Anales Instituto Patagonia (Chile), 2016. Vol. 44(1):5-13

Antecedentes preliminares sobre cultivo vegetativo de
Ahnfeltia plicata (Hudson) Fries, 1836 en canales
subantarticos magallanicos del sur de Chile

Records preliminaries on vegetative cultivation of Ahnfeltia plicata (Hudson)
Fries, 1836 in sub-antarctic magellanic channels of southern Chile

Jaime Ojedal?, Sebastian Rosenfeld!?, Nicolas Vega! & Andrés Mansillal?

Resumen

La agarofita Ahnfeltia plicata es considerada
una macroalga con alto potencial comercial en
el mercado de ficocoloides, porque posee una
agarosa neutra sin grupos sulfatos, esto abre la
necesidad de mayor informacién sobre su cultivo.
No obstante, aspectos como crecimiento en
biomasa ain no han sido evaluados en Chile,
siendo necesarios para un potencial cultivo. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el crecimiento
vegetativo con experimentos a pequefa escala en
hatchery mediante la incorporacién de fertilizantes
comerciales y una evaluacién del crecimiento con
un sistema de cultivo en mar (seno Skyring). Los
resultados de cultivo de A. plicata en hatchery
muestran que la mejor tasa de crecimiento diario
en biomasa fue de 0,04 % dia para el tratamiento
con Provasoli. El crecimiento vegetativo de cultivo
en mar inicio con 1,2 g/ individuo v finaliz6 con
una biomasa promedio de 2,2 g/individuo, tras
9 meses de cultivo Long-line. Esto representé un
crecimiento total por talo de 0,9 g en 9 meses.
La mayor tasa de crecimiento diario se observé
en diciembre (0,52%). La sobrevivencia fue de
un 100%. Al séptimo mes de cultivo el 56% de
los talos presentaron estructuras reproductivas
(nematecios). Esta investigacion es la primera
experiencia cultivo a pequefia escala en hatchery
y mar en Chile de A. plicata. La evaluacién de
su crecimiento muestra que A. plicata presenta
un lento aumento de biomasa en el tiempo, pero
con baja mortalidad. Es fundamental continuar
realizando nuevas estrategias de cultivo que
permitan el uso sustentable de esta agarofita en el
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Abstract

The agarophyte Ahnfeltia plicata is considered
a high commercial potential macroalgae market
phycocolloids, because it has a neutral agarose
without sulfate groups, this opens the need for
more information on its cultivation. However,
aspects about biomass growth have not been
evaluated in Chile, being necessary for a potential
culture. The aim of this study was to evaluate the
vegetative growth in hatchery by using commercial
fertilizers and an evaluation of growth with a sea
culture system (Skyring). The results in hatchery
showed that the best daily biomass growth rate
was 0,04% for treatment with Provasoli. In the
sea culture system the individuals starts with an
average of 1,2 g/individual and finished with an
average biomass of 2,2 g / individual, after 9
months of cultivation in the sea. This represents
a total growth of 0.9 g per tally in 9 months. The

Laboratorio de Macroalgas Antarticas y Subantérticas,
Casilla 113-D, Departamento de Ciencias, Universidad de
Magallanes. P<] jaimeojedavillarroel@yahoo.es, rosenfeld.
sebastian@yahoo.com, niflevo@gmail.com, andres.
mansilla@umag.cl

2 Instituto de Ecologia & Biodiversidad (IEB), Casilla 653,
Santiago, Chile.

Aceptado: 28, abr. 2016



6 J. OJEDA et al.

highest growth rate was observed in December
(0,52%). Survival was 100%. In the seventh month
of culture 56% of the thalli showed reproductive
structures (nematecios). This research is the first
small-scale cultivation experience of A. plicata in
hatchery and sea in Chile. The evaluation of his
growth shows that A. plicata has a slow increase
in biomass over time, but with low mortality. It
is essential to continue making new farming
strategies that allow sustainable use of this
agarophyte in the Southern part of Chile.

Key words:
Agarose, Vegetative Growth, Cultivation of
Macroalgae, Sub-Antarctic.

INTRODUCCION

Las algas marinas presentan una gran
importanciaecoldgicaysocio-ecolégica, facilitando
refugio, habitat y sitios de reproduccién para
diversos organismos vegetales y animales tanto
invertebrados como vertebrados (e.g., Camus &
Barahona, 2002; Hori et al. 2006); también son
utilizadas como fuente de alimento directo para
el consumo humano (Astorga-Espana & Mansilla,
2013) o para la extraccién de polisacaridos como
carragenanos, alginatos, fucoidanos y agarosa
(Mansilla et al. 2012; Morya et al. 2012).
En el caso de Chile, las principales algas de
importancia econémica han sido de la divisién
Rhodophyta, de las cuales las méas cosechadas
han sido Sarcothalia crispata, Mazzaella
laminarioides, Gigartina skottsbergii, Gelidium
lingulatum, Chondracanthus chamissoi vy
Gracilaria chilensis (Buschmann et al. 2001).
Para estas dos ultimas macroalgas, el desarrollo
del cultivo mediante propagacién vegetativa ha
potenciado eficientemente su produccién de
biomasa. Por ejemplo, en C. chamissoi se han
realizado experiencias de crecimiento de tejidos
desde frondas reproductivas y no reproductivas
(Bulboa & Macchiavello, 2006). Mientras que la
agarofita G. chilensis es el caso méas emblematico
en Chile, donde el cultivo artificial mediante
propagacion vegetativa ha sido desarrollado con
técnicas de siembra, cosecha y metodologias
de poda (e.g., Westermeier et al. 1991). Otra
agarofita cosechada en menor medida en Chile

es Ahnfeltia plicata (Buschmann et al. 2001;
Mansilla et al. 2012), la cual en la actualidad no
presenta una pesqueria efectiva en la region de
canales y fiordos Magallanicos.

A. plicata es considerada una de las
agarofitas con mas potencial comercial en el
mercado de ficocoloides a nivel mundial (Maggs
& Puechel, 1989), esto por su alta calidad de
agarosa Yy sin grupos sulfatos (Matsuhiro et
al. 2014). La distribuciéon de las poblaciones
es circumpolar en el hemisferio Norte y Sur
(Mansilla et al. 2013). En Chile su distribucién
se encuentran principalmente referida para la
zona de canales y fiordos Magallanicos, donde las
poblaciones mas conspicuas han sido observadas
en la zona del seno Skyring (Mansilla et al. 2013).
Estas poblaciones crecen sobre sustrato rocoso
en zonas con alto hidrodinamismo, donde la
morfologia de los gametofitos estd compuesta
por filamentos erectos que crecen desde una fase
crustosa asociada al sustrato rocoso (Mansilla et
al. 2013). El principal conocimiento ecolégico
y bioquimico de las poblaciones de A. plicata
en seno Skyring radica principalmente en dos
puntos: i) Son poblaciones perennes, donde la
mayor biomasa se encuentra durante otofio con
un promedio de 281,64 g + 23,21g de biomasa
himeda en 625 cm? también durante esta
estaciéon aumenta la biomasa de individuos no
reproductivos (Mansilla et al. 2013). ii) El analisis
bioquimico de la agarosa, muestra que posee
propiedades anticoagulantes y antioxidantes,
la cual estd desprovista de sulfatacién y su
agarosa es neutra (Matsuhiro et al. 2014); Este
polisacérido constituye un material muy relevante
para la preparaciéon de derivados solubles y sus
aplicaciones tienen un potencial biotecnolégico
(Matsuhiro et al. 2014). No obstante, uno de
los mayores problemas que presenta A. plicata
para posicionarse como una agarofita con gran
potencial en el mercado de ficocoloides, es su
bajo desarrollo del cultivo debido a su lento
crecimiento. Por ejemplo, Chen (1977) trabajo
con su crecimiento en el hemisferio norte y
observé que al cabo de un periodo de tres afios
de cultivo en laboratorio, logro obtener esporas
de A. plicata producidas desde tetraesporofitos,
los cuales posteriormente germinaron formando
talos crustosos, y que finalmente desarrollaron
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talos erectos. Por otro lado, en poblaciones
del hemisferio Sur, se han realizado esfuerzos
de cultivo en laboratorio utilizando distintos
tipos de fotoperiodo, uso de fertilizantes y
reguladores de crecimiento como hormonas para
micropropagacién (ver Villanueva et al. 2013;
Mansilla et al. 2013), estos experimentos han
demostrado que existe un efecto positivo de las
hormonas sobre el crecimiento de talos de A.
plicata, pero no la suficiente para desarrollar
técnicas de micropropagacién masiva (ver Mansilla
et al. 2013).

En este contexto, las experiencias de
cultivo de A. plicata se han desarrollado
utilizando técnicas de cultivo en laboratorio, pero
aln no existen experiencias que muestren su
crecimiento vegetativo en condiciones de cultivo
en hatchery y en el mar, el cual es requerimiento
necesario para determinar si A. plicata presenta
un potencial de cultivo, que permita disponer de
biomasa, a través de un desarrollo sustentable y
no solo a partir de biomasa de sus poblaciones
naturales. El objetivo de esta investigacion, fue
evaluar el crecimiento vegetativo de A. plicata
bajo condiciones de cultivo en hatchery y en
mar (Seno Skyring), lo que permitird entregar
antecedentes preliminares para un potencial
cultivo de A. plicata en la regién de Magallanes.
Esto representa una iniciativa para fortalecer
la industria de ficocoloides en Chile, ya que A.
plicata posee una agarosa neutra desprovista de
grupos sulfatos, lo que representa un potencial
econdémico para Magallanes.

MATERIALES Y METODOS
Sitio de colecta

Individuos de A. plicata fueron colectados,
mediante buceo auténomo a profundidades de 1
a 3 metros, desde una pradera natural localizada
en seno Skyring (52°37’S; 71°48'W), Region
de Magallanes, Chile, (Fig. 1). Estos fueron
almacenados en contenedores térmicos con
agua de mar para evitar estrés, y asi trasladarlos
hasta el Laboratorio de Macroalgas Antérticas y
Subantarticas en la Universidad de Magallanes.
Aqui fueron seleccionaron sélo talos vegetativos
vivos (con ausencia de estructuras reproductivas)

y sin tejido necrosado. A su vez, se realizd la
limpieza de los talos extrayendo el sedimento
y organismos asociados, como invertebrados
o algas epifitas. Finalmente, estos talos fueron
utilizados en las posteriores experiencias de
cultivo.

Cultivo en hatchery

El experimento de cultivo en hatchery de
A. plicata fue realizado en Centro de Cultivo
v Acuario Bahia Laredo de la Universidad de
Magallanes (ver Fig. 1). Aqui se efectuaron tres
tratamientos: i) Control (talos de A. plicata
cultivados en agua de mar sin incorporacién
de nutrientes artificiales); ii) talos de A. plicata
cultivados en agua maéas la incorporacién de
medio de cultivo Provasoli; v iii) talos de A.
plicata cultivados en agua con incorporacion
fertilizantes comerciales. Cada uno de estos
tratamientos poseia 3 réplicas y en cada replica
se incorpord 5,2 g de peso himedo de A. plicata
de tejido vegetativo. Para todos los tratamientos
se utilizaron 2,5 L de agua de mar con una
salinidad de 24 PSU, fotoperiodo 12:12 (L: O) y
una intensidad luminica de 8,3 (+£3) pmol m=2 s~
En el caso de la incorporacion de fertilizantes,
se determiné una combinacion de fertilizantes
comerciales como Anasac Fert Plant Floracion
(AFP) vy Best Garden Floracion (BG), ambos en
concentraciones de 40ml/L. El tratamiento con
incorporacién de provasoli considero adicién de
20 ml/L de medio de cultivo. Las mediciones
se realizaron cada 30 dias aproximadamente
durante un total de 151 dias (inicio 10-05-12;
medicién 1: 08-06-12; medicién 2: 06/07/12;
medicién 3: 03/08/12, medicién 4: 07/09/12;
medicién final 07/10/12). Aqui se midieron las
variables de biomasa himeda (g) v la longitud
de los talos (cm). Se estimé el porcentaje de
crecimiento diario (% por dia!) con el protocolo
de Hansen (1980): TDC (%)= 100" In (N,/N)/t.
Donde TDC (%) = Tasa de crecimiento diario
en porcentaje (%dia?); N,= Biomasa inicial; N,=
Biomasa final; intervalo de tiempo en dias.

Cultivo piloto en mar

El sistema de cultivo piloto de A. plicata
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Fig. 1. Sitios de estudio de A. plicata en canales y fiordos de Magallanes, Chile. a) Esquema del sistema de cultivo Long-

line instalado para la evaluacion de crecimiento en Seno Skyring (52°39°S; 71° 30°'W).

fue realizado en seno Skyring en la costa de isla
Riesco (562°39’S; 71°30°'W) (Fig. 1a). Esta zona
posee singularidades ecosistémicas diferentes a
otros canales de Magallanes, por al menos dos
razones: i) Su historia geoldgica da cuenta que
fue un lago post-glacial v ii) presenta salinidades
superficiales que fluctian entre 17 a 18 psu.

La temperatura superficial de mar fluctia entre
4 5°C en invierno y 10°C en verano (Kilian
et al. 2007). Las variables de la luz cambian
estacionalmente, por ejemplo, la radiacién solar
en invierno es de 46,6 Wm™, mientras que en

verano es de 256,6 Wm? (Butorovic, 2012).
Para evaluar el crecimiento vegetativo se
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instal6é un sistema de cultivo Long-line (Fig. 1a),
donde se encordaron 72 talos infértiles de 1,3
g. La denominacién infértil se categorizé cuando
en los talos no se observaba macroscépicamente
la presencia de estructuras reproductivas
(nematecios). Las variables medidas fueron:
biomasa humeda (g) por talo, ocurrencia de
nuevos tejidos (ramificaciones), presencia
o ausencia de estructuras reproductivas vy
porcentaje de sobrevivencia. También se evalud
la tasa de crecimiento diario para cada mes, el
protocolo utilizado fue el propuesto por Hansen
(1980). Las mediciones se realizaron in situ
cada 30 dias desde mayo (2012) a enero (2013)
(i.e., 9 meses). Las comparaciones temporales
de crecimiento en biomasa por talo se evaluaron
mediante un anélisis no paramétrico de Kruskal-
Wallis, utilizando el programa estadistico

STATISTICA 7.0.
RESULTADOS
Cultivo en hatchery

El experimento de cultivo vegetativo de A.
plicata en hatchery mostré un bajo crecimiento
vegetativo durante 151 dias. Por ejemplo, el
tratamiento con incorporaciéon con Provasoli
fue el que obtuvo mayor aumento en biomasa
himeda por talo, con un promedio inicial de 5,2
+ 0,15 g y tras 151 dias alcanzo 6,1 + 0,1 g
de biomasa himeda. A su vez, para la variable
longitud (cm), el tratamiento con Provasoli
también fue la que obtuvo mejores resultados,

por ejemplo, el promedio de longitud inicial fue
de 12,5 + 0,69 cm y tras 151 dias alcanzo un
promedio de 13,9 + 0,89 cm. Por otro lado,
si consideramos la tasa de crecimiento mensual
en biomasa, los mayores valores se obtuvieron
durante el segundo mes de medicién con una tasa
de 0,223% dia! para el tratamiento de Provasoli
(ver Tabla 1). En cambio, la tasa de crecimiento
en longitud de talo, presenté mayores valores
durante el primer intervalo de tiempo con el
tratamiento de Fertilizantes comerciales con un
0,272% dia! (ver Tabla 1). Cabe destacar, que a
partir del tercer mes de cultivo en hatchery las
tasas de crecimiento en todos los tratamientos
comenzaron a disminuir incluso obteniendo
valores negativos en tasas de crecimiento, tanto
para biomasa hiimeda y longitud de talos.
Finalmente, al evaluar el crecimiento
diario considerando el total del periodo de
tiempo del experimento (i.e., 151 dias), se
obtuvo que el tratamiento incorporacién de
Provasoli, evidencio la mejor tasa de crecimiento
diario para ambas variables respuesta. Por
ejemplo, la biomasa hiumeda mostré una tasa
crecimiento diario de 0,101%, mientras que la
menor tasa de crecimiento fue para el control
con 0,031%, a pesar de ello no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos
(K-W: H=4,3; P>0,05). En el caso de la longitud
del talo, el tratamiento Provasoli evidencio la
mayor tasa de crecimiento diario de 0,069%,
mientras que la menor tasa fue para el control
con 0,019% (ver Fig. 2). Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los

Tabla 1. Tasa promedio de crecimiento diario (% por dia!) entre cada intervalo de medicion, para las variables biomasa himeda
(@) v longitud por talo (cm) en los tratamientos control, incorporacién de Provasoli y incorporacion de Fertilizantes comerciales.

Intervalos de medicion mensual

Biomasa 10/05a08/06  08/06 a 06/07 06/07 a 03/08 03/08 a 07/09 07/09 a 07/10
Control 0,164 0,102 -0,229 0,118 0,017
Provasoli 0,144 0,223 -0,061 0,079 0,111
Fertilizante 0,202 0,215 -0,217 0,04 -0,005
Longitud

Control 0,025 0,002 0,076 0,001 -0,003
Provasoli 0,177 0,021 0,052 0,018 0,077
Fertilizante 0,272 -0,024 0,094 0,002 0,007
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El crecimiento vegetativo de A. plicata S 008
se inicio con 1,3 g/talo (mayo 2012) y finaliz6 €
con una biomasa promedio de 2,2 g/talo (enero 3 0.06
2013). Por lo tanto, el crecimiento total por talo g oo,
en biomasa fue de 0,9 g en 9 meses (ver Fig. 3). 2
Las diferencias significativas del incremento en 0,02
biomasa se observaron sélo en los dos ltimos

meses (diciembre y enero) en comparacién con la
biomasa inicial (K-W: H=73,4; P<0,05). La mayor
tasa de crecimiento promedio mensual se observd
en diciembre (verano austral) 0,52% y la menor tasa
en agosto (invierno austral) con -0,24%, durante
este periodo se detecto perdida de biomasa en
algunos individuos.

Otro  parametro relacionado con el
crecimiento de A. plicata, fue la deteccién de nuevos
tejidos. Es decir, ramificaciones de crecimiento que
comenzaron a observarse desde septiembre en un
45% de los talos, incrementandose durante enero
con 82% de los talos (Fig. 4a). En cuanto a los
parametros reproductivos, se observd que al octavo
mes de cultivo (diciembre) un 56% de los talos

Provasoli Fertilizantes

Control

Fig. 2. Porcentaje de crecimiento diario de A. plicata,
durante 151 dias de cultivo vegetativo en tres tipos de
tratamiento experimental en hatchery.

presentaron estructuras reproductivas (nematecios),
estos individuos fueron clasificados como fértiles
(Fig. 4b). La sobrevivencia de los talos monitoreados
durante los 9 meses fue de un 100%. Cabe destacar,
que entre septiembre y octubre (primavera austral)
se detect6 un crecimiento explosivo de epifitos del
género Ectocapus sobre los talos y el sistema de
cultivo, debiendo realizar un manejo mediante la
limpieza de epifitos en los individuos de A. plicata
como también en el sistema de cultivo.
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Seno Skyring (52°40° Sy 71°54’ O). Las letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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DISCUSION

La agarofita A. plicata tiene un gran
potencial como especie comercial para la industria
de los ficocoloides en Chile, principalmente debido
a que presenta una agarosa neutra libre de grupos
sulfatos (Matsuhiro et al. 2014). A su vez, existe un
gran desafio de crear metodologias de cultivo por
al menos dos razones: i) incentivar su produccion
de agarosa, v ii) no afectar la sustentabilidad de las
praderas naturales en la regién de Magallanes. No
obstante, experiencias de cultivo en laboratorio
han mostrado que presenta un lento crecimiento
(e.g., Chen, 1977). Nuestros datos de -cultivo
vegetativo a escala de harchery y en mar, también
concuerdan con este lento crecimiento. Por
ejemplo, en hatchery la mejor tasa de crecimiento
fue de 0,101% diario en 151 dias de cultivo para
el tratamiento en hatchery. Incluso si consideramos
la tasa de crecimiento diario durante un periodo
mensual, los mejores resultados fueron obtenidos
para el tratamiento de incorporacién de fertilizantes
comerciales con 0,215% diario. A su vez, nuestros

datos de cultivo en mar muestran que la maxima
tasa de crecimiento diario mensual de A. plicata
fue de 0,52% durante el mes de diciembre. Estos
valores de produccién de biomasa himeda y
longitud por talo evidencian que A. plicata tiene
un lento crecimiento bajo condiciones de cultivo
vegetativo, comparado con otra agarofita como
G. chilensis que puede alcanzar una tasa de
crecimiento en biomasa de un 7% diario en un
mes de monitoreo (ver Troell et al. 1997). Este
crecimiento lento de A. plicata, probablemente
se debe a la ontogenia de esta macroalga, ya que
otras experiencia con estimuladores de crecimiento
hormonales presentan datos similares (Mansilla
et al. 2013). A pesar de ello, consideramos que
este sistema de cultivo mantiene y provee buenas
condiciones para el crecimiento de los talos, por al
menos cuatro razones: i) no presenta mortalidad;
ii) los talos presentaron formacion de estructuras
reproductivas; iii) se observé la apariciéon de nuevas
ramificaciones y iv) en el cultivo en mar durante los
meses estivales se obtuvieron tasas de crecimiento
maés altas, que las obtenidas en 151 dias de cultivo en
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hatchery con condiciones controladas. Finalmente,
esta es la primera experiencia de cultivo piloto
en mar y hatchery para A. plicata en canales y
flordos subantarticos, mostrando indicadores de
lento crecimiento. Por esta razén, una propuesta
de cultivo productivo de tipo vegetativo a escala de
masiva es alin una tarea compleja para el cultivo
de macroalgas en la regiéon de Magallanes. No
obstante, es necesario estudiar nuevas estrategias
que permitan el uso sustentable de este nuevo e
importante recurso que diversifica la utilizaciéon
de especie de importancia comercial para el sur
austral de Chile.
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