca y Rusia, entre otros, paisesggneran una gran demanda de

estos recursos en Chile (www.Prochile.cl).

Las macroalgas presentan un rol de real impodaani los ambientes de
fondos rocosos, en mares templados y subpolareytqia 1985). Estas
asociaciones de macroalgas en el hemisferio S@nu&ica, estan constituidas y
dominadas por Lessonia nigrescens, Lessonia trabeculata, Macrocystis
integrifolia, Macrocystis pyrifera, las cualesconstituyen uno de los principales
recursos algales a lo largo de la costa de ChdtasEmacroalgas Phaeophyceae
presentan un ciclo de vida tipico del orden Lani@tes, caracterizado por una
alternancia de fases obligatoria entre la genemadiploide, constituida por el
esporofito macroscoépico, y la generaciéon gametafithicroscopica haploide. La
reproduccion asexuada en estas especies de mas;,aalgplucra la formacion de
esporas denominadas zoosporas 0 meioesporas. Betaslesarrollan en
esporangios uniloculares que crecen formando gaoras oscuras) en cualquier
porcion de la ldmina pataessonia spp., 0 en laminas especializadas (esporofilas)
para Macrocystis spp. (Avila et al., 1985). La meiosporas de las Lanialas
germinan y crecen, dando origen a gametofitos nliassu y femeninos
microscopicos. La reproduccion sexual comprenddotanacion y fusion de
gametos, fusion de la cual, se genera un cigotosgudesarrolla en un nuevo
esporofito, esta forma es la principal alternapaaa la produccién de un nuevo
individuo (Avila et al., 1985).
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Segun Brawley y Johnson (1992), la reproducciduiaees una parte comun
del ciclo de vida de muchas algas marinas, aunqugempre un paso obligatorio.
La mayor diferencia ecolédgica entre la reproduc@érual y asexual, es que la
primera requiere el encuentro y fusion de dos aéloiorfologicamente diferentes,
gue se encuentran en un medio altamente dindmicendtientro de las células
reproductivas, depende de factores ambientalesl§ditos, como el nimero de
gametos producidos, la sincronizacion de su pradoncade la liberacion de los
gametofitos de una poblacion, de la mezcla y diluae los gametos segun el
movimiento del agua, la capacidad de los gametts taxia, la temperatura,
calidad y cantidad de luz, y sus reservas nutrades) entre otros (Vadas, 1972;
Luning & Neulshul, 1978; Lining, 1980; Brawley &hltson, 1992; Brzezinski et
al., 1993). No obstante, las estrategias reprodagtide algunas macroalgas,
pueden presentar diferentes rutas de desarroliondeuevo individuo, como la
reproduccion asexual (apogamia, partenogénesisagmigntacion o la
autofertilizacion (Santelices, 1990; Oppliger et 2007; Raimondi et al., 2004).

La autofertilizacion es el resultado de la uniéngdmetos proveniente de un
mismo individuo y ha sido descrita en diversas nfals y animales (Jarne &
Charlesworth, 1993). Segun Charlesworth & Charlegw¢1987), el cruce de
individuos estrechamente relacionados, generamsudé una reduccién del valor
fenotipico, conocido como depresién por consandathi La depresion por
endogamia o por consanguinidad se puede considemnao el acoplamiento de
material genético de individuos relacionados esirpor sus antepasados. Y el
grado de parentesco entre individuos de una pdbladepende del tamafio y del
numero posible de antepasados (Falconer, 1989)otRmiado, Charlesworth &
Charlesworth (1987) proponen dos causas genétieas |a depresion por
consanguinidad; la primera enfocada a los alelteté@teos recesivos (presentes en
bajas frecuencias en las poblaciones) que se expres una endogamia
individual, que llega a ser homocigotico en lodticos. La segunda causa, que

reduce la heterocigosidad por individuo dentro da poblacion. En ambos, la
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depresion por consanguinidad por efecto de la fetitzacion, produce
disminucion en la supervivencia, efectos negatieosel crecimiento y baja
fecundidad (Charlesworth & Charlesworth, 1987 y%)99

En plantas superiores, sobre el 50 % de todapidaccion ocurriria por
instancias de autofertilizacion, aun cuando, pusateocasionalmente menor por
estrategias de autoincompatibilidad (Barrett et &4B96). En el tiempo, la
autofertilizacion muestra efectos en la variabdidgenética, como resultado de la
desviacion de la panmixia (reproduccion aleatoniaiea poblacion). EI aumento
en la frecuencia de homocigotos se hace eviderdr, la pérdida de la
heterocigosidad al transcurrir unas pocas generesigoor autofertilizacion
(Charlesworth, 2003). Husband & Schemske (1993)iesen que el costo de la
autofertilizacion se manifiesta en estados tardiesla historia de vida de las
especies, que la utilizan como estrategia reprogucdResultados obtenidos por
Raimondi et al. (2004) en la macroalga pavtirocystis pyrifera, confirman que
los efectos de la depresion por consanguinidadesenayormente en estados
tardios del esporofito, en procesos como la remmdo. Ademas, individuos
obtenidos por autofertilizacion, manifiestan diferias en la abundancia por
efecto de la sobrevivencia de los esporofitos, wdpado del grado de
consanguinidad, decreciendo linealmente con el atameel coeficiente de

consanguinidad poco después de la union de suggafRaimondi et al., 2004).

Por otro lado, los niveles de demanda del merdadias macroalgas pardas,
han generado modificacion en la extraccion desdepsaderas naturales, ya que
de ser colectadas en sitios historicos de vara@feverte natural), pasaron a ser
extraidas directamente de sus praderas naturatsekiraccion de grandes algas
pardas (Laminariales), puede tener implicanciadégamas no dimensionadas,
debido a que estas poblaciones son reconocidas émmae de refugid, alimento,
reproduccion y crecimiento de etapas juveniles meertebrados bentonicos,
algunos de importancia econdmica (Santelices, 1988nuez & Westermeier,

1993). Ademas, sus discos de fijacion son utilizador una gran cantidad de
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invertebrados como refugio para el embate del ®|esgpecialmente en costas
expuestas, donde éstos disminuyen el efecto matgamobre las comunidades
de invertebrados que alli habitan (Cansino & Samg| 1984). Estas algas son un
importante recurso de alimentacién para un granendiie pequefios organismos,
peces e invertebrados, que la utilizan como fualdimenticia particulada,
nutrientes disueltos, algas a la deriva o fijaswdtrato (Kirkman & Kendrick,
1997; Lobban & Harrison, 1994). La remocion dedafalividuos puede generar
cambios en los patrones de ocupacion espacial,ualetar el niamero de
herbivoros o generarse éareas desérticas que tardarho tiempo en ser
repobladas, y generar la ocupacion permanentegt® ge otras algas o especies
oportunistas (Vazquez & Santelices, 1990; Santekk®jeda, 1984; Martinez &
Céardenas 2001). Ademas, por su facil acceso lacespnas afectada ds
nigrescens, y en menor medidd. essonia. trabeculata, Macrocystis spp. y

Durvillaea antarctica (Gonzalez et al., 2002).

Lessonia nigrescens es el alga dominante en areas intermareales eosa
el sur del Peru y a lo largo de todo Chile, y @agipalmente empleada para la
industria de alginatos (Santelices, 1989). Fuertesitos naturales como el ENOS
(Evento Natural Oscilacion del Sur) o El Nifio d882/83, han generado
mortalidades masivas de nigrescens a lo largo de kilometros de la costa norte
del pais (Martinez & Cardenas, 2003). Mas aun, soselltimos afios, la gran
demanda ha generado bajas en la densidad poblagloraslamiento, con efecto
en la recuperacion de las praderas, produciengongatacion en las poblaciones
(Gonzalez et al., 2002; Martinez & Cérdenas, 20@3).aislamiento de una
poblacion puede afectar su flujo genético, y commsecuencia de la interrupciéon
en su distribucion, es esperable una aceleraciéta aliferenciacion genética.
Como el suceso descrito, por fragmentacion natiegastuarios o playa de arena,
para el alga rojaVMlazzaella laminaroides, en la que se ve incrementada la
diferenciacion genética en una escala espacial Ben5dentro del intermareal

rocoso (Faugeron et al., 2001; Faugeron et. 80520
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El poco conocimiento del efecto del aislamientdadepoblaciones en la tasa
de recuperacién y la posibilidad de que ocurra fadtbzacion, con sus
consecuencias o beneficios en poblaciones natudgemacroalgas, motivan la
investigacion sobre este tema. Por lo cual, setgdagque “La autofertilizacion
genera una baja o retraso en el desarrollo deakes fmicroscopicas y estados
tempranos de esporofitos de nigrescens, como resultado en el aumento de la

consanguinidad”.

El objetivo del trabajo, es evaluar el efecto @elitofertilizacion sobre los
parametros reproductivos de las fase microscopicastados tempranos de
esporofitos dé essonia nigrescens, en laboratorio.

Como objetivos especificos se plantean:

Evaluar cuantitativamente el efecto estacionaladauitofertilizacion sobre
la germinacién, fecundidad y en la fertilidad de Kases microscopicas de
L essonia nigrescens.

Estimar la presencia de estacionalidad en parameaproductivos de
L essonia nigrescens.

Evaluar cuantitativamente el efecto de la autdieation sobre el

crecimiento de esporofitos microscopicod @ssonia nigrescens en primavera.

18



2. METODOLOGIA

2.1 Descripcion area de estudio

Todo el material algal utilizado en la investigagi fue recolectado
estacionalmente entre verano y primavera del afi¥,28esde el intermareal
rocoso del sector denominado La Pampilla — Coqujibaegion, Chile (29° 57
S - 71° 22' O). La pradera dessonia nigrescens se encuentra especificamente al
lado sur del emisario urbano ubicado en esta ciudadtor que presenta
caracteristicas de costa expuesta al oleaje, adateaana gran poblacion de
Lessonia nigrescens que se extiende en la franja intermareal bajoagerdcas

presentes en el lugar (Fig. 1).

2.2. Muestreo de Campo

La obtencion de plantas reproductivas desde ldapidim natural del.
nigrescens (Fig. 2A, B y C), se realiz6 mediante el recorride la franja
intermareal (Fig. 3A) provisto de trajes de bucebeyramientas adecuadas para
cortar estipes de cada planta seleccionada (Fig.L2B plantas se seleccionaron
al azar, pero con una distancia minima de 10 mefmbe ellas, distancia que fue
obtenida con la utilizacién de una soga de nylanedisionada cada 1 metro, y
abarcando una distancia aproximada de 100 m. ésamntro de la poblacion. El
estipe seleccionado (1 por planta), fue el queeptaba tejido reproductivo
adecuado en sus laminas (soros de color pardosegyude un mayor grosor que
de la lamina). Estos fueron individualizados pomefbs de obtencidén. La
enumeracion se realizado para un mejor reconocimien laboratorio, como
también para su reconocimiento al momento de éditidon de sus esporas para la

generacién de los diferentes tratamientos (cruces).

Los estipes seleccionados, fueron transportadegjas aislantes con el fin de
mantener su humedad, para posteriormente reabggrbcedimientos de limpieza

en el laboratorio de Botanica Marina de la Uniwdadi Catélica del Norte.
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2.3. Laboratorio

De cada estipe colectado se selecciono una lampraductiva que se utilizd
en la liberacion de sus zooesporas. Estas laminsalaccionaron dependiendo del
grado aparente de madurez que presentaban, agjuanaresentaba un soro con
tejido de color pardo-oscuro con un mayor relievedemas de un marcado y
abultado entorno dentro de la lamina, fue consiiereomo apropiada para la
obtencion de sus zooesporas.

El material empleado en el experimento (laminas tefido reproductivo) se
sometieron a una limpieza. Ademas, para mayor @oifiiad fueron mantenidas
en agua dulce por un tiempo de 10 minutos, conireldé matar todos los

protozoos estenohalinos estrictos presentes ex ella
2.3.1. Esporulacion

La esporulacion de zooesporas fue realizada anilia la metodologia
descrita por Fonck et al. (1998), donde las lam#sdeaccionadas fueron sometidas
a un periodo de deshidratacion, en oscuridad @, a temperatura ambiente de

14° C, por un periodo de aproximadamente 4 a 6shora

La liberacion de las zoosporas fue realizada pada lamina por separado,
obteniendo un total de 5 caldos en las estacioae®idno, otofio e invierno y 10
caldos en primavera. Las laminas fueron inducidagsporular en vasos
precipitados de 50 ml., con agua de mar microtlirg0,45 pm) y esterilizada
(Fig. 3D). La densidad de la zooesporas fue esanmaddiante 5 conteos en una
camara de recuento Neubauer Thoma®, Kayagiki Carputilizando un
microscopio bilocular Olympus CX-21. Todos las drmaientos y sus réplicas,
fueron sembrados a una concentracién promedio @el®.células/ml. Los

tratamientos (cruces) generados fueron (Fig., 4):
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Autofertilizacion (Sl): Cruce entre gametos provenientes de gametofitos d

zooesporas perteneciente a una misma lamina.

Fertilizacion cruzada (SllI): Cruce entre gametos provenientes de gametofitos de

zooesporas de dos laminas diferentes.

Control (SC): Cruce entre gametos provenientes de gametofitaeakesporas de
diez laminas diferentes.

Las réplicas para el cruce de autofertilizacior ¢8trespondieron a lo caldos
individuales de las laminas obtenidas desde lagoaii. En un cruce dirigido para
la fertilizacion cruzada (Sll), donde sus réplicasrespondieron a un cruce entre
dos caldos de laminas diferentes. Para el tratamiemntrol (SC) se realiz6 un
homogenizado de zooesporas provenientes de todosadldos. Asi para las
estaciones de verano, otofio e invierno se desawoll5 replicas de cada

tratamiento, y 10 replicas para la estacion de grera.

Utilizando la formula desarrollada por Wright (193se determiné el
coeficiente de consanguinidad de la progenie (1/@onde n: numero de
progenitores). El coeficiente de consanguinidae @rndogamia, corresponde a la
probabilidad que dos genes de un mismo locus s#&mti¢cos dentro de una
descendencia (Falcones, 1989). Para este estudiefs@d como progenitor a
cada una de las laminas obtenida desde la poblagiéada ldmina aporta una
mezcla de zooesporas que se diferencias en gatosttdmeninos y masculinos,
en una proporcion aproximada de 1:1. Asi, paraatmiento de autofertilizacion
(SI) se obtuvo un coeficiente de consanguinida@,8edebido ha que es un cruce
de zooesporas hermanas (un progenitor-una lamira)fertilizacion cruzada
presentd un coeficiente de consanguinidad de @@hido a que las zooesporas
proceden de 2 laminas distintas por lo tanto depiogenitores. El tratamiento

control (SC) present6 un coeficiente de consandadchde 0,05, debido a que son
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empleadas zooesporas de las 10 laminas (10 progm)itutilizadas en el

experimento.
2.3.2. Siembra de zooesporas y cultivo.

Los cultivos fueron realizados en capsulas de Beté cm. de diametro para
cada tratamiento y sus replicas. Para el tratamidatAutofertilizacién (Sl), se
adiciono el 100% de zooesporas proveniente deamimé, y del mismo modo en
sus réplicas correspondientes. Para el tratamamnfertilizacion cruzada (Sll), se
realiz6 una diseminacion de zooesporas correspaediea un 50% de la
concentracion de una lamina y el restante 50% da Bmina, el mismo
procedimiento fue realizado en las diferentes céplidel tratamiento. El cruce
dirigido de este tratamiento (Sll) fue realizaddrerplantas que presentaran una
distancia superior a 10 metros, entre una y la &@aa el control (SC), se realizd
una mezcla correspondiente al 10% de la conceatrdirial proveniente de cada

lamina utilizada en el experimento.

Los diferentes tratamientos y sus réplicas, fueuitivadas en las mismas
condiciones de exposicion de luz e intensidad licainde 70 pmoles
fotones/m-seg. entregada por tubos fluorescentes de luzdeli@0 W y un
fotoperiodo de 12:12 (horas luz: horas oscuridadaute las 4 estaciones.

Los cultivos fueron enriquecidos con medio Proliggmexo 1), adicionado
con el cambio de agua de mar microfiltrada y d&ada cada 7 dias, con el fin de
mantener en condiciones adecuadas las necesidadesutdentes para el
crecimiento de las fases microscopicasLdenigrescens. Ademas, se adiciono
Di6xido de Germanio al 1% (Anexo 2), para contrde proliferacion de

Diatomeas en los cultivos, cuando fue necesario.
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2.3.3. Observaciones

La evaluacion del desarrollo de los estadogasédpicos de la especie, se
realizé en cada capsula de cultivo, con la utilzaace microscopio invertido de
contraste de fase Nikon. Los parametros reprocestia evaluar fueron la

germinacion, fecundidad y fertilidad.

La germinacién de las zooesporas se evallio € décultivo, contabilizando
el numero de zooesporas que presentaban formaeidnlb germinativo, el que
se indicé como proporcién del numero total de espopntabilizadas (n=100 por

capsula de cultivo).

La fecundidad fue definida como la capacidad po#&tnde dejar
descendencia, esta fue estimada el dia 15 de@yltéxpresada como proporcion
de gametdfitos femeninos con oogonio mas esposditionados, respecto al total
de gametofito femenino contabilizado. Esta reladi@obtenida por medio de la
formula utilizada por Lee & Brinkhuis (1986), queantea que la Fecundidad = (a
+ b)/(a + b + c), sobre un conteo de 100 por capsidnde a) n° de esporofitos; b)

n° de gametofitos femeninos con oogonio y c) n°gdmetofitos sin oogonios
(Fig. 5).

La fertilidad expresa la descendencia viable dertagenie en un tiempo
determinado, esta fue estimada a los 15 dias dé&vacuf expresada como
proporcion de esporofitos formados, respecto dal the gametofitos + oogonios
+ esporofitos, obtenidos hasta ese dia de culkgto realizado por medio de la
formula utilizada por Lee & Brinkhuis (1986), memcada como éxito
reproductivo (fertilidad) = a/(a + b + c), sobre conteo de 100 gametofitos +
esporofitos por capsula. Donde a) n° de esporofidpsn® de gametodfitos con

oogonio y ¢) n° de gametofitos sin oogonio (Fig. 5)
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2.4. Crecimiento y Obtencion de imagen

El crecimiento de esporofitos juveniles microscopi (Fig. 7) desarrollados
en los diferentes tratamientos (cruces), fue esiimsdlo en la estacion de
primavera. La talla de los esporofitos fue medidiasadias 25, 35 y 45 de iniciado
los cultivos, mediante la utilizacidon de imagendsenidas en el microscopio
optico Olympus CX 31 perteneciente al laboratorawehte de la Universidad
Catolica del Norte. Las muestras de esporofitosfuebtenidas de los diferentes
tratamientos, al azar sobre cubre objetos dispsiestel fondo de las capsulas de
cultivo. Estas imagenes fueron obtenidas con umai@Canon PowerShot A620,
Olympus Optical C5050Z instaladas en sus microssoyi Samsung Techwin
Digimax V50/a5.

Las imagenes fueron posteriormente procesadaslcenftware Image-Pro
Plus, y la talla de los esporofitos expresada eorames. Para cada réplica
(capsula), la talla fue promediada en su interi@hido a la variabilidad en el

crecimiento de los esporofitos que se presenta@a capsula.
2.5. Analisis estadisticos

Para realizar los analisis estadisticos de lasradifes proporciones, estas
fueron trasformadas mediante la funcion angulaogeoo. Ademas, estos datos
trasformados posteriormente fueron sometidos aupsiestos requeridos para ser
trabajados en ANOVA. A todos los datos (germinaciéoundidad y fertilidad) se
les evalu6 la normalidad y homocedasticidad deamad, y una vez corroborados
estos supuestos se aplicé un analisis de ANOVAnpetrico de dos vias. En
donde como primer factor se considero los tratatose(cruces) y como segundo
factor las estaciones.

Para la estimacion del efecto de la autofertili@sobre el crecimiento de los
esporofitos tempranos, se realizo un Anova de das, \que consideré como

primer factor los tratamientos (cruces) y como segufactor el tiempo de

24



medicion (dias). Las tallas fueron trabajadas simguma modificacion de sus

valores reales, ya que cumplian con los supuestpgridos.

Por otro lado, la caracterizacion estacionalodeplarametros reproductivos de
Lessonia nigrescens, se realizd6 mediante una prueba de Anova de @nsoldre el

tratamiento control, considerando como factor Eiaaones.

La prueba de comparacion mdultiple Tukey, fue zdtia para determinar
diferencias entre los factores de los Anovas. Tddssanalisis se realizaron

mediante el software estadistico Sigma Stat 3.1.
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3. RESULTADOS

3.1. Desarrollo microscépico dé.essonia nigrescens

Las zooesporas deessonia nigrescens presentaron motilidad al momento de
su liberacion, estas luego de trascurridas susepasn24 horas, se observaron
asentadas en la superficie de las capsulas deagmuiriendo una forma elongada
denominada tubo germinativo (Fig. 6 B). Esta forananedida que trascurre el
tiempo de cultivo va cambiando debido al traspaslontaterial citoplasmatico
hacia la célula basal del gametofito temprano (BigC). Luego de trascurrido
estos procesos, alrededor del dia 7 de cultivdadagar a la diferenciacion de los
gametofitos en masculino y femenino (Fig. 6 D), guaduran y desarrollan sus
estructuras reproductivas (anteridio en el macbogonio en la hembra). Tras el
desarrollo y maduracién de sus estructuras, saipeoka fertilizacion de la célula
huevo u oogonio (Fig. 6 E), dependiente del gantetdemenino hasta el
desarrollo de su rizoides primarios que le perffijégse al sustrato por si sélo,
como esporofito temprano microscépico (Fig., 7 &ih embargo, se observo que
su desarrollo puede tomar diferentes patrones skglcondiciones y efectos de

cruces reproductivos (Fig. 7).
3.2. Efecto de la autofertilizacion sobre parametr® reproductivos
3.2.1. Germinacion

Los resultados estadisticos respecto al efect@ daitofertilizacion sobre la
germinacion, indican que se presentan diferendgfisativamente entre los
tratamientos (P=0,032) y las estaciones (P<0,0@l)afio 2007 (Tabla 1). Sin
embargo, al analizar la interaccion entre los fa&stose aprecia que no se genera
una diferencia significativa entre ellos (P>0,08pMR 1; Fig. 9). No obstante, se
evidencia con la prueba de comparaciones multiplésey, que las diferencias
estadisticas se generan al comparar los tratamsidetautofertilizacion (Sl) con el
tratamiento control (SC) (P=0,036; Tabla 2). Poo ¢ddo, resultados obtenidos a
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lo largo de las estaciones del afo, evidencian lgsediferencias estadisticas
(P<0,001) se generan entre las estacion de vemnotofio y primavera; y entre
invierno con primavera (Tabla 3). Tanto en veramma en invierno se obtuvieron

las menores germinaciones de esporas (Fig. 9).

Al comparar la germinacion en los tratamientoscdeces dentro de cada
estacion, las pruebas de comparacion multiple Tukealzadas en las estaciones
de verano, invierno y primavera indican que no sesgntan diferencias
estadisticas significativas (P>0,05) entre ningudeolos diferentes tratamiento
(Tablas 4, 6 y 7; Fig. 9). Por el contrario, resddts en la estacion de otofio,
evidencian diferencias significativamente (P<0,8hjre el tratamientos control
(SC) con el de autofertilizacion (SI) y de fer@aon cruzada (Sll) (Tabla 5; Fig.
9).

3.2.2. Fecundidad

Resultados estadisticos respecto a la autofadibén sobre la fecundidad de
los gametofitos femeninos, indican que se geneifanedcias significativamente
(P<0,001) entre los tratamientos, las estacionésinteraccion de ambas factores
a lo largo del afio 2007 (Tabla 8; Fig. 10). La paude comparaciones multiples
Tukey indica que las diferencias estadisticas seerge entre todos los
tratamientos (P<0,001; Tabla 9; Fig. 10), siendiwaghmiento control el de mayor
fecundidad a lo largo de todas las estacionesoffotado, resultados obtenidos al
comparar las estaciones del afio, indican que sélgresentan diferencias
estadisticas entre verano con el resto de lasi@stac(P<0,001; Tabla 10; Fig.
10).

Al comparar la fecundidad en los tratamientos deces dentro de cada
estacion, la prueba de comparacion mdultiple Tukewstré en la estacion de
verano difiere estadisticas (P<0,001) entre lowmrmentos de autofertilizacion

(SI) con el tratamiento control (Tabla 11; Fig. .1@ara las estaciones de otofio y
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primavera, existen diferencias estadisticas eottest los tratamientos (P<0,001;
Tabla 12 y 14; Fig. 10). Respecto a la estaciomderno, los resultados indican
que solo se generan diferencias estadisticas isgfivhs (P<0,05) entre la
autofertilizacion (Sl) con la fertilizacion cruza@ll) y con el control (SC) (Tabla
13; Fig. 10).

3.2.3. Fertilidad

Resultados estadisticos respecto a la autofedifizasobre la fertilidad,
muestran que existen diferencias significativamépt®,001) entre los diferentes
tratamientos, las estaciones y la interaccion deoanfiactores a lo largo del afio
(Tabla 15; Fig. 11). La prueba de comparacionesipies Tukey, comprueba que
existen diferencias estadisticas significativas 0(B&l) entre todos los
tratamientos (Tabla 16, siendo siempre el tratatmieontrol, el que presenta la
mayor fertilidad a lo largo de todas las estacioftég. 11)). Por otro lado, la
fertiidad a lo largo de las estaciones de afojcandjue existen diferencias
estadisticas significativas (P<0,001) entre lascéstes de verano con otofio,
invierno y primavera, y ademas, entre la estaciénotbifio con invierno y
primavera (Tabla 17). En todos los tratamientosts®zrvé una disminucion de la

fertilidad hacia invierno-primavera (Fig. 11).

Los resultados obtenidos de la prueba de comparawidtiple Tukey en la
estacion de verano, indican que no se presentagreddias estadisticas
significativas en ninguna de las comparacionesdos tratamientos (Tabla 18;
Fig. 11). No obstante, en la estacion de otofioesecthn diferencias estadisticas
significativas (P<0,01) entre todas las comparasotde los tratamientos (Tabla
19; Fig. 11). En las estaciones de invierno y pviena, se presentan diferencias
estadisticas significativas (P<0,001) entre lostnéentos de autofertilizacién (SI)

con fertilizacion cruzada (Sll) y con el controQ§Tablas 20 y 21; Fig. 11).
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3.3. Estacionalidad del desarrollo dé essonia nigrescens

3.3.1. Germinacion

Resultados obtenidos respecto a la estacionatigath germinacion eh.
nigrescens, muestran que existen diferencias significativatseelas estaciones del
afio 2007 (P<0,001; Tabla 22; Fig. 12). La pruebaateparacion multiple Tukey
muestra diferencias estadisticas significativasO(@3d) entre las estaciones de
verano con otoflo y primavera, ademas, entre lasieses de invierno y otofio
(Tabla 23. La estacion de otofio mostraria la ma@gsminacion de zooesporas
(Fig. 12)).

3.3.2. Fecundidad

La fecundidad deé.. nigrescens a lo largo de las estaciones del afio 2007,
presentan diferencia significativa entre las estees (P<0,001; Tabla 24; Fig. 12).
La prueba de comparacion multiple Tukey detectalgudiferencia significativa
(P<0,05) se genera entre las estaciones de vetafo-oon invierno-primavera
(Tabla 25. En estas Ultimas estaciones se encontlas menores valores de
fecundidad (Fig. 12)).

3.3.3. Fertilidad

La fertilidad deL. nigrescens a lo largo de las estaciones del afio 2007,
presentd diferencias significativas (P<0,001; T&8a Fig. 12). Al igual que la
fecundidad, las diferencias se genera al compasaestaciones de verano-otofio
con invierno-primavera (P<0,01; Tabla 27), estéisnals con los menores valores
(Fig. 12).

3.4. Crecimiento de esporofitos
En los tres tratamientos realizados fue posibleea@gr desarrollo de

esporofitos microscoépicos, pero con diferenciatemsrfologia y tamafio (Figs. 7,
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8 y 13).EIl crecimiento de esporofitos en la estacion de prareadel afio 2007,
respecto a los tratamientos y a los dias de culéividenciaron diferencias
significativas (P<0,001; Tabla 28; Fig. 13).

La prueba de comparacion multiple Tukey, indic& @xisten diferencias
estadisticas al comparar el tratamiento contro) (2@ el de autofertilizacion (Sl)
y fertilizacion cruzada (Sll) (P<0,05; Tabla 29gF13). No obstante, al comparar
los tratamientos en forma separada para cada dialtil® evaluado, se evidencia
gue las diferencias estadisticas significativas solo detectadas al dia 45 de
cultivo (Tablas 30, 31y 32).

Por otro lado, resultados de la prueba de comipaes multiples Tukey,
respecto al crecimiento a lo largo de los dias wivo, muestran que existen
diferencias estadisticas significativas (P<0,00abld 30) entre todos los dias
evaluados, con un incremento de la talla en elpgeeffrig. 13). Sin embargo, al
analisis de comparaciones multiples para cadantiatdo por separado mostro
que en la situacion de autofertilizacion, las difeias estadisticas significativas
(P<0,003) de la talla solo ocurren entre el digy 2% de cultivo (; Tabla 34; Fig.
13). En el tratamiento de fertilizacion cruzadal)(Shs diferencias estadisticas
(P<0,05) se generan entre el dia 25 con los digs4%bde cultivo (Tabla 35). Por
el contrario, en el tratamiento control (SC) lasemincias en la talla de los
esporofitos ocurre entre todos los dias de cuivaluados (Tabla 36), mostrando

un incremento permanente a lo largo del tiempo. (B3
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4. DISCUSION

El desarrollo de las distintas etapas en el caé vida delessonia
nigrescens, fue similar a las descritas para el orden Lamabesi (Kain, 1979;
Avila et al., 1985, Liining, 1980; Avila et al., H8Tala et al., 2004). Aunque, al
igual como sucede en otras especies del orderesarmllo del. nigrescens es
afectado por diferentes factores bibticos y abidticque a menudo en
combinaciéon, han sido propuestos como importantesamsmos determinantes
en el establecimiento y desarrollo de las espetgaes en su habitat (Davison &
Pearson, 1996). Indican no solo que los requeriimsey tolerancias varian en las
distintas etapas del ciclo de vida, sino tambigue en algunas etapas, las
condiciones ambientales pueden inducir distintosropas de desarrollo y
determinar el éxito en la regeneracion de una pabiaHoffmann & Santelices,
1982; Hoffmann et al., 1984; Avila et al., 1985;livect al., 2006; Tala et al.,
2007).Lessonia nigrescens puede presentar estrategias reproductivas digeeht
interior de una poblacion, como la reproducciéruséxcaracterizada por la union
de gametos (Hoffmann & Santelices, 1982; Hoffmaniale 1984; Avila et al.,
1985) o en casos extremos la asexual como la padeesis (Oppliger et al.,
2007), o la autofertilizacién (presente estudia$, ¢uales serian gatilladas por las
condiciones ambientales y/o el aislamiento pobladio

La germinacion de las esporas estaria ligada adeacteristicas internas
nutricionales y/o a la madures individual al imterde sus tejidos reproductivos
(Santelices 1990). Resultados obtenidos en el meesestudio, aun cuando
generan diferencias estacionales y entre los crmeesstran una gran viabilidad
de las esporas utilizadas, la cual supera el 90n%odas las estaciones y
tratamientos del aflo. Mas aun, la germinacion gwras hermanas asentadas
cercanamente en el medio, es totalmente posiblepgrable de observar. No
obstante, la germinacion es un proceso indeperdiatla autofertilizacion, ya
gue en esta etapa del ciclo de vida aun no se ddugdo el encuentro entre

gametos. Por lo cual, sus diferencias son atrilsugdias caracteristicas internas de
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las esporas y no a un efecto del aumento en leangogidad. Sin embargo, es
posible hipotetizar la existencia de algun estinguémico que retarda o desfasa el
desarrollo de estas.

En apariencia, la germinacién &n nigrescens solo requiere de un rango
determinado de temperatura, el que se encuentelest10 y 14° C (Avila et al.,
1985). Sin embargo, y considerando que los cultiueson realizados bajo las
mismas condiciones de temperatura, probablemergerfainacion de las esporas
de L. nigrescens, sea un proceso dependiente de la relacion evdreitlos de
crecimiento y reproduccion (asignacion de recur@ideffmann et al., 1984; Avila
et al., 1985, Santelices 1990; Tala et al., 20@a & Edding, 2005). Esto podria
explicar la baja en la germinacion de la estacéwatano, debido al aumento en
la incidencia del sol y el consecuente aument@derhperatura. Ademas, durante
esta estacion Tala & Edding (2005) registraron umento en la perdida de su
tejido vegetativo y reproductivo, lo que puede gendajas en la calidad de
esporas formadas, debido a la redistribucion etieegdpara recuperar tejido
vegetativo y reparacion de zona de perdidas ationtde sus laminas. Por otro
lado, la baja germinacion en la estacion de indepodria ser atribuida al
incremento del crecimiento vegetativo, en adiciamgoco desarrollo de material
reproductivo (Tala & Edding 2005). En esporas perteentes aVlacrocystis
pyrifera, Brzezinski et al. (1993), observaron la utiliecide lipidos de reserva
durante la germinacion de las esporas asentad@sufidizacion de tales reservas
de carbono podrian ser especialmente significaivasporas y zigotos que se
establecen en condiciones ambientales desfavord&Bkstelices et al., 2002).
Indicando que la germinacion es independiente dmf@entracion de nutrientes
del medio (LUning, 1980; Hoffmann et al., 1984)qye estos no afectan a las
esporas en las fases de asentamiento (Amsler & hNBus1991).

Gametofitos deL. nigrescens sometidos a instancias de autofertilizacion,
presentaron retrasd en la fecundidad, lo cual poskr considerado como una

estrategia para evitar los efectos de la deprgsdrendogamia, y de esta forma
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favorecer el aumento en la edad y talla de los g#ites. Con lo cual, se aumenta
la posibilidad de cruce con la siguiente generaciéresporas asentadas en sus
cercanias, que fertilicen estos huevos pertenesentuna liberacion anterior. Tal
retardo en el desarrollo de uno o ambos estadosefgéitos y/o esporofitos), es
apreciado en muchas algas anuales o perennes, rqdec@n sus propagulos
estacionalmente (Blanchette, 1996). Sin embargsylteglos obtenidos eh.
nigrescens muestran que en el tratamiento de autofertiliza¢®5 de coeficiente
de consanguinidad), los gametofitos suspenden taetgaénesis, observando
indirectamente como un aumento en el tamafio y rmunuer células por
gametofito, sin presentar desarrollo o formacion dge gametos hasta varias
semanas de cultivo, en comparacion al tratamieatéedilizacion cruzada (0,25
de coeficiente de consanguinidad) y control (0,08 doeficiente de
consanguinidad). Tal retardo en el desarrollo deféses microscopicas en el
tratamiento de autofertilizacion (Slpodria ser una habilidad que presebhta
nigrescens como sistema de autoincompatibilidad, como tambp@ma soportar
periodos en condiciones ambientales desfavoraBka#élices et al., 2002; Carney
& Matthew, 2006). Esta estrategia de autoincompi#tl es ampliamente
utilizada por un gran numero de plantas terressesnido el mas importante y
general mecanismo promotor de la fertilizacion adaz y del flujo genético de
plantas superiores (Simon & Tabah, 20@3ta diferencia entre los tratamientos
de autofertilizacion (Sl), con la fertilizacion eada (SlIl) y el control (SC),
demuestran una incidencia de la autofertilizacidbre la fecundidad de la
especie, y que la variacién estacional de la fedadd con respecto la
autofertilizacion, puede estar ligada a la reladiéh desarrollo del gametofitos.
Mas aun, la presencia de los diferentes estadds leistoria de vida de las algas
(Orden Laminariales), facilita la persistencia endiciones ambientales variables
(Klinger, 1993), las cuales, ejercen una gran erftia en la fecundidad de las
especies que se reproducen durante todo el afod (Reeal., 1996). La
maximizacion de los sucesos reproductivos pavkacrocystis sp. es

complementada con su rendimiento reproductivo,ceiciones que son mayores
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los niveles de recursos. Asi incrementando su tedepvida en la fecundidad, que
incrementando la proporcién de su progenie queesola (Reed et al., 1996).
Esta maximizacién en el tiempo de vida de la femad por parte de
Macrocystis, L. nigrescens podria utilizarla como una alternativa de
autoincompatibilidad, contra los posibles efectos queda presentar el aumento
de la consanguinidad en el tratamiento de autbfedion. Ademas, fue
observado en algunos casos, la perdida de un sexpl€to (machos), en réplicas
del tratamiento de autofertilizacion (Sl), lo guelmblemente sea realizado como
una manera de limpiar los alelos deletéreos presest la especie, y que luego
continua con esta limpieza de alelos en las fasasetpfiticas posteriores
(Raimondi et al., 2004).

La fertilidad deL. nigrescens se ve afectada por la autofertilizacion al generar
diferencias entre los tratamientos, ya sea debidoealos gametofitos presentan
alguna estrategia de autoincompatibilidad o retexzsu desarrollo, producto del
aumento en la consanguinidad. No obstante, Ididedi deL. nigrescens, como
en la gran mayoria de las Laminariales,usualmente afectada por altas tasas de
mortalidad en sus etapas tempranas (Chapman, 18&@elices, 1990). La
presencia de recursos gameéticos adecuados es amigoen la fertilizacion y
desarrollo de esporofitos embridnicos (Brawley &rdgon, 1992), los cuales,
depende de factores ambientales y bioldgicos, guerdécen el encuentro de las
células reproductivas. Sin embargo, la ausenciasgerofitos en la estacion de
invierno, perteneciente al tratamiento de autdieatiion (Sl), indica claramente
gue la especie se ve afectada por el alto gradmsanguinidad presente dentro
del tratamiento. El nimero de gametos producidassihcronizacion de su
produccion, la liberacion, la mezcla y dilucion @egl movimiento del agua, la
capacidad de los gametos a la taxis (Brawley & Sohn1992), la temperatura, la
luz (Vadas, 1972; LUning & Neulshul, 1978; LUnid§80; Brawley & Johnson,
1992), y sus reservas nutricionales entre otroge@@nski et al., 1993), son los

responsables de la unién efectiva de las célulpsodactivas. No obstante,
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observaciones realizadas en el laboratorio, coafirque gametofitos maduros
luego de trascurridos 45 dias de cultivo permanexerstado haploide y con
formaciébn de oogonio en espera de la fertilizacgor parte de gametos
masculinos. Sin embargo, se puede mencionar ldeegia de partenogénesis
como la descrita por Oppliger et al., (2007) paranigrescens, como otra

alternativa de persistencia dentro de un poblagi@amue luego de trascurridos 45
dias de cultivo y sin la presencia de gametofiteshms, se observo la aparicién
de esporofitos microscépicos en crecimiento enralgueplicas del tratamiento de
autofertilizacion. Esto demuestra que dentro d#gbale vida clasico de la especie,
existen modificaciones alternativas dependienddadsituacion en la cual se

desarrollan los estados tempranos.

Resultados obtenidos, indican que la consanguinidegsenta efectos
deletéreos en los desarrollos de las etapas mapimss a lo largo del afio,
presentando variaciones estacionales. En las eséscide otofio e invierno se
generaron proporciones cercanas a cero con resadatéecundidad vy fertilidad
de los gametofitos en el tratamiento de autofeaidion.La fertilizacion efectiva
de las especies de Laminariales depende de lasroaciones de feromonas en el
medio, para el reconocimiento, encuentro y unidoaudegametos (Maier & Muller
1986). Sin embargo, no se sabe como se determinecehocimiento de tales
feromonas entre células hermanas, ya que, el tiettonde autofertilizacion (Sl),
presento incremento del crecimiento vegetativo cass union de gametos entre
esporas hermanas. Esta situacion indica que eatost@fitos podrian reconocer
sefales quimicas entre células hermanas y decesta,fevitar el encuentro de sus
gametos con la disminucion en su desarrollos oesisspn en la gametogénesis
(Kinlan et al., 2003).

Con respecto a la estacionalidad de la especseltados obtenidos por
Santelices et al., (1980), muestran guaigrescens en chile central se encuentra
aparentemente reproductiva desde octubre hasta @leejunio, y alcanzan su

mayor frecuencia en enero y febrero. Sin embamg®,datos obtenidos para la
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zona centro-norte del pais, indican duenigrescens se mantiene reproductiva
durante todas las estaciones del afio, presentaadacienes minimas con
respecto a la germinaciéon en las estaciones denweeainvierno. Para la
fecundidad ha sido argumentada una estacionaligattta en la llegada de la
reproduccién, como una respuesta desarrolladamaxanizar el tiempo de vida
de la fecundidad y de la progenie (Santelices, 1B80ger, 1993). No obstante,
la fecundidad presento una marcada disminucionahiaciestaciéon de invierno,
presentando un leve aumento en primavera. Los cambibientales asociados
con la variacion estacional, usualmente proporceeféales externas, que gatilla
procesos internos asociados con la reproduccioedR¢ al., 1996)Su éxito
reproductivo o fertilidad, presentd las maximasdpieziones de esporofitos en las
estaciones de verano-otofio, disminuyendo haciaenmeiprimavera. Tales
fluctuaciones estacionales en un ambiente tipi@hden patrones de crecimiento
y reproduccion en la gran mayoria de organismosnpes, que viven tiempo
suficiente para sucesivos cambios estacionalesi(Bte&., 1996; Tala et al. 2004,
Tala & Edding, 2005)Estas variaciones de sus parametros reproductintcs las
estaciones del afio, pueden estar determinadasiogenétte o asociados a las
condiciones ambientales en que se encuentran sgsrptores. Por otro lada,
nigrescens, presenta diferencias estacionales atribuidas sa clracteristicas
nutricionales de las esporas en el momento dédaation, ya que se aprecio una
disminucion en la fecundidad y fertilidad de la exp en las estaciones de
invierno y primavera y el maximo presentado ereltaciones de verano y otofio.
Estos resultados indican que nigrescens presenta una marcada estacionalidad
con respecto a su fecundidad y fertilidad, resokadue concuerda con lo
documentado por Tala et al. (2004) plaessonia trabeculata y Reed et al. (1996)

paraMacrocystis pyrifera.

Por otro lado, se ha observado que la ausencidu®s del. nigrescens en
poblaciones naturales, genera interferencias syeficas por el rapido

crecimiento individual, como un factor determinamte la disminucion de la
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extension dé.. nigrescens y como una reguladora de la estructura poblacidelal
alga (Santelices & Ojeda, 1984). No obstante, ton@slo en praderas naturales
por Martinez & Cardenas (2003), indican que el aggromedio de reclutas te
nigrescens no es mas de 3 Km. anuales, siendo mucho mas bajobservado en
el hemisferio norte, donde las macroalgas recupal@dedor de 300 Km cada
seis meses, después de una mortalidad por un e&@S (ElI Nifio) Sin
embargo, estos autores no consideraron la exiateleclas etapas microscopicas,
las cuales pueden jugar un papel de real impodagciel restablecimiento de la
poblaciéon, mas aun, conocida la resistencia des estapas microscopicas a
condiciones de estrés ambientales. No obstanteaulafertilizacion como
estrategia reproductiva podria ser mas comun desperado en poblaciones
naturales, y sea tal vez, la precursora de laglastpraderas presente en las costa
norte de Chile. Estas se han visto afectadas patefu disturbios ambientales
como es el Nifio y la presion extractiva por paggedscadores, que en los ultimos
afios han aumentado en un 50% su presion debidograsudemanda. En la
actualidad se extraen alrededor de 161.835 torselddd. nigrescens a nivel

nacional entre la | a la VI region del pais (wwwnsgesca.cl).

Si bien, las consecuencias genéticas de una nemife después de una
mortalidad masiva no esta bien estudiado en magasaksto es particularmente
importante en el alga. nigrescens, ya que es una especie aparentemente muy
sensible a los cambios ambientales y a los prodagidr el hombre (Martinez &
Cérdenas, 2003). En sectores del norte de Chiteumm alta explotacion de este
recurso, se ha generado una baja en la abundanai@a yenta recuperacion de
poblaciones, ademas del desconocimiento genéte@sfo a producido (Martinez
& Cardenas, 2003). Esta explotacion, puede presgmiaencia en la abundancia
y el reclutamiento de otros organismos, que utiliaghabitan eih.. nigrescens, y
gue no solo incluye efectos sinérgicos, sino questitnlye ademas un refugio
contra depredadores, de particular importancia gsgecies que alcanzan su

madures sexual en este habitat (Cansino & Sardeli@84).
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Resultados obtenidos por Reed et al. (1991), maresjue el crecimiento de
algas Laminariales comblacrocystis pyrifera y Pterygophora californica son
fuertemente influenciadas por la intensidad inidalasentamiento de las esporas.
Ademas, Dean & Jacobsen (1989), sugieren queeelnuiento deM. pyrifera
esta controlado por la interaccion existente elararadiancia y los nutrientes
disponibles en el medio. Sin embargo, resultadésnidos en esta investigacion,
indican que la autofertilizacion (SI) genera diferi@s significativas en el
crecimiento de los esporofitos microscopicos, bagpomismas condiciones de luz
y nutrientes que la fertilizacion cruzada (Sll)ontrol (SC). Esta diferencia puede
ser atribuida a la disminucion de la variabilidadividual y/o al retardo en el
desarrollo de las etapas microscopicasLdaigrescens, como resultado en el
aumento en la consanguinidabda consecuencia directa del aumento de la
consanguinidad, es la expresion de la depresiéemmgamia. Que se traduce en
una disminucion del éxito y vigor de los individierstérminos de supervivencia y
crecimiento. La reduccion del éxito de los indivdwa causa de la depresion por
consanguinidad se debe basicamente al efecto lde didetéreos recesivos que se
expresan en homocigosis (Charlesworth y Charlesw®@99). Por otro lado, las
problematicas que puede generar la obtencion deife@s amorfos con respecto
al crecimiento de sus células basales, y las iepti@s genéticas enzimaticas que
pueden verse desfavorecido el estado homocigotb @ecimiento de esporofitos,
puede generar mayor diferenciacion entre los tiats#ios. En general, el grado de
variabilidad en el tratamiento control (SC), genéifarencias en el crecimiento
respecto del tratamiento de autofertilizacion (Bfertilizacion cruzada (Sll), los
cuales, presentan un mayor grado de consanguigigad ende efectos genéticos
en el fenotipo del esporofito de. nigrescens en el tiempo, confirmando lo
descrito por Raimondi et al., (2004) pavh pyrifera, que el efectos de la
depresion por endogamia se ve mayormente en estaddss del desarrollo en las

macroalgas.
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5.

5. CONCLUSION

La autofertilizacion es una alternativa a considatanomento de mencionar
las estrategias reproductivas dentro de la esjpeciggrescens. Aun cuando,
no presenta ninguna caracteristica similar en comopm a la fecundidad y
fertiidad de la reproduccién cruzada. La autoligecion puede ser una
alternativa reproductiva en situaciones de riesgolal especie ante una
perdida masiva de la poblacion, ya sea por efeatasurales o
sobreexplotacién, donde la presencia de unos pejesiplares deL.
nigrescens pueden reestablecer en su totalidad una pobladé&pendiendo si,
de la variabilidad de los progenitores sobreviagenDe esta forma utilizando
esta alternativa reproductiva para repoblar lososes desocupados, hasta el
encuentro cercano de poblaciones vecinas paraabésstr el flujo genético
entre ellas y de esta forma aumentar la variakilglze hasta ese momento se

veria en una alta homocigosis.

Si bien la autofertilizacion, esta presente y germierencias en el desarrollo
de las etapas tempranas de las fases haploidelojdép del. nigrescens,
podemos mencionar que la especie presenta un ctampento que hace
presumir la existencia de estrategias de autoinatibiiidad reproductiva, al
bajar sus tasas de fecundidad y fertilidad, coimetle evitar los efectos por
depresion endogamica. La autofertilizacion a laptgro y repetida en el
tiempo, presentara efectos deletéreos en la cooiposigenética de la
poblacion, afectando su persistencia debido a fdige de la capacidad
reproductiva. Sin embargo, mayores tipos de fordeaseproduccion, podrian
ser entendidos como respuesta a ambientes fluesignpoco predecibles
como aquellos dd.essonia (i.e. ENOS, surgencia, explotacion, radiacion

UV), los cuales pueden disminuir la tasa de rendwade una pradera y
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limitar la capacidad para reproducirse dentro de poblacion. Por lo cual, el
retardo en el desarrollo como estrategia de auioipatibilidad contra los
efectos de la depresién por consanguinidad, puedeirsa alternativa para
favorecer el flujo genético al interior de una mibdn. Al retardar el
desarrollo y evitar la reproduccion de gametos heos, se favorece el cruce
de gametos de una posterior liberacion de la piiae individuos distintos,
ademas, de esperar condiciones adecuadas amisepaade el desarrollo de

un nuevo esporofito.

Lessonia nigrescens aunque esta reproductiva todo el afio presento una
estacionalidad sobre la fecundidad y fertilidadectds que pueden ser
atribuidos a las caracteristicas nutricionales yedervas de las esporas en el
momento de la liberacion.

El crecimiento en la especie, presenta una mamadanucion por parte de
esporofitos obtenidos por la autofertilizacion, naisucion atribuida a la
pedida de variabilidad genética por parte de lo®tfpos obtenidos por
efectos de la alta consanguinidad. La talla en rmitamiento de
autofertilizacion, podria ser atribuida al altodpale endogamia presente en
la progenie y los fenotipos altamente homocigotos se producen en este
tipo de cruce, a diferencia de la fertilizacion zzda que da una mayor

probabilidad de obtener organismos heterocigotagigrrogenie.

Si bien, el poco conocimiento de la estrategiaa@ypctiva del. nigrescens,
hace aun mas complejo lograr entender y estudgrriacesos que afectan sus
etapas haploides y diploides, se deben desaraflacuadas estrategias de
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cosechas en sus praderas naturales, con amplesedantes biolégicos para
el disefio adecuado de una pesqueria sustentableefdeto de la
fragmentacién poblacional en el ecosistema, puesarla presentar perdida
de la variabilidad genética en esta poblacién ctmt del. nigrescens) por
efectos de la alta consanguinidad. Por lo cudlase mas necesario el estudio
y conocimiento de las estrategias o alternativpsotictivas, y su efecto en
poblaciones naturales deessonia nigrescens. Dado que la depresion por
consanguinidad puede afectar a todos los companeatgeciclo vital, es
esperable que la endogamia afecte a la dindmicdaslepoblaciones
fragmentadas y/o reduciendo la tasa de cambio gobk e incrementado la
probabilidad de extincibn. Mas aun, existen muy ggodrabajos que
cuantifiquen los efectos demograficos de la depregor consanguinidad. No
obstante, se deberian realizar estudios sobrepel pae juegan los niveles
nutricionales de los progenitores y las esporasl éiempo de desarrollo, de
las etapas reproductivas haploides de la espediemAs, de realizar estudios
gue puedan responder sobre la distancia de la efé@tiva de gametos de
nigrescens, ya que esta puede ser una informacion relevaobee slas

caracteristicas y estrategias reproductivas depaoge en el intermareal.
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Tablas

Tabla 1. Anova de dos vias de germinacion, obtenidos cgpexo a los cruces y
las estaciones del afo.

Fuente DF SS MS F P
Tratamientos 2 294,203 147,102 3,634 0,032
Estaciones 3 1718,780 572,927 14,153 <0,001
Tratamientos

*Estaciones 6 308,537 51,423 1,270 0,284
Residuales 63 2550,212 40,480

Total 74 4829,794 65,267

Tabla 2. Tukey de germinacion entre sus tratamientos.

Cruces Autofertilizaciéon  Fertilizacién Cruzada Qontrol
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada 0,888 1,000

Control 0,036 0,105 1,000

Tabla 3. Tukey de germinacion a lo largo de las estaciones.

Cruces Verano Otono Invierno Primavera
Verano 1,000

Otofio <0,001 1,000

Invierno 0,323 0,098 1,000

Primavera <0,001 0,558 <0,001 1,000
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Tabla 4. Tukey de germinacion en la estacion de verano.

Cruces Autofertilizaciéon  Fertilizacién Cruzada Qontrol
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada 0,875 1,000

Control 0,969 0,965 1,000
Tabla 5. Tukey de germinacion en la estacion de otofio.

Cruces Autofertilizacion  Fertilizacion Cruzada Control
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada 0,993 1,000

Control 0,014 0,010 1,000
Tabla 6. Tukey de germinacion en la estacion de invierno.

Cruces Autofertilizacion  Fertilizacion Cruzada Control
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada 0,992 1,000

Control 0,657 0,580 1,000
Tabla 7. Tukey de germinacion en la estacion de primavera.

Cruces Autofertilizaciéon  Fertilizacién Cruzada Qontrol
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada 0,863 1,000

Control 0,679 0,944 1,000
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Tabla 8. Anova de dos vias de fecundidad, obtenidos cepeo de los

tratamientos y las estaciones del afio.

Fuente DF SS MS F P
Tratamientos 2 11809,019 5904,510 79,194 <0,001
Estaciones 3 4733,952 1577,984 21,165 <0,001
Tratamientos

*Estaciones 6 2299,437 383,239 5,140 <0,001
Residuales 63 4697,131 74,558

Total 74 24884,157 336,272

Tabla 9. Tukey de fecundidad entre sus tratamientos.

Cruces Autofertilizacion  Fertilizacion Cruzada Control
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada <0,001 1,000

Control <0,001 <0,001 1,000
Tabla 10. Tukey de fecundidad en las estaciones del afio.2007

Cruces Verano Otorio Invierno Primavera
Verano 1,000

Otono <0,001 1,000

Invierno <0,001 0,177 1,000

Primavera <0,001 0,273 0,944 1,000
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Tabla 11. Tukey de fecundidad en la estacion de verano aeRaf7.

Cruces Autofertilizaciéon  Fertilizacién Cruzada Qontrol
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada 0,772 1,000

Control <0,001 0,141 1,000
Tabla 12. Tukey de fecundidad en la estacion de otofio.

Cruces Autofertilizacion  Fertilizacion Cruzada Control
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada <0,001 1,000

Control <0,001 0,002 1,000
Tabla 13. Tukey de fecundidad en la estacion de invierno.

Cruces Autofertilizacion  Fertilizacion Cruzada Control
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada 0,026 1,000

Control <0,001 0,084 1,000
Tabla 14. Tukey de fecundidad en la estacion de primavera.

Cruces Autofertilizaciéon  Fertilizacién Cruzada Qontrol
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada <0,001 1,000

Control <0,001 <0,001 1,000
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Tabla 15. Anova de dos vias de fertilidad, obtenidos cospeeto a los

tratamientos y las estaciones.

Fuente DF SS MS F P
Tratamientos 2 15286,241 7643,120 70,399 <0,001
Estaciones 3 13431,009 4477,003 41,237 <0,001
Tratamientos

*Estaciones 6 4799,711 799,952 7,368 <0,001
Residuales 63 6839,827 108,569

Total 74 39304,735 531,145

Tabla 16. Tukey de fertilidad en los tratamientos.

Cruces Autofertilizacion  Fertilizacion Cruzada Control
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada <0,001 1,000

Control <0,001 0,001 1,000

Tabla 17. Tukey de fertilidad a lo largo de las estaciondsadie 2007.

Cruces Verano Otofio Invierno Primavera
Verano 1,000

Otono <0,001 1,000

Invierno <0,001 <0,001 1,000

Primavera <0,001 0,004 0,417 1,000
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Tabla 18. Tukey de fertilidad en la estacion de verano.

Cruces Autofertilizaciéon  Fertilizacién Cruzada Qontrol
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada 0,625 1,000

Control 0,060 0,349 1,000
Tabla 19. Tukey de fertilidad en la estacion de otofio.

Cruces Autofertilizacion  Fertilizacion Cruzada Control
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada <0,001 1,000

Control <0,001 0,003 1,000
Tabla 20. Tukey de fertilidad en la estacioén de invierno.

Cruces Autofertilizacion  Fertilizacion Cruzada Control
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada <0,001 1,000

Control <0,001 0,282 1,000
Tabla 21. Tukey de fertilidad en la estacion de primavera.

Cruces Autofertilizaciéon  Fertilizacién Cruzada Qontrol
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada <0,001 1,000

Control <0,001 0,703 1,000
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Tabla 22. Anova de una via de germinacion estaciondlebsonia nigrescens.

Sdlo incluye el tratamiento control.

Fuente DF SS MS F P
Estaciones 3 874,310 291,437 9,256 <0,001
Residuales 21 661,240 31,488

Total 74 1535,550

Tabla 23. Tukey de germinacion estacionalldessonia nigrescens. Soélo incluye

el tratamiento control.

Cruces Verano Otofio Invierno Primavera
Verano 1,000

Otofio <0,001 1,000

Invierno 0,283 0,028 1,000

Primavera 0,004 0,329 0,301 1,000

Tabla 24. Anova de una via de fecundidad estacional essonia nigrescens.

Sdlo incluyen el tratamiento control.

Fuente DF SS MS F P
Estaciones 3 1330,611 443,537 8,197 <0,001
Residuales 21 1136,365 54,113
Total 24 2466,976
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Tabla 25. Tukey de fecundidad estacional leessonia nigrescens. Solo incluyen

el tratamiento control.

Cruces Verano Otofno Invierno Primavera
Verano 1,000
Otofio 0,993 1,000
Invierno 0,008 0,004 1,000
Primavera 0,030 0,015 0,648 1,000

Tabla 26. Anova de una via de fertilidad estacionalL&ssonia nigrescens. Solo

incluyen el tratamiento control.

Fuente DF SS F P
Estaciones 3 6051,041 2017,014 16,608 <0,001
Residuales 21 2550,369 121,446
Total 74 8601,410

Tabla 27. Tukey de fertilidad estacional dessonia nigrescens. Soélo incluyen el

tratamiento control.

Cruces Verano Otofio Invierno Primavera
Verano 1,000
Otono 0,997 1,000
Invierno 0,003 0,002 1,000
Primavera <0,001 <0,001 0,953 1,000
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Tabla 28. Anova de dos vias sobre valores de crecimiefinidos con

respecto a los tratamientos y dias de desarrollo.

Fuente DF SS MS F P
Tratamientos 2 392726,299 196363,150 8,247 <0,001
Dias 2 1694003,996 847001,998 35,573 <0,001
Tratamientos*

Dias 4 213359,679 53339,920 2,240 0,072
Residuales 81 1928621,166 23810,138

Total 89 4228711,141 47513,608

Tabla 29. Tukey de tallas de los esporofitos entre los traatos.

Cruces Autofertilizacion  Fertilizacion Cruzada Control
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada 0,250 1,000

Control <0,001 0,045 1,000

Tabla 30. Tukey de los tratamientos dentro del dia 25 deveult

Cruces Autofertilizacion  Fertilizacion Cruzada Control
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada 0,796 1,000

Control 0,712 0,989 1,000
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Tabla 31. Tukey de los tratamientos dentro del dia 35 deveult

Cruces Autofertilizaciéon  Fertilizacién Cruzada Qontrol
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacién Cruzada 0,672 1,000

Control 0,233 0,707 1,000
Tabla 32. Tukey de los tratamientos dentro del dia 45 devoslt

Cruces Autofertilizacion  Fertilizacion Cruzada Control
Autofertilizacion 1,000

Fertilizacion Cruzada 0,410 1,000

Control <0,001 0,005 1,000
Tabla 33. Tukey de tallas entre los dias de cultivo.

Cruces Dia 25 Dia 35 Dia 45

Dia 25 1,000

Dia 35 <0,001 1,000

Dia 45 <0,001 <0,001 1,000
Tabla 34. Tukey de las tallas de autofertilizacion.

Cruces Dia 25 Dia 35 Dia 45

Dia 25 1,000

Dia 35 0,529 1,000

Dia 45 0,003 0,059 1,000
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Tabla 35. Tukey de tallas de fertilizacion cruzada entredizs.

Cruces Dia 25 Dia 35 Dia 45

Dia 25 1,000

Dia 35 0,036 1,000

Dia 45 <0,001 0,291 1,000

Tabla 36. Tukey de tallas del control entre los dias.

Cruces Dia 25 Dia 35 Dia 45

Dia 25 1,000

Dia 35 0,001 1,000

Dia 45 <0,001 0,006 1,000
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FIGURAS

- . a . x Bl
Figura 1: Area de estudio, ubicado en los 29°57" latitud -S@i.° 22’ longitud Oeste, zona demarcada

por un cuadro de color rojo. Esta area de estuglioasacteriza por presentar condiciones de costa
expuesta al oleaje, Fotografia aérea obtenida dgl&&arth.

Figufa 2 ”Leﬁonla nigré&éﬁé, A) sostenida en el intermareal del sector la RiéanB) al ser
trasladadas a el laboratorio de Botanica Marindaddniversidad Catolica del Norte, Coquimbo IV
region de Chile, y C) juvenil en el intermarealase del sector La Pampilla (29° 57’ Sy 71° 22’ O).
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Figura 3: A) Cintur6n del essonia nigrécens, sobre rocas del intermareal en el sector La P &ampil
B) actividad del muestre6 realizado en el integahrocoso durante la estacion de otofio del 20p7; C
estipe con laminas dk. nigrescens y su disposicion para el periodo de deshidrataciorD)

disposicion en condiciones de oscuridad para qoedsula liberacién de las zooesporas desde ebtejid
reproductivo de.. nigrescens.
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Figura 4. Metodologia empleada para el desarrollo de larelites situaciones de cruces, desde la
obtencidon de sus esporas en vasos pp. de 50 merpemes del soro de la lamina, luego su
concentracion en proporciones para cada una dgitlesciones, los cruces, sus diferenciaciones, su
coeficiente de consanguinidad, n° de Plantas (%0} replicas (R10).
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Figura 5: morfolégicas reproductivas utilizadas para la deteaion de fecundidad y fertilidad én
nigrescens. a) Esporofitos; b) Gametofitos con oogonios y cine®fitos sin oogonio.

Figura 6: Fases gaméticas tiessonia nigrescens: (A) espora dé.. nigrescens después de 24 horas
desde su liberacion; (B) Formacién del tubo geroiora desde una espora; (C) Traspaso del
citoplasma de la espora a la célula basal del gHiteet(D) 1 Gametéfito masculino con anteridio en
forma ramificada, 2 Gametdfito femenino con formdacde oogonio o célula huevo, 3 gametdfito
femenino sin formacién de oogonio; (E) Formacion dgoto y esporofito tempranos de.
nigrescens.
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Figura 7: Esporofito microscépico dé. nigrescens, obtenida después de trascurrido 25 dias de
cultivo; A) y B) corresponden a esporofitos mici@@cos obtenidos en la situacion de
autofertilizacion, C) esporofito microscépicos atitlos por fertilizacion cruzada y D) esporofito
microscopicos pertenecientes a la situacion cantrol

, Y g z=o A | :

Figura 8: Morfologias microscopica de nigrescens, encontradas el dia 35 de cultivo, A) Gametdfito
ramificado con un gran numero de células, dondspsecian claramente los oogonios en los apices de
cada célula, gametdéfito encontrado en situaciénadtefertilizacién; B) Esporofito microscopico
obtenido por medio de partenogénesis, desarrolkidola presencia de gametofitos masculinos
(Degeneran), esporofito obtenido de la situacidaudefertilizacion; y C) esporofito normal obtenido
en la situacion control.
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Figura 9: Germinacion obtenida en los cultivos denigrescens entre las estaciones de verano y
primavera 2007.
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Figura 10: Fecundidad obtenida en los cultivos Ildenigrescens entre las estaciones de verano y
primavera 2007, en los diferentes cruces.
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Figura 11. Fertilidad obtenida en los cultivos de nigrescens entre las estaciones de verano y
primavera 2007, en los diferentes cruces.
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Figura 12: Pardmetros reproductivos Henigrescens a lo largo de las estaciones del afio 2007, desde
verano a primavera.
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Figura 13: Crecimiento de los esporofitos microscopicos algd del trascurso del cultivo, al dia 25
(D25), dia 35 (D35) y dia 45 (D45) de cultivo.
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ANEXOS

Anexo 1 Medio Provosoli (PES).

Reactivos Solucién en Agda Volumenes
Destilada(l) Parciales
Utilizados

Na&-glicerofosfato. 5HO 5.000 g/100 ml 16.0 ml
NaNG; 5.6000 g/150 ml 150.0 mi
Cianocovalamina (Vitamina B 12 0.0100 ¢g/100 ml hl6
Tiamina 0.1000 ¢g/100 m 8.0 ml
Biotina 0.0100 g/150 ml 150.0 ml
Tampodn-tris (1) 6.5440 g/150 m| 150.0 ml
Fe EDTA: Na EDTA (lll) + Fe 0.2640 g/500 ml 500.0 ml
PIl — Mezcla de metales (IV) 500.0 mi
Volumen final en agua destilada (V) 2000.0 ml
() Los volumenes excedentes pueden ser almacemgdoongelador.
() Tris-aminometano. Llevar a pH 7.8 con HCI 5 N
(1) Etilenodiaminotetracetato de sodio.
(V) PIl — Mezcla de metales.

Na EDTA 0.4000 g

H; BO3 0.4480 g

FeCk.6H,O 0.0192 g

MnSQ,. H,O 0.0480 g

ZnSQ. 7H,0 0.0088 g

CoSQ. 7H,0 0.0019 g

Agua destilada 500.0 ml

Los metales traza peden ser previamente dilurdasienidos en congelador y
pipeteado conforme dilucion.

Subdividir en fracciones pequefias de acuerdo catiliizacion y mantener
en congelador. Después del descongelamiento, nearearel refrigerador para su
uso en el intervalo de 15-30 dias.

Es probablemente, el medio mas empleado en eVaule lagas marinas

bentonicas. Notese que este medio contiene basitamyenitrogeno y fosfato en
concentraciones relativamente elevadas; i) otrosaacramutrientes; iii)
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micronutrientes; iv) vitaminas; v) solucién tampdn) solucion quelante para
iones poco solubles.

Diluyendo 20 ml de la solucion madre por litro dgua de mar se obtiene en
medio altamente rico.

68



Anexo 2

Diéxido de Germanio.

1.- 0.2 g Ge@(Dioxido de Germanio) en 200 ml. De®ldestilada.
2.- Agitar a 80-90° C hasta disolver.

3.- Autoclavar

4.- Enfriar y refrigerar.

5.- Ajustar pH 7.0 a 8.0 con HCI 0.1 N.

6.- 3 ml de solucion madre por litro de agua de. mar
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