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RESUMEN: S¢ estudio la nfluencia combinada de la temperatura y laradiancia en el ceecimiento in vitro de Graalanapsis tennifrons. Sc
utilizaron distintas fases del ciclo vital (tetrasporangales, carposporangales e infértles), colectadas en una poblacién silvestre (La Penia) y en
un cultivo expenimental (Chacopata) en la Peninsula de Araya, Venezuela. Fiolas de 250 ml con cultivos unialgales fugron colocadas en una
tabla de gradiente cruzado de temperatura e irradancia, probindose un rango de 20 a 32 °C, y de 92 2 770 ulEan™=s™ ', con 12L:12D de
fotoperiodo Se empleo PES fortalecido como medio de culuvo. El crecumiento se determing gravimétncamente y los resultados fueron
comparados medante ANOVA de tres factores. En todos los expenmentos realizados se obtuvieron diferencias significativas debidas a la
temperatura y a laicradianeis. Las dos poblaciones presentaron diferentes optimos de temperatura (28 °C para las plantas de La Pena, 52 $ s
patalas de Chacopata), y similares para la irradiancia (2302 380 pEum =5 ) Arradiancias saturantes, las respuestas de crecuniento vagiaron
de acuerdo a la temperatuca: en las temperaturas 6ptinas el crecimiento no disminuyd con los valores saturantes de luz, micntras que en las
temperaturas mds bajas, preseato una ligera disminucién. En el caso de las algas silvestres, pero no en las cultivadas, se encontraron diferen-
cias sigmficativas en el crecimento de acuerdo a la fase del ciclo vital. Los resultados obtemdos se relacionan con la aparente distribucion
tropical de esta especie, con los diferentes regimenes de temperatura en cada sitio, y con sus elevados niveles de turbidez. Se recomendan los
sitios adecuados en térmnos de temperatura y luz, paca el cultvo de Graalanopsis tenuifrons

ABSTRACT: We studied the combined influence of temperature and iwcradiancy on the w mitro growth of Graclanopsts teruifrons. We used
plants in different ife cycle phases (infertile plants, plants beanng tetrasporanga and cystocarps), collected at La Pefia (wild plants), and
Chacopata (cultuvated plants), in the Araya Peninsula, Venezuela. 250 ml comeal flasks with umalgal cultures were disposed on a cross-
gradient table, with a temperature range between 20 and 32°C, an irradiancy range between 92 and 770 ptEm s, and a light/dark cycle of
12L:12D. Full strength Porvasolt’s enniched media (PES) was used for culuvation. Growth was gravimetrically determined, and the results
were compared by means of tnfactonal ANOVA. In all the expenments, there were significant differences due to temperature and icradiancy
vanations. Temperature optima were diffecent (28°C for plants from La Pena and 32°C for plants from Chacopata), but irradiance optima
were the same for both populations (between 230 and 380 pE.an “s'). Under saturating rradiancy, grown response vaned according to
temperature, At optimum temperature, growth did not decrease with saturating light values, while at lower temperatures growth did present
a shght decrease. In contrast to farmed plants, wild plants showed significant growth differences according to ule life cycle phases. We relate
our results with the apparent tropieal distribution of this species, with the different temperature regimes in each location and with their lugh

water turbidity levels. We recommend the adequate facrmung locations for Graalanopsis temfrons, in terms of temperature and light

INTRODUCCION

Tradicionalmente, las especies de Gram/aria han sido
las mayores fuentes de materia prima para la extraccion
de agar (ArMisEN & GaLaTas, 1987; SANTELICES & Dorty,
1989).

Fn Venezuela, exceptuando registros dudosos, se han
reportado 21 especies de Gracilaria (Gangsan, 1989a),
todas las cuales, aparentemente, son de potencial im-
portancia economica (Gangsan, 1989b). A estas deben
sumarse las especies del género afin, Gracilariopsts, se-
paradas recientemente de acuerdo a vanios aspectos de
la ontogenia de la fase espermatangial y al desarrollo
de la post fertilizacion (FREDERICQ & HOMMERsSAND,
1989)

De todas estas especies, vanos estudios han mostra-
do que Graclariopsis tenuifrons es bastante prometedora,
tanto por su facilidad de propagacion y alta velocidad
de crecimiento en condiciones de campo y de laborato-
rio, como por la produccién de un buen gel (AronTE &
Lemus, 1989; LEmus, 1992).

En Venezuela, Graelariopsis tennifrons ha sido identifi-
cada en algunas localidades del litoral norte de la Penin-
sula de Araya, formando bandas irregulares a lo largo
de la costa, sin llegar a formar praderas extensas, por lo
que para su explotacion debe considerarse su cultvo.
Finsayos de cultivo a mar abierto, de hecho, han mostra-
do que esta alga cuadruplica su biomasa semanalmente
(Lemus, 1992).
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No obstante, deben plantearse a corto plazo estudios
detallados acerca de su fisiologia y ecologia, para
optimizar su posible manejo. Estos estudios deben ser
hechos preferiblemente en cada una de las poblaciones
locales de interés, dada la presencia bien documentada
de cepas fisiologicas o ecotipos en varias macroalgas
(Yoxova & OLIVEIRA, 1992).

Entre los parimetros ambientales, usualmente se con-
sidera a la temperatura como el factor més importante
para el crecimiento y productividad de las gracilaridceas.
También, la luz, como factor critico para la fotosintesis,
suele ser considerada relevante, aunque en estas plantas
puede existir una gran plasticidad y variacion en sus res-
puestas a la luz (McLacuran & Birp, 1986). En este tra-
bajo, en un intento por conocer los 6ptimos de tempe-
ratura e irradiancia en cultivos 77 vitro de esta especie, se
reporta la influencia de un gradiente cruzado de
irradiancia y temperatura sobre el crecimiento  vitro de
plantas adultas de Gracilariopsis tenntfrons provenientes
de dos poblaciones de las costas orientales del pais.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron plantas fértiles (tetrasporangiales v
carposporangiales) ¢ infértiles de Graclaniopsis tenmfrons
colectadas en una poblacion silvestre en la Peninsula de
Araya (La Peda, 10°37°22" Lat. N, 64°7°30" Long. W) y
en un cultivo experimental (Chacopata, 10°39°54"Lat.
N, 63°49’33" Long. W) (figura 1).

Los talos colectados se limpiaron meticulosamente
con agua marina estérl, y se seleccionaron fragmentos
de 20 a 30 cm. Estos fragmentos fueron aclimatados en
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Figura 1. Sitios de colecta de Graalanapsis tensafrens en la Peninsula de Aray:

envases de vidrio con aproximadamente 2 1 de agua ma-
rina filtrada y esterilizada, a temperaturas de 26 a 28 °C,
36 %o de salinidad y alrededor de 250 uEm=251 de
irradiancia. La salinidad fue medida con un refactrémetro
manual ATAGO §-28 y la irradiancia con un cuantimetro

Li-Cor LI 189.

A partir de esos fragmentos, se obtuvieron cultivos
unialgales de cada fase del ciclo de vida, salvo la fase
espermatangial (que no llego a ser colectada), inoculan-
do cuatro fragmentos apicales (peso himedo = 50 £ 5
mg) en fiolas de 250 ml con 150 ml de agua de mar
enriquecida de Provasoh (PES, McLachian, 1973); mo-
dificada por Lemus & Ganesan (1977), con dioxido de
germanio, penicilina y cafeina. El medio fue renovado
semanalmente.

La influencia de la temperatura y la intensidad de luz
en la tasa de crecimiento de cada fase del ciclo vital se
estudio empleando una tabla gradiente (modificada de
YarisH e al, 1979). Los valores de temperatura aplicados
fueron 20, 23, 28 y 32 °C, y se probaron dos disenos expe-
rimentales variando el juego de valores de irradiancia (Di-
sefio expenmental I: 92, 130, 230, 305 y 770 p.ﬁ.mf‘s'l;
diseiio experimental II: 130, 230, 380 y 550 uE.m 2571,
Se mantuvo un fotoperodo de 12L:12D. Los cultivos fue-
ron mantenidos en la tabla gradiente durante 1 a 2 sema-

nas.

El crecimiento fue medido gravimétncamente, pesando
los fragmentos de alga (seudoréplicas) sometidos a cada con-
dicién a ntervalos semanales. El crecimiento se expreso
por medio de la tasa de crecimiento exponencial (en por-
centaje), de acuerdo a la siguiente formula (modificada de
RosenBeRG & Ramus, 1981):

K = 100(Logz Py/Po )t

Donde K es la tasa de crecimiento diario (en porcen-
taje), Py el peso himedo final y P, el peso hiumedo ini-
cial de los fragmentos, y t el numero de dias entre entre
Pty Po.

Los resultados (promedios de las seudoréplicas en cada
condicion) fueron sometidos a analisis de varianza
factonales (tres factores) modelo I (Soran & RouLr, 1981)
para probar las diferencias de crecimiento entre los trata-
micentos de temperatura e irradiancia y entre las fases del
ciclo de vida.
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TABLA 3. Tamano muestral (n), promedios del porcentaje de crecimiento
dianio (X), error de la media (SX) y grupos homoggéneos formados segiin la
prueba de Ducan para cada uno de los factores probados en las plantas

RESULTADQOS

Se encontraron diferencias significativas en la respuesta
de crecimiento entre los distintos tratamientos de tempera-

colectadas en La Pena.

tura e irradiancia aplicados tanto en las plantas silvestres Fasuary fatamieqto % X SK Duncan
(La Peiia) como en I:_15 cqlnvadas‘('Chacop:'xm)-, yla interaccion Terapessine
temperatura - irradiancia también fue significativa en am- 28 °C 4,558 0355 |
bos casos. Ademas, el crecimiento fue significativamente 32°C 3,661 0,281 (
distinto entre las fases del ciclo de vida en las plantas silves- %og 7 et et |
tres (Tablas 1y 2). 2 2 2328 0,188
Irradancia
380 uE.m“.s* 12 4136 0321 ,
r gt P | 4
TABLA 1, Tabla de ANOVA factonal donde se comparan los efectos de la 230 .F, ‘m_:‘i_‘ - 4,097 0,259 |
temperatura, irradiancia, fase del ciclo de vida y las distintas interacciones ?gg ”S'm _‘51 1: '32:3 3-323 |
en la respuesta de crecimiento de las plantas colectadas en La Pena. ey 2 s 4 ‘
§ AT Fase del ciclo de vida
- 2 Carposporicas 16 3,737 0,268 I
r-ucntc de tamnon [ i S5 Ms F Tetrasporicas 16 3,582 0,312
¥ e S N Vegetativs 16 f
Temperatura 3 30273 10,091 71,539+ e s 0338 .
Irradiancia 3 28,187 9396 66,612***
Fase del ciclo vatal 2 1,589 0,795 5636*

TABLA 4, Tamano muestral (n), premedios del porcentaje de crecumiento

T"_""P"“"“"”l x lrradiancia 9 5.‘2-3' 0,569 4-?3"" duario (X), error de la media (S%) y grupos homogéneos formados segin la
Temperatura x  Fase del ciclo vital -~ 6 0435 0073 0,518 ns prueba de Ducan para los factores de efecto significativo en el crecimiento
E gn
leradiancia x Fase del ciclo vital 6 1,542 0257 1,822 ns de las plantas colectadas en Chacopata,
Error 18 2539 0,141
el - e Z‘)_GI) 0 Factor y Tratamiento n )—( i Sx Dunc?_n_
5 N T Temperatura
322C 4,036 75
TABLA 2 Tabla de ANOVA factonal donde se comparan los efectos de la 28 °C 3183 3;2.51 I !
temperatura, irradiancia, fase del ciclo de vida y las disuntas interacciones 239 I:‘ '—"778 0216 i
en la respuesta de crecimiento de las plantas colectadas en Chacopata. 20 °C 1; :OB" 0135 l
Fuente de vanacion gl T8 ME T r: - Irradiancia !
380 uE.n< st 12 3,657 0,307 I
Tempcratura 3 23967 -’,959 -UJ,‘)l 1ree 230 |I.‘E.Il'l."‘.5‘L 12 3,353 0,26 1
S 3 1317 7430 3894 S50ME.m s 2 3,194 0,335 {
Fase del ciclo vatal 2 0299 0,150 0,768 ns 130 uEm.s* 12 1,874 0,078

Temperatura x lrradiancia 9 7,275 0808 4,138** 3 ; : !
Temperatura x Fasedelaiclovial 6 1075 0,179 0917 s El blanqueo del talo y la aparicion de lesiones visibles
Irracdhancia x Fase del ciclo vital 6 0913 0152 0,778ns como efecto de situaciones de estrés fueron observados
Y 18 3515 0,195 frecuentemente en las condiciones de irradiancia mas altas

e e L 4 3 : TG tanto en plantas silvestres como en cultivadas, y en estas

Total 47 59361

En las tablas 3 y 4 sc muestra el tamafio muestral, la media
antmética del crecimiento, el error de la media y los grupos
homogéneos de acuerdo a la prueba de Duncan en las plan-
tas silvestres v en las plantas cultivadas respectivamente. Como
se ve, el crecimiento medio mis alto se obtuvo a 28 °Cen las
plantas silvestres y a 32 °C en las plantas cultivadas, y en
ambas, de 230 a 380 pE.m?“s . En las plantas silvestres el
crecimiento vario significativamente entre las disuntas fases
del ciclo de vida, siendo las carpospéricas las de mayor valor.

ultimas, también fueron frecuentes a bajas temperaturas.

Las respuestas de crecimiento, de las distintas fases del
ciclo de vida de las plantas silvestres. Como se ve, las cur-
‘as siguen un patron mas o menos general, con maximas
respuestas a 28 °C y entre 230 y 380 uE.m2s1 de
irradiancia, decreciendo a mayores valores de irradiancia
(Fig. 2). El patrdn de crecimiento obtenido en las plantas
colectadas en Chacopata muestra claras diferencias sobre el
patron de las plantas de La Pefia con respecto ala tempera-
tura (Fig: 3).
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FIGURA 2 Superficie de respuesta de crecimiento de las plantas
tetrasponcas (M), carpospornicas (A) e infeértiles (@) de Graalanopsis tenuifrons
colectadas en La Penia. Los puntos representan Ja media antmetica de cua
tro seudoréplicas y las barras los errores standard.
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FIGURA 3. Superficie de respuesta de crecsmiento de las plantas tetasponcas
(B, carposporicas (&) ¢ inférules (@) de Grmalanopsis tenutfrons colectadas
en Chacopata. Los puntos representan la media aritmética de cuatro
seudoreplicas y las barras los ercores standard.

CONCLUSIONES

En todos los valores de temperatura probados se re-
@istrd crecimiento, no obstante, a 20 °C se observo cier-
ta tendencia a la apancion de zonas necrotcas y blan-
queo del talo, sobre todo en las plantas provenientes de
Chacopara, lo que indica que a la larga probablemente
esta temperatura puede ser letal para estas algas.

04

Este resultado permite considerar que estas pobla-
ciones de Graalarigpsis tennifrons estin adaptadas a un ré-
gimen tropical de temperatura, lo que concuerda con la
distribucion geogrifica de esta especie (Gracilariopsis
tenutfrons ha sido citada —como Graalaria tenuifrons—
en algunas localidades de Cuba, Puerto Rico, Sta. Lucia,
Tobago y Brasil) (Birp & Oriveira, 1980).

Las diferencias observadas entre las temperaturas que
produjeron las mayores respuestas en cada localidad, segu-
ramente estin relacionadas con las diferencias que existen
en la temperatura del agua en los sitos de ongen. Por lo
general, en La Peiia la temperatura superficial del agua os-
cila entre 23,2 a 29,5 °C, y raras veces alcanza el valor de
30 °C. Al contrario, en el lugar donde estin establecidos
los cultivos expenimentales en Chacopata, en los dias de
alta radiacién y de poco viento (principalmente entre junio
a noviembre), las temperaturas superficiales suelen estar
cercanas 30°C, registrindose valores de hasta 32233 °Cen
las zonas mds someras (Levus, 1992). Ademis, los cultivos
expenimentales se encuentran muy cerca de la boca de la
Laguna de Chacopata, un cuerpo de agua somero que se
caracteriza por alcanzar altas temperaturas, por lo que du-
rante las mareas bajas, las algas estan expuestas a las co-
rrentes calidas de salida de la laguna.

En general, el factor ambiental de mas importancia para
la productividad de las poblaciones de Graafaria es la tem-
peratura (McLachran & Bmrp, 1986). La mayora de las
gracilariiceas de aguas calidas presentan un mayor creci-
miento y presumiblemente produccion en el rango de 25 a
30 °C (McLacrian & Brp, 1986), aunque vanas especies
tropicales presentan optimos supenores (McLachian &
Brp, 1984, Yokova & OLIVERRA, 1992).

En esta investigacion, las plantas provenientes de
Chacopata fueron mas suceptibles a la necrosis y blaqueo del
talo que las plantas silvestres provenientes de La Pena, y en
general mostraron menores respuestas de crecimiento en la
mayoria de las condiciones. Tal resultado parece indicar que
en Chacopata las plantas estin sometidas a algun tipo de estrés,
presumiblemente debido a las altas temperaturas, lo que
dismuniria su productividad v rendimiento de gel (debe se-
fialarse que estas plantas no se encontraban naturalmente en
este sitio antes del establecimiento de los cultivos).

No obstante, en Chacopata, a mar abierto, los cults
VOs 1x sttw no parecen mostrar tales signos de estrés en

términos de crecimiento, que si son evidentes en los ¢y
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tivos 7n vitro. Este hecho puede ser explicado por las
caracteristicas inherentes al cultivo zn 22fro, en el que las
algas estin en condiciones limitadas de CO,, de renova-
cion de nutrientes y de movimiento de agua, entre otras.
Estas limitaciones acentian la situacion de estrés de las
algas cultivadas y explica, ademas, que el crecimiento 7
zitro sea notoriamente menor al crecimiento 7 sztn. Ade-
mas, se ha demostrado la capacidad que tienen estas al-
gas de tolerar condiciones estresantes 7z st/ mediante alma-
cenamiento de nutrientes, principalmente nitrogeno (Dawes
& Koch, 1990).

Con relacion al efecto de la irradiancia, en las plantas de
ambas localidades, las respuestas de crecimiento mostraron
, e e 25
un rapido aumento de 92 a 230 pE.m™s 1 con maximos

” e O :
entre 230 a 380 uF.m s, vy valores higeramente decre-
X AEIEIG ; sy
cientes hasta 770 plim™=.s ! En las temperaturas optimas
de las plantas de cada localidad, el crecimiento no mostrd
tendencia a dismuir con el aumento de irradiancia. Al con-
trario, a 20 °C, las plantas de ambas localidades presentaron
un declive pronunciado hacia las miximas iradiancias pro-
: 7 -2 -1 :
badas, y a 770 uE.m 5™, fueron mas frecuentes los talos
danados y con blanqueo de ramas (efecto sinergistico o
interaccion temperatura - ieradiancia).

Listos resultados muestran que estas poblaciones es-
tin adaptadas a condiciones de luz moderadas, lo cual
estd en relacion con el elevado grado de rurbidez del
agua ¢n los sitos de origen. Exposiciones airradiancias
elevadas produjeron lesiones, y posiblemente foto-oxi-
dacion de las ficobilinas y fotoinhibicion de la fotosinte-
sts, tal como ha sido descrito en otras macroalgas
(Hanerr, 1992, 1995). Muchas especies de Graglaria
pueden vivir en habitats muy turbios, de baja presion
competitiva, donde pueden formar bancos
monoespecificos (Mc Lachran & Brp, 1986), presen-
tando un punto de compensacion bastante bajo
(RosENBERG & Ramus, 1981; LAPoINTE éf af, 1984a),
para mantener sus productividad neta a niveles de es-
casa luz.

En La Pena, donde la turbidez del agua generalmen-
te es muy notable, se ha observado que a profundidades
mayores de 70 cm esta especie desaparece, y que en zo-
nas de 70 a2 40 cm de profundidad puede formar bancos
monoespecificos dispersos, creciendo en forma de lar-
gas ramas teretes muy oscuras cuyos extremos llegan a
la superficie y alli se tornan pardoverdosos y mas grue-
sos. Las plantas que crecen muy expuestas es la zona

intermareal muchas veces presentan coloraciones

marcadamente verdes y sus talos son de consistencia mas
rigida. GuiMARAEs & Prastino (1995) encontraron, en
Gracilaria dominguensis, que esos cambios en las propor-
ciones de pigmentos son adaptaciones a grandes niveles
de luz y a cambios cualitativos de ésta.

Por ultimo, se encontré que las respuestas de creci-
miento de las distintas fases del ciclo de vida de las plan-
tas silvestres, aun cuando son simpatricas, difirieron
estadisticamente. Se ha observado un hecho similar en
algunas especies de Gradlaria, en las cuales la producti-
vidad, tanto de biomasa como de gel, para las fases del
ciclo de vida, principalmente entre plantas cariolo-
gicamente distintas (K, 1970; EpeLsTteIN, 1977; HovLE,
1978; DestoMBE ef al, 1993) es distinta. En gelidiaceas
también se han reportado diferencias de productividad
entre las fases cariologicas (SanTeLIcEs, 1988). En las
plantas cultivadas no se comprobo este hecho, por estar
posiblemente enmascarado por la situacion de estrés
térmico ala que estan expuestas estas algas en Chacopata.

Dejando a un lado la sobresimplificacion que pue-
den ser las determinaciones de éptimos ecofisiologicos
en el laboratorio, los resultados de esta investigacion per-
miten recomendar como sitios aptos para el cultivo de
Craalariopsis tennifrons, desde el punto de vista de condi-
ciones térmicas y luminicas, a aquellas costas donde las
temperaturas se mantengan en un rango de 28 a 30 °C.
Tales sitios, ademas, deben presentar una turbidez sufi-
cientemente alta para minimizar el efecto inhibitorio y
estresante de las elevadas irradiancias, y lo suficiente-
mente baja para que la sedimentacion sea moderada, con
el fin de reducir el porcentaje de impurezas en la mate-
oa pnma

Ast mismo, ademas de la temperatura y la irradiancia,
otros importantes factores deben ser estudiados detalla-
damente, como lo son el recgimen de nutrientes, princi-
palmente nitrégeno, la dindmica y control de la
herbivoria, el eptfitismo, y los diversos factores
$OCIOECONOMICOS .
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