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1. Resumen

Eisenia arborea es el alga parda con mayor distribucion latitudinal en el Pacifico
norteamericano. Destaca por su relevancia ecoldgica, tolerancia a condiciones
extremas y potencial de uso comercial. A pesar de su importancia socio-ecoldgica,
aun se desconocen muchos aspectos basicos de su ecologia. La dinamica del
fenotipo reproductivo es uno de esos aspectos inexplorados de E. arborea, cuyo
estudio es relevante tanto para entender la dinamica poblacional de esta especie,
como para sustentar actividades que sustente su domesticacion y el
aprovechamiento sustentable comercial de los mantos naturales. En este sentido,
se conoce que los esporofitos adultos de E. arborea se presentan reproductivos
(i.e., muestran soros) la mayor parte del afio, aunque su reclutamiento es muy
variable. Esta condicion limita el aprovechamiento de esta especie, y actividades
relacionadas con su conservacion y restauracion. La induccion artificial de
maduracidn de soros en laboratorio es una alternativa interesante que permitiria una
menor dependencia de la disponibilidad de tejidos reproductivos maduros en
mantos naturales de E. arborea. Por lo dicho, esta tesis tiene el objetivo principal de
examinar, por primera vez, el fenotipo reproductivo de E. arborea mediante dos
aproximaciones: i) la evaluacion de su dinamica estacional natural mediante
muestreos in situ en una poblacion localizada en Bahia Soledad (Baja California), y
ii) la aplicacion de experimentos de laboratorio para la induccién de la maduracion
de tejidos reproductivos ex situ. Nuestros resultados confirman que, a pesar de que
los esporofitos adultos de E. arborea presentan soros todo el ano, existe una

variacion estacional del fenotipo reproductivo, y de variables directamente

3



relacionadas con la eficiencia de reproduccion. La tasa de liberacién y de
germinacién de esporas, y la longitud del esporangio, fueron los descriptores que
mas variacion mostraron a lo largo del ciclo estacional, en relacion con cambios en
la irradiancia y la temperatura. No se encontré una relacién entre la tasa de
liberacidén de esporas con la ultraestructura basica de los esporangios. Tampoco se
detectd una correlacion clara entre las tasas de liberacion y de germinacion de
esporas con otros descriptores del fenotipo reproductivo y el contenido en C y N del
tejido de soros. Ya que en esta tesis las tasas de liberacion y de germinacion de
esporas se realizaron bajo condiciones controladas de laboratorio, se destaca la
necesidad de estudios in situ para corroborar estos patrones del fenotipo
reproductivo bajo las condiciones naturales de factores como la irradiancia,
temperatura o nutrientes. Por otra parte, los experimentos de induccion no lograron
la maduracioén artificial de soros. Los tratamientos propuestos en el fotoperiodo e
intensidad de irradiancia no indujeron dichos soros en laminas completas ni en
discos de tejido vegetativo. Sin embargo, se comprobdé la maduracién de un soro
inmaduro en laminas completas. Se necesitan mas experimentos que sigan
poniendo a prueba esta potencial induccion de la maduracion artificial de soros en
E. arborea, que incorporen distintos tratamientos de temperatura y nutrientes, asi
como el uso de hormonas como el acido absicico (ABA) y auxinas, que han dado

buenos resultados en otras macroalgas pardas Laminariales.
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4. Introduccion

Eisenia arborea (J.E. Areschoug) es una macroalga perteneciente a la clase
Phaeophyceae del orden Laminariales (Hollenberg, 1939), y son comunmente
denominadas por el anglicismo “kelps”. Esta especie se distribuye de manera
discontinua (Fig.1) a lo largo del Pacifico Norteamericano, desde la isla de
Vancouver (Canada) hasta Bahia Magdalena en Baja California Sur, México (Abbott
y Hollenberg, 1976; Matson y Edwards, 2007; Hernandez-Velazco et al., 2018), por
lo que, dentro de las laminariales es la especie con distribucion latitudinal mas
amplia en el Pacifico norteamericano (Shults y Herbst, 1938; Hollenberg, 1939;

Abbott y Hollenberg, 1976; Pérez-Garcia, 2015).

o g

Figura 1. Distribucién registrada de E. arborea. Cuadros de color indican reportes presenciales de
E. arborea y la colorimetria se refiere a la abundancia de reportes (colores claros quieren decir que
hay pocos reportes, mientras que los colores oscuros se refieren a mayor abundancia de reportes).

Imagen tomada de: https://mexico.inaturalist.org/taxa/125879-Eisenia-arbore



E. arborea se presenta comunmente en ambientes de sustrato rocoso, desde la
zona intermareal hasta mas de 30 metros de profundidad (Dayton et al., 1999;
Spalding et al., 2003). En la costa occidental de Baja California, los mantos de E.
arborea pueden alcanzar densidades de 19-36 esporofitos m (Parada et al., 2009).
Es una especie perenne, cuya historia de vida heteromérfica no difiere
significativamente de la del resto de las especies del orden Laminariales (Fig.2;

Hollenberg, 1939; Bold y Wynne, 1985).

\ Zoospores

(male & female)

,\\4.
AD N
I V

\J : )/
Sporophyte] |StiPe v/
Holdfast ¢ Female ‘
S ‘ \| gametophyte Male
. L o gametophyte
\ A 7
Fertilisation 7
& Sperm

Figura 2. Ciclo de vida heteromérfica de E. arborea. (llustracion: Erika Mackay)

https.//niwa.co.nz/images/heteromorphic-life-cycle-true-kelps-graphic-erika-mackay
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Su ciclo de vida incluye una fase microscépica (gametofito haploide o 1n) y una fase
macroscopica (esporofito diploide o 2n) (Bold y Wynne, 1985). La morfologia tipica
de los esporofitos adultos de E. arborea (Fig.3) se basa en un conjunto de hapteras
que le permiten resistir la fuerza del oleaje y las corrientes (Mendoza-Almanza,
2014), un estipe parenquimatoso de color marrén oscuro, y una bifurcacion que da
lugar a unas laminas rugosas, lanceoladas y con margenes dentados. Las laminas
especializadas para la reproduccion presentan manchas esporangiales irregulares,

llamadas soros (Abbott y Hollenberg, 1976).

Laminas

Sujetador

Figura 3. Partes de E. arborea. (llustracion: https://niwa.co.nz/images/heteromorphic-

lifehttp://www.miegyoren.or.jp/fisheries-in-mie/uopedia/sagarame).

Los mantos de E. arborea desempenan un papel ecoldgico importante en los
sistemas costeros que habitan, de igual forma que otras macroalgas laminariales.

Se destacan porque proporcionan habitat de refugio y reproduccién, alimentacion y
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sustrato para diversos organismos marinos (Avila-Peltroche et al., 2024). Ademas
de su importancia ecoldgica, E. arborea sostiene diversos servicios socio-
economicos Yy tiene un valor significativo en varias industrias. Sus tejidos y sus
extractos se pueden utilizar como fertilizante en la agricultura (Canales-Lépez,
1999), en la produccién de alginatos como agentes gelificante (Arvizu, 2007), y en
la industria farmacéutica (Landa-Cansigno et al., 2017). Su reciente domesticacion
en condiciones de cultivo (Zertuche-Gonzalez et al., 2022) también hace de esta
especie una opcion atractiva para el mercado alimenticio, tanto para consumo
humano como para organismos marinos de alto valor econémico, como el erizo rojo

o el abulén (Zertuche-Gonzalez et al., 2013).

Un factor clave que también define la importancia de E. arborea en la actualidad, es
que, en comparacion con otras especies de Laminariales en Baja California, ésta
presenta una aparente mayor resistencia a elevadas temperaturas y a la escasez
de nutrientes del agua de mar. Su presencia en las latitudes mas meridionales de la
peninsula de Baja California (Fig.1) demuestra esta condicién de termorresistencia.
Las poblaciones de E. arborea han demostrado capacidad para hacer frente a
temperaturas que alcanzan los 26 °C a una baja disponibilidad de nitratos (< 1 uM)
(Matson y Edwards, 2007; Hernandez-Carmona et al., 2011). A diferencia de otros
kelps, como Macrocystis pyrifera, se ha demostrado que los esporofitos de E.
arborea muestran resiliencia ante eventos andmalos de calentamiento asociados a
El Nifo Oscilacion del Sur (ENSO) (Ladah et al.,, 1999; Edwards y Hernandez-
Carmona, 2005) y a olas de calor marinas (Arafeh-Dalmau et al., 2019). Estudios
experimentales recientes han demostrado la termorresistencia de sus estados de
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desarrollo temprano (gametofitos, esporofitos embriodfitos) (Matson y Edwards,
2007; Muth et al. 2019), incluso superior al de otras especies de kelp con los que
comparte habitat, como M pyrifera o Pterygophora californica (Almeida-Saa et al.,
2025). En general, estos trabajos sugieren la notable capacidad de adaptacion de
E. arborea frente a eventos relacionados con anomalias térmicas extremas vy, en
consecuencia, se identifica esta especie como clave para los sistemas costeros de

Baja California en un escenario de cambio climatico.

A pesar del relevante papel socio-ecologico de E. arborea, aun existe una carencia
clara de informacién acerca de su ecologia y biologia, sobre todo en comparacion
con otras especies en la region como M. pyrifera. La dinamica del fenotipo
reproductivo de E. arborea es un claro ejemplo del escaso conocimiento que se
tiene sobre esta especie. Como fenotipo reproductivo de macroalgas pardas
Laminariales se entiende el conjunto de las caracteristicas observables y medibles
relacionadas con su reproduccion, asi como los procesos de formacion y liberacién
de gametos y esporas (Espinoza Avalos, 2005; Parada-Sanchez et al., 2009). En
general, el fenotipo reproductivo de Laminariales esta fuertemente condicionado por
la variacion de parametros ambientales (Le et al., 2022; Veenhof et al., 2022),
incluyendo los factores extremos y asociados al cambio climatico (Matson y
Edwards, 2007). Por ejemplo, algunos trabajos han documentado cambios en
distintas caracteristicas de la reproduccion de otras especies de kelp (i.e.,
Saccharina japonica, Laminaria digitata, Ecklonia radiata, Lessonia trabeculata)
bajos distintas condiciones de luz (intensidad, fotoperiodo), temperatura y nutrientes
(Laning y Dieck, 1989; Tala et al., 2004; Bartsch et al., 2013; Prager et al., 2022; Liu
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etal., 2022). En particular, para el Pacifico norteamericano, estos aspectos han sido
examinados en M. pyrifera (Reed, et. al., 2008), y en menor medida, en otras
especies como Pterygophora californica (Dayton et al., 1999). Hasta donde
sabemos, no existe informacién previa sobre la plasticidad del fenotipo reproductivo
de E. arborea frente a cambios en las condiciones ambientales, mas alla de los
trabajos Matson y Edwards (2007) y Muth et al. (2019) con gametofitos y esporofitos

embridfitos.

Las estructuras reproductivas de esporofitos adultos de E. arborea se basan en
manchas en las laminas reproductivas, en donde se puede observar por medio de
cortes histolégicos en estas areas, un conjunto de esporangios en donde se
encuentran 32 esporas por esporangio (Hollember, 1939). A diferencia de otras
especies del género Eisenia, que presentan la maduracion reproductiva
estacionalmente, los esporofitos adultos de E. arborea parecen estar reproductivos
la mayor parte del afio (Parada et al., 2009). Sin embargo, en comparacion con otras
especies de kelp de la region, se ha demostrado una muy baja capacidad de
reclutamiento para E. arborea (Dayton et al., 1999). Esto sugiere que la maduracion
de soros o la capacidad de generar esporas viables en la especie no es constante.
Ante esto, la induccion artificial de maduracion de soros en laboratorio es una
alternativa actual que ha mostrado éxito en kelps como Saccarina japonica (Liu et
al.2022) y Ecklonia radiata (Prager et al., 2022). Esta técnica permitiria una menor
dependencia de la disponibilidad de tejidos reproductivos maduros en mantos
naturales de E. arborea. Esto tendria implicaciones positivas en el aprovechamiento

de esta especie tanto en su cultivo, como en actividades relacionadas con su
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conservacion y restauracion, que dependen de la disponibilidad de soros maduros
y esporas viables que permitan el desarrollo de E. arborea en condiciones

controladas.

Esta tesis examina el fenotipo reproductivo de E. arborea mediante dos

aproximaciones:

i) La evaluacion estacional natural del fenotipo reproductivo (i.e., liberacion y
germinacion de esporas), y su relacion con otras caracteristicas de la maduracion
de los tejidos reproductivos (i.e., area y composicion bioquimica de soros,

ultraestructura de los soros).

ii) La aplicacion de experimentos de laboratorio para la induccion de la maduraciéon
de tejidos reproductivos, mediante el control de condiciones de disponibilidad de

irradiancia (intensidad y fotoperiodo).

5. Hipotesis

e A pesarde que los esporofitos adultos de E. arborea se presentan en estado
reproductivo gran parte del afio, existe una variacién estacional del fenotipo
reproductivo, y de variables directamente relacionadas con la eficiencia de

reproduccion, i.e. liberacién de esporas y su germinacion.
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e Es posible inducir la aparicion y maduracion de soros a partir de tejidos
vegetativos, por medio de manipulacién de las condiciones de luz en

condiciones de cultivo en laboratorio.

6. Objetivos

e Caracterizar el fenotipo reproductivo de E. arborea a lo largo de un
ciclo estacional, y determinar si variables descriptivas de la eficiencia
reproductiva (i.e., liberacion y germinacion de esporas), estan
relacionadas con otras caracteristicas de la maduracion de los tejidos
reproductivos (i.e., area y composicidon bioquimica de soros,

ultraestructura de los soros).

e Inducir la aparicion y maduracién de soros en laminas vegetativas
(completas o imparciales), manipulando las condiciones de irradiancia en

laboratorio. Probar esta induccion en laminas completas o partes de ellas.
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7. Metodologia

7.1 Evolucion estacional de fenotipo reproductivo

Las laminas reproductivas de E. arborea se colectaron de un manto ubicado

entre 12-14 m en Bahia Soledad (N 31°37'02.6" W 116° 40' 23.1"), Baja

California. México (Fig. 4).
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Bahia Soledad, BC: . . . 7 s
a Baja California, México.
)
Vists Hermosalf x Fancho S66o
PCO Maxar Technologles INEGI CNES/Airbus Data LDEO-Columbia, NSF, NOAA L 10.000 m Cémara: 5|
Bahia Soledad, Ensenada. Recuperado: Google maps.

Figura 4. Ubicacion geografica del manto de E. arborea en Bahia Soledad, Ensenada, B.C., México

(Fuente: de: Google maps).
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Se monitored la luz y temperatura de la zona con ayuda de sensores sumergibles
(Onset HOBO, MX2202). Los muestreos fueron bimestrales, desde febrero 2023 a

febrero 2024, y se realizaron por medio de buceo autonomo (Fig.5).

Figura 5. Zona de muestreo, manto de E. arborea en Bahia. Soledad.

En cada muestreo se seleccionaron 15 esporofitos adultos al azar en un espacio
400 m? y se recolectd una lamina reproductiva por individuo. Se seleccionaron
frondas saludables en apariencia, sin signos de deterioro o abrasion. Desde el sitio
de colecta, las laminas con soros fueron transportadas humedas y en oscuridad en
hieleras, hasta el laboratorio de Botanica Marina del Instituto de Investigaciones
Oceanologicas de la Universidad Autdbnoma de Baja California. Una vez en el
laboratorio, las 15 laminas se limpiaron de la presencia de epifitas con ayuda de un

cepillo de dientes de cerdas duras y agua de mar filtrada (1 um, UV; Fig 8.A).
18



La cobertura y area del soro (Fig. 6) se examinaron sobre fotografias de las laminas
reproductivas usando el programa de analisis de imagenes Fiji (version Java6). Para
las fotografias, las laminas se colocaron sobre papel albanene forrado con papel

adherible transparente, con el fin de visualizar el soro con mayor contraste.

Figura 6. Cobertura del soro sobre la lamina reproductiva. A) Ejemplo de la identificacion del soro y

registro del mismo por medio de fotografias. B) Procesamiento de imagenes del porcentaje de
cobertura por medio del programa Fiji.
Las tasas de esporulacién y germinacién se realizaron de acuerdo al protocolo
general de Zertuche-Gonzalez et al., (2022), con algunas modificaciones. Para
someter el tejido a estrés e inducir la esporulacion, los soros se mantuvieron 24 h a
4 °C y en oscuridad, envueltos en papel humedo cubierto en aluminio. Tras este
periodo, las esporas se liberaron de dos discos (1.32 cm de diametro cada uno)
tomados de cada soro (Fig. 8B). Por cada soro, los discos se sumergieron en un
tubo coénico de polipropileno de 15 ml, con 7.5 ml de agua de mar filtrada (1 pm,

UV). La liberacién de esporas se llevo a cabo a 16°C, y a condiciones de irradiancia
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de 200 umol fotones m? s'estas condiciones se mantuvieron durante toda la
liberacién. Desde el inicio de la inmersion de los discos, se realizaron conteos de
esporas por medio de un hemocitometro (0 camara de Neubauer) usando un
microscopio compuesto (Zeiss, AXIOSKOP-40) cada hora (Fig. 8B). Los conteos se
realizaron por un minimo de 4 horas. La seleccidbn de datos de la tasa de
esporulacion (Fig. 7) se realizé seleccionando el punto maximo de liberacion de

esporas y se calculd la tasa de liberacion de esporas con la formula siguiente:

[Esporas (fn—eLl)] * Vol. agua (mL)

TL =
( Atiempo(min)

* A disco)/ 60

Figura 7. Férmula para obtener la tasa de liberacién de esporas.

Donde:

TL= Tasa de liberacion

Esporas= Numero de esporas maximo (cel/mL)

Vol. Agua= Volumen de agua en el que el soro fue sumergido (mL)

Atiempo= Diferencia del tiempo inicial y el tiempo en funcion a la variable esporas
(min).

A disco= Area del disco (cm?).

*la cifra 60 en la formula se refiere a la conversion de unidades de tiempo.
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Tras la etapa de liberacion las esporas (Fig. 8C) se sembraron a una concentracion
de 25 cel/mL, en cajas Petri (60 x 15 mm), con agua de mar filtrada (1 um, UV) y
enriquecida con medio Provasoli (Universidad Autonoma de Baja California, 2022)
(1ml/L). El fondo de las placas Petri se marcaron con tres cuadrados de 1 cm? (Fig.
8D), y que sirvieron para delimitar el area de observacién y conteos de germinacion
de esporas (Fig. 8E). Dicha germinacion se estuvo monitoreando semanalmente a
lo largo de un mes. Durante este periodo, se fue incrementando la intensidad de luz
semanalmente, (30, 60, 90, y 120 umol fotones m2s"), y se realizaron recambios
del medio de cultivo. Se mantuvo un fotoperiodo neutro (12:12) durante la

germinacién y crecimiento de gametofitos.

- ..
SEERUNR INRYRES
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Figura 8. Imagenes del proceso para la determinacion de las tasas de esporulacion y germinacion.

A) Limpieza de lamina reproductiva. B). Tejido reproductivo sometido a estrés de luz, desecaciéon y

deshidratacion. C) Conteo de esporas en camara de Neubauer. D) Caja sembrada para obtener la
tasa de germinacion con tres zonas de observacion de 1 cm?. E) Esporas germinadas y

gametofitos.

El estudio de la ultraestructura de los soros se realizd con cortes histolégicos
siguiendo el protocolo general de Tapia et al., (2012). Se extrajo tejido de 1 cm? de
la parte central del soro, y se conservé en formaldehido al 2 % (Fig. 9A) y en
refrigeracién hasta el dia de su procesado. El procedimiento de cortes para el
estudio de la ultraestructura comenzé con el secado de los tejidos y su
ultracongelacién en medio de inclusion por 1 h a -30 °C (Fig. 9B). Tras la
congelacion, se realizaron cortes de 5 ym y ajustados a 6° de inclinacion, mediante
el uso de un criostato (microtomo rotativo criostato HYRAX). Por cada muestra de
tejido reproductivo se realizaron como minimo 8 réplicas, con lo que el total de
muestras fueron N=90 (Fig. 9C). Estas muestras fueron fijadas con gelatina de
glicerina. Se sumergieron en un carrusel de solventes (Xileno | por 10 min, Xileno Il
por 10 min, Xileno Il por 10 min, alcohol etilico 100% por 5 min, etanol (EtOH) 96%
por 5 min, EtOH 80% por 5 min, EtOH 70% por 5 min, EtOH 50% por 5 min, agua
formulada por 5 min; Fig. 9D) con el fin de remover el medio de inclusién y fijar los

cortes para su posterior observacion.
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Figura 9. Metodologia para la obtencion de cortes histolégicos para la evaluaciéon de la

ultraestructura del soro. A) Tejido reproductivo sumergido en solucién de formaldehido 2%. B)
Tejido reproductivo en proceso de ultracongelacion en criostato por medio de parafina. C)Muestras
montadas para realizar cortes histolégicos en criostato. D) Carrusel de solventes a distintas

concentraciones para la desparafinacion de los cortes histologicos del tejido reproductivo.

Los cortes fueron examinados en el microscopio invertido Zeiss AxioVision A1. Se
analizaron tres réplicas, y en cada una se eligieron tres zonas al azar para contar la
densidad de esporangios a lo largo de 100 ym, asi como lo largo y ancho de los
esporangios. Se decidié trabajar con los tejidos sin tincion debido a que el corte era
tan delgado que la absorcion de la tinta en la muestra saturaba el tejido y no permitia

una buena visualizacién (Fig. 10).
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Figura 10. Ultraestructura del soro. Corte histolégico transversal 5um de grosor, sin tincion a 40X

en donde puede apreciarse los esporangios del alga parda E. arborea.

El contenido de carbono (C) y nitrégeno (N) total del tejido de los soros se determiné
siguiendo el protocolo del laboratorio de is6topos estables. Un area de cada soro
(5x5 cm) se secd en estufa a 60°C durante 72 horas. Las muestras secas se
molieron hasta obtener un polvo fino, y se encapsularon en capsulas de estafo. La
determinacion el N y C se llevd a cabo por medio de un analizador elemental (EA)
acoplado con un espectrofotometro de masas de relacion isotépica de flujo continuo
en el del Instituto de Investigaciones Oceanolégicas de la Universidad Auténoma de
Baja California, por medio de un analizador elemental (EA) acoplado con un

espectrofotometro de masas de relacion isotopica de flujo continuo.
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7.2. Induccion artificial de maduracion de soros en laboratorio

Para la induccién artificial de la maduracién de soros se realizaron dos tipos de
experimentos, uno empleando discos extraidos de laminas vegetativas y otro con
laminas vegetativas completas, siguiendo los ejemplos de los trabajos de Bartch et
al., (2013), Prager et. al., (2022) y Liu, et al., (2022). Las laminas fueron colectadas
durante febrero y marzo 2023 en campo Kennedy (Ensenada, Baja California, 31°
42’19”N 116°41’17”°0). Se colectaron >10 laminas sin presencia del tejido
reproductivo, de esporofitos adultos diferentes. Se tuvo cuidado de colectar [aminas

maduras (>20 cm de largo) saludables en apariencia, sin danos o abrasion.

Para el experimento con discos de lamina (Fig. 11), las laminas vegetativas
colectadas se limpiaron usando agua de mar filtrada (1pm, UV) y un cepillo cerdas
blandas para remover organismos epifitos adheridos a la lamina. Luego se cortaron
discos (4 cm diametro) usando un molde comercial. Por cada lamina se obtuvieron
3 discos de la parte central. Cada disco se coloco en una caja de Petri (90 x15 mm)
con 10 ml de agua de mair filtrada (1um, UV) y con medio Provasoli (1ml/L; 659 yM
de N; 37 yM de F). Se hicieron recambios totales del medio de cultivo
semanalmente. Las cajas de Petri se mantuvieron en una incubadora de cultivo a
temperatura constante de 16 °C. Para el experimento se establecieron dos factores
experimentales, i.e. el fotoperiodo y la intensidad de irradiancia. Se establecieron
dos fotoperiodos (12:12 y 8:16; Luz:Oscuridad) y dos intensidades de luz (60 y 120
umol fotones m2s). La luz fue generada por lamparas led 150 W. Se dispusieron

3 réplicas (cajas Petri) para cada uno de los cuatro tratamientos resultantes de la
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interaccion de los factores experimentales (N = 3). Se monitoreé la aparicion de soro

en los tejidos por un periodo experimental de 4 semanas.

El experimento llevado a cabo con laminas completas de E. arborea se realizé con
los mismos tratamientos de intensidad de luz e irradiancia que el realizado con
discos de tejido (Fig. 11). Sin embargo, en este experimento las laminas se
mantuvieron sumergidas en agua de mar en cubetas transparentes de 8 L. En cada
cubeta se colocaron 3 laminas vegetativas, y se dispusieron 3 cubetas para cada
tratamiento (N = 3). Se establecidé una temperatura constante de 16 °C. La luz fue
generada por lamparas LED instaladas a diferentes alturas por encima de las
cubetas. Se hicieron recambios de agua y fertilizaciones del agua de mar con
NaNOs (5 mg/L; 58.82 uM de N; 3.05 pM de F).) y HsPO4 (0.5 mg/L) semanalmente.
Las laminas permanecieron en estas condiciones experimentales durante 4

semanas.
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A)

Experimentos para induccién de Maduracion

Cultivo de tejido vegetativo (Ildminas) en cubetas de 8L
v T:162C
v’ Fertilizante: Nitrato, Fosfato
(5mg/L:0.5mg/L)
v' Recambio: 1/semana
Fotoperiodo 12:12 8L:160 v’ Duracién: 1 mes

120 60 120

Intensidad luminica
(pmol fotén m-2s')

60

B
) Experimentos para induccion de Maduracion

Cultivo de tejido vegetativo (disco) en caja de petri
v T 162C
v’ Fertilizante: Provasoli
(1mL/L).
v" Recambio: 1/semana
v Duracién: 1 mes

Fotoperiodo 12:12 8L:160

Intensidad luminica
(pmol fotén m?s"') 60 120 60 120

Figura 11. Disefios experimentales basicos de los experimentos empleados para la induccion

artificial de maduracién de tejido vegetativo de E. arborea, en laminas (A) y en discos de laminas

(B)-

7.3 Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de normalidad (prueba de Shapiro-Wilk) y homogeneidad de
varianzas (prueba de Levene) para cada variable respuesta. Para los datos

paramétricos se realizd un analisis de variancia de una via (ANADEVA) (post-hoc,
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Student Newman Keuls) para las variables de tasa de esporulacién, densidad de
esporangios, y contenido de carbono y nitrdgeno del soro. Se establecid la
significancia estadistica con P < 0.05. Cuando no se cumplieron las asunciones de
normalidad y homocedasticidad se aplic6 una prueba no paramétrica de
comparacién de grupos analoga, Kruskal-Wallis. Este fue el caso de las variables
de tasa de liberacién de esporas, porcentaje de germinacion, largo de esporangio y
ancho de esporangio. También se realizé analisis de correlacién (Pearson) entre la
tasa de esporulacién y el porcentaje de germinacion con el resto de variables
asociadas al fenotipo reproductivo. Este tipo de analisis también se aplicé para
detectar si hay relacién entre la temperatura y las variables de fenotipo reproductivo.
Todos los analisis se realizaron con el paquete estadistico StatSoft de programa

SigmaPlot 11.

8. Resultados.

8.1 Evolucion estacional de fenotipo reproductivo

La temperatura y la irradiancia PAR mostraron una clara variacion estacional. La
maxima variacion de temperatura registrada durante el presente estudio fue durante

el mes de julio, con valores entre 11y 21°C (Fig. 12).
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Figura 12. Temperatura del mar en el sitio de colecta de tejidos reproductivos de E. arborea (Bahia
Soledad, Baja California), entre el periodo de enero 2023 a marzo 2024. Las graficas de cajas y
bigotes (box plots) muestran la distribucion de los datos, resaltando la mediana, los cuartiles y los

posibles valores atipicos o outliers.

La temperatura minima registrada fue de 10 °C en primavera (abril 2023) y la
temperatura maxima registrada fue de 21 °C en verano (julio 2023). En verano,
primavera, invierno y otofo, los valores maximos de irradiancia PAR a lo largo de
un ciclo diario fueron de 250, 200, 170 y 140 uymol fotones m? s, respectivamente.
El fotoperiodo largo (15:9) corresponde a la temporada de verano, mientras que el

mas corto registrado (12:12) pertenece a el otofo e invierno. La dosis luminica diaria
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varié estacionalmente, siendo maxima en verano (13.8 mmol m~2dia™"), seguida de

primavera (10.51 mmol m~2dia™), invierno (7.40 mmol m™2dia™") y otofio (6.04 mmol

m~2 dia™") (Fig. 13).

300
K —&— Invierno
k —O— Primavera
250 —w— Verano
—4A— Otofio
- 200 A
w
- =
< S 150 4
ab
©
<
= 100 4
50 .
0 “Munnnuunn ]

00:00:00 04:00:00 08:00:00 12:00:00 16:00:00 20:00:00 00:00:00

Hora del dia (Hrs)

Figura 13. Valores de irradiancia PAR en ciclos diarios promediados para cada estacién del afio, y

registrados en el sitio de colecta. Los valores como promedios y errores estandar (N = 32).

La cobertura del soro (Fig. 14) respecto del total del tejido de la lamina reproductiva

fue 1.5 veces mayor en los meses de otofio (septiembre y noviembre) en

comparaciéon con el resto del afo.
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Porcentaje de tejido reproductivo

50
F=12.153 .
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Figura 14. Variacion estacional del porcentaje de cobertura del soro respecto de la lamina
completa. Los resultados se muestran como promedios y errores estandar (N =15). En la parte
superior izquierda del panel se muestran los resultados estadisticos (ANOVA-1 via, post-hoc
Student Newman Keuls. Sobre las barras se indica adicionalmente el promedio del area de
soro (cm?).

La maxima tasa de liberacion de esporas (Fig. 15) se observo en el mes de marzo
2023, y la minima en noviembre 2023. En marzo, la tasa de esporulacién fue
significativamente (116%) mayor que en el resto del afio. La tasa de esporulacién

de noviembre fue significativamente (100%) menor al resto del afo.
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Tasa de liberacion de esporas
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Figura 15. Variacién estacional de la tasa de liberacion de esporas. Los resultados se muestran
como promedios y errores estandar (N =15). En la parte superior izquierda del panel se

muestran los resultados estadisticos (Kruskal-Walis).

El maximo porcentaje de germinacién de esporas ocurrié en febrero 2023 (60-70%
de germinacion) y el minimo en el mes de noviembre 2023 (21.8%). Los valores del
porcentaje de germinacion entre los meses de marzo, junio, septiembre no variaron
significativamente, y se mantuvieron con valores promedio de 45 %. En
comparacién con febrero 2023, los valores de germinacion de febrero de 2024

fueron mas reducidos (promedio de 30%).
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Porcentaje de germinacién
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Figura 16. Variacion estacional del porcentaje de germinacion. Los resultados se muestran como
promedios y errores estandar (N =15). En la parte superior izquierda del panel se muestran los

resultados estadisticos (Kruskal Wallis).
La longitud de los esporangios mostro variacion estacional significativa (Fig. 17A).
Los valores maximos se registraron en febrero de 2023 (promedio de 40 um),
duplicando los valores observados durante el resto del afio (promedio de 20 um).
En contraste, los valores minimos correspondieron a septiembre de 2023 (14.59
pum). Es notable que en febrero de 2024 (promedio de 20 um) los esporangios fueron

significativamente mas cortos que los registrados en el mismo mes del afno anterior.
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Respecto al ancho de los esporangios (Fig. 17B), no se encontraron diferencias
significativas entre la mayoria de los meses muestreados, manteniéndose en un
rango de 4.82 a 5.4 ym. La unica excepcion fue marzo de 2023, que presento

valores ligeramente superiores (5.61 um).

A) B)
Largo del esporangio Ancho del esporangio

50 7
F= 18 555 F=17.674
P=0.002 P=10.003
df=5§ . 6 d=5
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20

Feb23 Mze23 Jun23  Sep23 N2l  Feb2d Feb23  Mzo23  Jun23  Sep2d  Nov23  Feb24
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Figura 17. Variacion estacional de la Ultraestructura del soro. A) Largo del esporangio promedio
obtenido durante febrero 2023 a febrero 2024. B) Ancho del esporangio promedio durante febrero
2023 a febrero 2024. Los resultados se muestran como promedios y errores estandar (N =15. En la

parte superior izquierda del panel se muestran los resultados estadisticos (Kruskal Wallis).

Con respecto a la densidad de esporangios (Fig. 18), la variacién entre meses fue
significativa, siendo marzo y septiembre los meses que presentaron menor densidad
de esporangios (10.5 esporangios/100um), mientras que el valor mas alto lo

encontramos en noviembre 2023 (14.8 esporangios/100um).
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Densidad estacional de esporangios

18
F=5.743
16 4 P<0.001
df=5

14
12 4

10 1

Esporangio/ 100 um

Feb23 Marzo23  Jun23 Sep23 Nov23 Feb24

Mes

Figura 18. Variacion estacional de la densidad promedio de esporangios a lo largo de 100um. Los
resultados se muestran como promedios y errores estandar (N =15). En la parte superior izquierda

del panel se muestran los resultados estadisticos (ANOVA-1 via, post-hoc Student Newman Keuls

Los soros mostraron un mayor contenido en carbono (25-28%) entre los meses de
junio 2023 a febrero de 2024. El contenido en carbono de los soros fue de 22% en
los meses de febrero y marzo de 2023. Por el contrario, no se encontraron
diferencias significativas en el contenido en nitrégeno, y los valores se mantuvieron

variables entre 4.97 y 8.84 %.
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Contenido de carbono
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Figura 19. Variacion estacional del contenido de carbono del soro. Los resultados se muestran
como promedios y errores estandar (N =15). En la parte superior izquierda del panel se muestran
los resultados estadisticos (ANOVA-1 via, post-hoc Student Newman Keuls).

El contenido de C en los soros mostré variacion temporal significativa. Durante los
primeros meses del estudio (febrero-marzo de 2023), los valores fueron menores
(22%), incrementandose posteriormente desde junio de 2023 hasta febrero de 2024,
cuando alcanzaron su maximo (25-28%). En contraste, el contenido de N (Fig. 20)
no mostro diferencias significativas entre meses, fluctuando en un rango de (1.5 y

2%).
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Contenido de nitrégeno
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Figura 20. Variacion estacional del contenido de nitrégeno del soro. Los resultados se muestran
como promedios y errores estandar (N =15). En la parte superior izquierda del panel se muestran

los resultados estadisticos (ANOVA-1 via, post-hoc Student Newman Keuls).

De forma general, no se observo una correlacion estadistica entre las tasas de
liberacion de esporas y su germinacion, con los demas descriptores analizados

sobre el soro (Tabla |), asi como fon la temperatura (Tab. Il) y la luz (Tab. IlI) .
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Tabla |. Coeficiente de correlacién de Pearson entre la eficiencia reproductiva y

variables del fenotipo reproductivo.

0.461 0.175 0.799 0.985 0.116 0.336

. 0.142 0.404 0.0182 0.0000936 0.501 0.23

0.583 0.12 0.31 0.275 0.504 0.132

. 0.0818 0.493 0.252 0.285 0.119 0.472

Tabla Il. Coeficiente correlacién de Pearson entre la temperatura de la zona de

muestreo con los nutrientes del soro y las variables de eficiencia reproductiva.

Temperatura
%C del soro %N del soro Tas:::leb;l::ién gerrz;::cién
P 0.055 0.382 0.256 0.000
R2 0.641 0.194 -0.621 -0.521



Tabla lll. Coeficiente correlacion de Pearson entre la temperatura de la zona de

muestreo con los nutrientes del soro y las variables de eficiencia reproductiva.

Luz
%C del soro %N del soro Tas:edzslipb:r;ascién gerr:f;::cién
P 0.000 0.000 0.364 0.000
R2 0.191 -0.644 -0.060 0.0393

8.2 Maduracion artificial de soros

En el experimento de induccion de tejido reproductivo usando discos de lamina
vegetativa, bajo las condiciones fotoperioddicas 8:16(Luz:Oscuridad) se observo el
deterioro de los ejemplares desde la segunda semana. En la tercera semana uno
de los ejemplares se habia desintegrado de tal modo que no fue posible
fotografiarlo. En la semana 4 todos los ejemplares se habian desintegrado. Bajo
estas condiciones no se observo la formacion de soros en ninguno de los

tratamientos expuestos a distintos fotoperiodos (Fig. 21).
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INICIO SEMANA1 SEMANA2 SEMANA3 SEMANA 4
8:16 Fecha 22-Feb 1-Mar 8-Mar 16-Mar
Nutrientes Provasoli (1mL/L) ‘ Provasoli (1mL/L) Provasoli (1mL/L) Provasoli (1mL/L)

60pumol fotonoes m2s!

120pumol fotonoes m2s!

Figura 21. Maduracion artificial de tejido vegetativo (discos) en cajas Petri. Imagenes de las discos
tomadas en el tratamiento correspondiente al fotoperiodo 8:16 (obscuridad:luz). En este

tratamiento, la temperatura se mantuvo a 16°C, y se aumenté gradualmente la intensidad de luz.

Por otro lado, el experimento desarrollado en el fotoperiodo 12:12 (Fig. 22) sufrié un
deterioro grave. Desde la primera semana, uno de los ejemplares comenzd a
presentar sintomas de pérdida del tejido y, conforme se desarrollaba el experimento,
el deterioro se agravo en todos los ejemplares hasta el punto de que no fue posible

manipularlo para fotografiarlos.
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INICIO SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4

12:12 Fecha 22-Feb 1-Mar 8-Mar 16-Mar
Nutrientes Provasoli (ImL/L) ~ Provasoli (1mL/L) ~ Provasoli (ImL/L) =~ ------m-eeeee-

60pumol fotonoes m2s?

120umol fotonoes m2s?

Figura 22. Maduracion artificial de tejido vegetativo (discos) en cajas Petri. Imagenes de las discos
tomadas en el tratamiento correspondiente al fotoperiodo 12:12 (luz:obscuridad). En este
tratamiento, la temperatura se mantuvo a 16°C, y se aumenté gradualmente la intensidad de Iuz.
El experimento de induccion en laminas vegetativas (Fig. 23) se llevd a cabo con
bajo las mismas condiciones de luz y fotoperiodo, variando unicamente la
concentracion de nutrientes y las dimensiones del sistema experimental. Estas

laminas estuvieron en agitacion por volteo, se conservaron en 6ptimas condiciones

durante las primeras tres semanas.
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INICIO

Fecha
Nutrientes
12:12
60umol
fotonoes m2s?
8:16
12:12
120umol
fotonoes ms!
8:16

SEMANA 1 SEMANA 2  SEMANA 3
4-Apr 14-Apr 24-Apr
5mg/L:0.5mg/L (Nitrato/Fosfato)

Figura 23. Maduracién artificial de tejido vegetativo (laminas completas) cubetas. Imagenes

tomadas para los 4 tratamientos resultantes de la interaccién de los factores experimentales de

fotoperiodo (12:12 y 8:16) e intensidad de luz (60 y 120 umol fotones m32s™).
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9. Discusion

9.1 Evolucion estacional del fenotipo de reproductivo

La presente tesis supone la primera caracterizacion del fenotipo reproductivo
estacional de E. arborea. Las distintas variables examinadas evidenciaron que, a
pesar de que los esporofitos adultos de E. arborea presentan soros durante todo el
periodo de estudio (febrero 2023 a febrero de 2024), algunas variables del fenotipo

reproductivo indican que la eficiencia reproductiva varia estacionalmente.

Nuestras observaciones demostraron que, en nuestra poblacion de estudio, E.
arborea se presentd reproductiva a lo largo de todo el periodo de estudio, aunque
la cobertura del soro sobre el area total de la lamina varié estacionalmente. En junio,
se encontro el tamafio minimo de soro (area de 49.218 cm?, 18.32% de cobertura),
mientras que, el area reproductiva alcanzé sus valores maximos (130.22 cm?,
37.43% de cobertura) en septiembre. Esta variacion del area del soro también se
ha encontrado en otras especies laminariales, como Ecklonia maxima (Joska y
Bolton 1987) y Laminaria longicruris (Van Patten y Yarish 1993). Joska y Bolton
(1987) no encontraron una relacién de la cobertura de soros en E. maxima con
factores bidticos o abidticos, mientras que Van Patten y Yarish (1993) la

relacionaron con estrés por temperatura en L. longicruris.

A pesar de que E. arborea presentd soros en todas las estaciones del aio, nuestros
resultados mostraron que las tasas de liberacion de esporas no fueron constantes.

Mas aun, no estuvieron relacionadas con el tamarno de soro, contenido de nutrientes
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(C y N) y biometria de esporangios (ancho, largo, y densidad; Tab. I, II, lll y IV). De
hecho, se observé que la mayor cobertura de soro no es proporcional a una mayor
liberacidn de esporas, y, por tanto, no esta relacionada con el grado de madurez del
soro. Especificamente, E. arborea registré su mayor tasa de liberacion de esporas
en marzo de 2023 durante la primavera (18.2x10 cel cm-? h'), y una minima en
otofio-noviembre (601 cel cm-?2 h'), a pesar de que en ésta ultima fecha presentd
una mayor cobertura de soros. En nuestro trabajo, la tasa de liberacion de esporas
pudiese estar condicionada por la irradiancia, en términos de horas de luz al dia 'y
maxima intensidad de luz. Se encontré que la mayor liberacion de esporas ocurre
cuando los dias son mas largos (fotoperiodo 15:9) y hay mas luz disponible. En
cambio, cuando los dias son mas cortos (12:12) y con menos intensidad de luz, se
liber6 una menor cantidad. Por otra parte, las maximas y minimas tasas de
germinacién de esporas mostraron una relacion inversa con la temperatura del agua
de mar, siendo maximas en condiciones de menor temperatura (febrero) y minimas
en condiciones de mayor temperatura (noviembre). Se sabe que la temperatura es
un factor clave condicionante de estas etapas de reproduccion en E. arborea
(Matson y Edwards, 2007; Muth et al. 2019), y otras especies de Laminariales. Por
ejemplo, Joska y Bolton (1987) demostraron estacionalidad en la liberacién de
esporas en alga parda E. maxima, con tasas bajas en invierno y altas en primavera
y verano. En Ecklonia radiata, Mohring et al. (2013) también reportaron una relacion
positiva entre la temperatura y la liberacion de esporas. En general, las tasas de
esporulacion de E. arborea fueron menores que las observadas para especies
macroalgas pardas laminariales (Tabla 1V), lo que coincide con la baja capacidad

de reclutamiento atribuida a esta especie (Dayton et al., 1999). Sin embargo,
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nuestros datos deben tomarse con cautela, ya que las tasas de esporulacion pueden
variar también entre poblaciones (p.e., Macrocystis pyrifera; Anderson y North,
1966), y dependiendo del método empleado. Estudios previos como los
desarrollados por Anderson y North (1966) y Chapman (1984) han obtenido tasas
tedricas de esporulacion para diversas especies de laminariales a partir de cortes
histolégicos, contando esporangios y asumiendo 32 esporas por esporangio. Cabe
destacar que otros estudios, incluido el presente, inducen la liberacion de esporas
mediante distintos estimulos de estrés en laboratorio. Esto genera una variabilidad
significativa en la informacién disponible. Alsuwaiyan et al. (2019) destacan la
necesidad de estandarizar protocolos y métodos empleados para estudiar las tasas
de liberacién de esporas, para mejorar la comparacion de datos entre zonas,

especies y estudios.

La germinacion de esporas también fue variable a lo largo del periodo de estudio, a
pesar de que este proceso también se indujo en laboratorio bajo condiciones
estandar controladas (T= 16°C e incrementos graduales de irradiancia de 30, 60,
90, y 120 umol fotones m2s'). Esto sugiere que la germinacion de esporas puede
venir condicionada por su metabolismo y contenido nutricional previos de acuerdo
a las condiciones de factores ambientales en el medio natural de origen (Laeseke
et. al., 2019). La composicidn bioquimica de E. arborea varia de manera estacional
(Landa-Cansigno et al., 2017), y ésta podria contribuir a favorecer o inhibir el
desarrollo en la germinacion. Por otra parte, Tala et al., 2004 cuantificaron
porcentajes de germinacion maximos de hasta 80% en otofio para Lessonia
frabeculata, estimulados por condiciones de elevadas temperatura e irradiancia. En
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nuestro estudio, por el contrario, se encontré un menor porcentaje de germinacion

en invierno (21.8%), con temperaturas frias y baja disponibilidad de luz.

Cabe recordar que, en esta tesis, las tasas de liberacion y de germinacion de
esporas se realizaron bajo controladas de laboratorio (ex situ). Se requieren
estudios in situ para corroborar estos patrones del fenotipo reproductivo bajo las
condiciones naturales de factores como la irradiancia, temperatura o nutrientes. La
reciente aplicacion de técnicas modernas como las basadas en el analisis de DNA
ambiental ya ofrecen aproximaciones interesantes en la actualidad en bosques de

kelp (Ward et al., 2025).

El nitrégeno es uno de los componentes esenciales para estructuras vitales de las
algas como el material genético, proteinas, aminoacidos, y otras biomoléculas
esenciales para el desarrollo de los organismos. El contenido en nitrogeno se le
relaciona directamente con el desarrollo del alga, y en ocasiones, con su capacidad
reproductiva (Hurd et al., 2014). Se sabe que la aparicion de soros varia con el
contenido de nitrégeno en los tejidos (Mizuta, et al., 1998). En Laminaria japonica
se ha encontrado que la aparicién de soros esta ligada al contenido de nitrégeno
disponible en el medio, sugiriendo que los compuestos nitrogenados se transfieren
a las zoosporas y que a pesar de la alta demanda de nitrogeno, lo que da lugar a la
formacién de soros es cuando la relacion C:N es baja (Mizuta, et al., 1998). Nuestros
resultados no demostraron una variacion estacional del contenido de N en soros de
E. arborea, con intervalos entre (1.5 y 2%). Esto indica que el contenido de N en el
soro no parece contribuir al fenotipo reproductivo. Por su parte el contenido de
carbono se mantuvo alto durante todo el muestreo. No obstante, el contenido en
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carbono total se increment6 en soros en primavera y verano, coincidiendo con la
mayor disponibilidad de luz y el aumento de la temperatura de la columna de agua.
En E. arborea y otras macroalgas, se ha relacionado un mayor contenido en carbono
total con una mayor acumulacion de compuestos de reserva (Hurd et al. 2014;
arborea Landa- et al., 2017), posiblemente estimulados por mayores tasas de
fotosintesis. Sin embargo, no encontramos una correlacion entre el contenido en
carbono y las distintas variables del fenotipo reproductivo. El contenido de Ny de C
de otros compartimentos vegetativos de la macroalga no se contemplé en esta tesis,
y se sabe que varia estacionalmente en laminas vegetativas (Placencia-Torres
2025). Se necesitan mas estudios para comprobar si los nutrientes translocados de
otros compartimentos hacia los tejidos reproductivos pudieran tener efectos sobre

variables reproductivas.

Por ultimo, es importante destacar que la mayoria de los estudios relacionados con
el fenotipo reproductivo se han realizado en laboratorio (Tala, et. al., 2004) y se tiene
poca comprension sobre como dichos procesos ocurren en el medio natural (Joska
y Bolton, 1987; Anderson y North, 1966). Por ejemplo, estudios realizados en
mantos naturales han demostrado valores mas bajos en la liberacion de esporas
que en los tejidos reproductivos manipulados en el laboratorio (Joska y Bolton,
1987). Esto enfatiza la necesidad de contemplar estudios futuros in situ que generen
informacion mas precisa sobre la dinamica de los procesos reproductivos bajo

condiciones naturales.
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9.2 Experimentos de induccion artificial de maduracién de soros.

Existen precedentes que demuestran la posibilidad de inducir artificialmente la
formacion de tejido reproductivo en tejido vegetativo en macroalgas pardas del
orden Laminariales (Liu, et al., 2022; Praeger et. al., 2022). En estos trabajos los
tejidos reproductivos se indujeron bajo distintas condiciones experimentales de luz,
temperatura y nutrientes, usando esporofitos completos, laminas completas, y
discos extraidos de laminas. En esta tesis se manipularon los factores del
fotoperiodo y la intensidad de irradiancia. Sin embargo, esto factores fueron
ineficientes para inducir soros reproductivos partiendo de tejido vegetativo. Este
patron se observé tanto en laminas completas como en discos obtenidos de las
frondas (Fig. 21, 22 y 23). Los soros pueden formarse bajo una gran variedad de
condiciones bidticas y abidticas, sin embargo, en las algas Laminariales, el
fotoperiodo y la temperatura juegan un papel fundamental. Cabe mencionar que en
este trabajo se utilizé la misma temperatura en el desarrollo del experimento, lo que
limita las observaciones que se obtuvieron, es recomendable en futuros trabajos la
consideracion de la variable temperatura como un estimulo potencial para la

maduracioén del soro.

No obstante, estas variables no son las Unicas que pueden contribuir a la formacién
de soros en las laminas. Las algas pardas regulan su transicion de laminas
vegetativas a laminas reproductivas por medio de fitohormonas como el acido
abscisico (ABA) y auxinas, cuya concentracion varia con respecto al fotoperiodo y
temperatura (Uji y Mizuta,2022). Liu, et al., (2023) utilizaron ABA para inducir a la

aparicion de soros en el alga de maduraciéon tardia S. japonica. Los autores
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documentaron que S. japonica logré ser inducida a la maduracion por medio del
control de variables, 17°C, 5 mg de NO2'N L', 0.5 mg de PO4 L', 10® mol L' de
ABA, irradiancia de entre 60-100 umol fotones m™2 s™' y fotoperiodo corto (8:16).
Las condiciones de nuestros experimentos fueron distintas a éste, ya que usamos
las condiciones a las que se suele cultivarse E. arborea en la region de Baja
California, para asegurar el buen estado de los tejidos durante el proceso
experimental de maduracion (Zertuche-Gonzalez et al., 2022). Consideramos, por
tanto, que la presencia de fitohormonas podria haber sido un factor clave en la
aparicion de estructuras reproductivas. No se han encontrado articulos en donde se
utilicen hormonas para inducir a la maduracion de E. arborea aun cuando también
es un alga de maduracién tardia. Aunque el disefio experimental se baso en
Praeger, et al. (2022), que sugeria una duracién de 4 semanas, los resultados
obtenidos no fueron los esperados. Por su parte, Liu et al., (2022) reporté una
duracién de 52 dias por lo que se propone que el experimento de cultivo debe tener
una duracion mayor a 4 semanas. Se debe considerar estos puntos para futuras
pruebas de maduracion en E. arborea., especialmente en experimentos en

maduracion artificial en laminas

Praeger et. al., (2022) documentan como el compartimento vegetativo usado para
experimentos de induccion de soros (lamina apical, lamina central o esporofito
entero), puede ser determinante para la aparicién de tejidos reproductivos. Liu et al
2022) consiguieron inducir tejido reproductivo en tejido de S. japonica. Como se ha
comentado, nuestros tratamientos no indujeron soros ni en laminas vegetativas

completas, ni en discos extraidos de ellas. Por ello, cabe resaltar que, en laminas
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completas, bajo las condiciones experimentales de fotoperiodo 8:16 y 120 umol
fotones m? s, se observd la maduracion de un soro inmaduro ya preexistente en
la lamina. Este fue un resultado que anima a continuar con la manipulacion de la
irradiancia, en combinacion con otras variables, para la consecucién de la induccion

de tejido reproductivo en E. arborea.

Nuestros resultados sugieren que el cultivo con discos no es una estrategia
adecuada para E. arborea bajo las condiciones evaluadas, debido a la rapida
degradacion del tejido. Las laminas completas representan una mejor alternativa,

como se evidencid por la maduracién del soro preexistente.

La degradacion observada en el experimento de maduracion en discos antes de la
semana 4 podria atribuirse a la falta de movimiento del cultivo. Praeger et al. (2022)
indicaron que sus laminas apicales sobrevivieron durante 4 semanas en cultivo con
agitacion constante, lo que sugiere que el movimiento del agua es crucial para
mantener la viabilidad del tejido. Por tanto, futuros experimentos deberian
incorporar cultivo con volteo o agitacidon, diferentes irradiancias, multiples
temperaturas y la adicién de hormonas como ABA, ya que esta combinacion podria

inducir la maduracién del tejido de E. arborea de manera mas eficiente
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10. Conclusiones

10.1 Evolucion estacional del fenotipo reproductivo de E. arborea

En el sitio de estudio, E. arborea exhibid siempre presencia de soros, que cubrieron
entre el 20 y el 40 % de la superficie total de la lamina. No obstante, nuestros
resultados confirman la hipotesis inicial de esta tesis, de que a pesar de que los
esporofitos adultos de E. arborea presentan soros todo el afio, existe una variacion
estacional del fenotipo reproductivo y de variables directamente relacionadas con la

eficiencia de reproduccion.

El mayor porcentaje de cobertura de soros por area de lamina se encontré en
septiembre-noviembre 2023, lo que coincide con las menores tasas de germinacion
y liberacidon de esporas. Esto demuestra que la cobertura del soro no es un buen

indicador de la eficiencia reproductiva de esta especie.

La tasa de liberacion y de germinacion de esporas, y el largo del esporangio, fueron
los descriptores que mas variacion mostraron a lo largo del ciclo estacional. La tasa
de liberacién de esporas fue maxima en marzo 2023, y cinco veces mayor que la
tasa registrada el resto del afo. La tasa de liberacion de esporas también coincidio
con una elevada tasa de germinacién. Esto podria estar relacionado con un mayor
esfuerzo reproductivo a inicios de primavera, cuando las condiciones de irradiancia

y disponibilidad de nutrientes pudieran favorecer el reclutamiento.

No se encontrd una relacién entre la tasa de liberacién de esporas con la densidad
de esporangios y el ancho de los mismos. Esto indica que otros factores ajenos a la

ultraestructura del soro son los inductores de la mayor tasa de liberacion, como por
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ejemplo posibles sefiales metabdlicas relacionadas con variables ambientales. Solo
la mayor longitud de los esporangios (maxima en febrero 2023) pudiera ser un

indicador que precede a la mayor capacidad reproductiva de E. arborea.

No se observo una correlacion clara entre las tasas de liberacion y de germinacion
de esporas con otros descriptores del fenotipo reproductivo o su contenido en Cy

N.

10.2 Induccién artificial de soros en laminas vegetativas de E. arborea.

Nuestros resultados rechazaron la hipotesis de este estudio que planteaba que era
posible inducir artificialmente la aparicién de soros en tejido vegetativo de E. arborea

por la manipulacion del fotoperiodo e intensidad de irradiancia.

Durante los experimentos se observo la degradaciéon completa de los discos,
mientras que las laminas completas mantuvieron su integridad. Ademas, una de las
laminas completas en el tratamiento de 120 ymol fotones m= s y fotoperiodo 8:16
mostré la maduracion de un soro incipiente presente en ella desde el inicio del
experimento. Este resultado accidental sugiere que este tratamiento pudiese servir
de partida para futuros experimentos de induccion de maduracion de laminas
vegetativas o soros inmaduros o bien, un disefio experimental mas robusto. Sin
duda, en estas futuras pruebas se deberian usar laminas completas, y no discos,

mucho mas sensibles a las condiciones de cultivo en laboratorio.

Se necesitan mas experimentos que sigan poniendo a prueba la induccion de la

maduracion artificial de soros en E. arborea. Futuros experimentos deben
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considerar, ademas de los fotoperiodos, distintos tratamientos de temperatura y

nutrientes, asi como el uso de hormonas como el &cido abscisico (ABA) y auxinas.

11.
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12. Anexos

Anexo |. Liberacion de esporas de algas del orden Laminarial.

ESPECIE Esporas/cm? Bibliografia
Nereocystis luetkeana 2.97x107 Scagel (1961)
Laminaria hyperborea 4.7x107 Kain (1975)
Macrocystis pyrifera 3.5x107 Anderson y North (1966)
Laminaria digitata 0.83x107 Chapman (1984)
Laminaria longicruris 1.13x107 Chapman (1984)
Ecklonia maxima 2.59x107 Joska y Bolton (1987)
Lessonia trabeculata 1.6x10° Tala et al., (2004)
Ecklonia radiata 2.8x10° Mohring et al., (2013)
E. arborea 1.96x10° Este estudio
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