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DESCRIPCION DE LA HISTORIA DE VIDA Y DESARROLLO DE Eisenia
arborea Areschoug (Phaeophyceae, Laminariales) BAJO CONDICIONES DE
LABORATORIO

Eisenia arborea Areschoug (Laminariales, Phacophyta) es una alga parda de
interés comercial presente en las costas de Baja California. Su historia de vida fue
descrita desde €l siglo pasado por George Hollenberg (1939), Clare Shults y Charles C.
Herbst (1938) a partir de plantas colectadas al sur de California, ellos coinciden en
describir la historia de vida de E. arborea como tipica de las Laminariales, sin embargo
se desconocen los efectos de los factores ambientales sobre el desarrollo de las fases
reproductivas. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de los factores de
temperatura, irradiancia y fotoperiodo, con el fin de determinar las mejores condiciones
en laboratorio, que permitan promover el desarrollo de su cultivo. Para esto, laminas
fértiles de E. arborea fueron colectadas en Bahia Falsa, San Quintin y traidas al
laboratorio donde se enjuagaron con agua de mar estéril (pasada por UV) y filtrada (0.2
pm). Se cortaron circulos con un horadador (1 cm de didmetro), de las dreas del tejido
fértil en los esporofilos. Se realizd la inoculacién sobre portaobjetos contenidos en cajas
Petri (60 x15 mm}) con 150 ml de agua de mar filtrada (0.2 pm) y enriquecida con medio
Provasoli. Posteriormente se trabajo con tres temperaturas: 10 °C, 16 °C y 20 °C; tres
fotoperiodos: uno corto 8:16, neutro 12:12 y largo 16:8 (L:0), y dos irradiancias (36
unldades experimentales). Durante el primer mes las 1rrad|a<:1as fueron de 32 y 47+5 pE
m? 5. Al mes sc aumentaron a 4745 y 100+5 pE m™ s, Se hicieron observaciones
semanaies para evaluar el desarrollo de los organismos. En todos los cultivos se observo
desarrollo de gametofitos. Sin embal go solo en los cultivos bajo condiciones de 16°C,
una irradiancia de 100+5 pE m? y un fotoperiodo de 16:8(L: O), se observd la
fertilizacién de los oogonios y fmmacmn de esporofitos. Estos estudios demuestran que
la historia de vida de E. arborea puede ser influenciada por pardmetros ambientales. El
estudio, ademds, permite establecer las bases para el desarrollo de protocolos de cultivo.
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INTRODUCCION

Eisenia arborea (I. E. Areschoug en 1876) es un alga parda de interés comercial

que s¢ encuentra en el Pacifico Oriental desde la Isla de Vancouver, Columbia Britdnica,
Canadd hasta Bahia Magdalena, Baja California Sur, México (Abbott y Hollenberg,
1976). Es utilizada en Oriente como complemento alimenticio en humanos, y como

alimento para abulon y erizo (www.algaebase.org).

En las costas de Baja California, México existen mantos de E. arborea sobre los
que se ha iniciado su explotacién de forma artesanal, mediante buceo auténomo o
recolecta en bajamar. Este material es utilizado para la elaboracion de harinas y
fertilizantes (INP, 2006), a partic de frondas las cuales tienen una capacidad de
regeneracion muy limitada o nula (Callejas, 2007) lo que ha creado un interés de
promover el desarrollo del cultivo. Para ello es necesario conocer su historia de vida y los

factores que la controlan.

Shults y Herbst (1938) y Hollenberg (1939) describieron la historia de vida de E.
arborea ha mediados del siglo pasado. Los autores mencionados coinciden en describir la
historia de vida de E. arborea como tipica de las Laminariales, pero se desconocen los
efectos de los factores ambientales sobre ¢l desarrollo de las fases reproductivas. No
existen trabajos posteriores que indiquen las variantes que pueda presentar la historia de

vida de esta especie a lo largo de su distribucién geogréfica. Estudios de E. arborea en




Meéxico se restringen a su distribucién geografica y descripcion (Shults y Herbst, 1938;

Hollenberg, 1939; Abbott y Hollenberg, 1976 y Matson y Edwards, 2006).

Ya que los tinicos reportes acerca de {a historia de vida de la especie datan de los
afios 1938 y 1939 (Shults y Herbst, 1938 y Hollenberg, 1939) este trabajo se enfoco la
descripcion sobre el crecimiento de los gametofitos y esporofitos de E. arborea a partir
de esporas obtenidas de organismos de bahia Falsa, San Quintin en condiciones de

laboratorio.




ANTECEDENTES

El género Eisenia es endémico de aguas templadas y pertenece al Orden de las
Laminariales. Se conocen siete especies. E. arborea Areschoug, se encuentra distribuida
a lo largo de las costas al sur de California y Baja California, y £. bicyclis Kjellm que se
ha reportado en aguas japonesas (Matson y Edwards, 2006). Ademas a lo largo de la
costa peruana se ha reportado el crecimiento de £. gracilis EY. Dawson, Acleto y
Foldvik y E. cokeri M.A, Howe. También este género presenta especies de aguas
profundas como: E. desmarestioides Setchell y N.L. Gardner y E. masonii Setchell y N.L.
Gardner en Isla Guadalupe en Baja California y E. galapagensis W.R, Taylor en el

archipi€lago de las Galdpagos (www.algaebase.org).

Los mantos de algas pardas presentan una amplia distribucién geogréfica en la

costa noroccidental de Baja California y aunque es discontinua, se presentan en zonas
rocosas y en la zona intermareal hasta los 40 m de profundidad; proporcionan un hébitat,
sustrato y alimento a una diversa fauna marina. De los principales intereses desde el
punto de vista industrial son sus contenidos de alginato utilizados como agentes
gelificantes (Arvizu, 2007) y por las concentraciones de yodo, potasio, vitaminas,
minerales y carbohidratos que han sido usados por afios como complemento alimentario

(Corona, 1985).




Eisenia arborea pertenece al Orden Laminariales que incluye a los organismos
mas grandes y estructuralmente complejas (Bold y Wynne, 1985), la mayoria de los
geéneros representativos tienen una alternancia de generaciones heteromérfica, con una
fase gametofita sexual dioica con individuos microscépicos heteromérficos y una fase
conspicua caracterizada por un macro - esporofito diploide asexual con meiosporangios

uniloculares con parafasias (Shults y Herbst, 1938; Hollenberg, 1939; Lewis et al., 1993).

Se ha demostrado que ciertos factores ambientales pueden generar efectos
diferenciales a las especies con muiltiples fases en su historia de vida (Matson y Edwards,
2007). La fase gametofita presenta evidencias que indica que puede ser afectada por
variables como irradiancia, temperatura y nutrientes. Los gametofitos femeninos en
algunas especies, se vuelven fértiles cuando la temperatura, cantidad y calidad de luz
resultan apropiadas para su desarrollo, mientras que en otras situaciones los gametofitos

se mantienen infértiles en condiciones adversas (Nelson, 2005; Lee, 1984).

También se ha observado que en Laminatiales, Ja luz y temperatura actian de
manera directa en el crecimiento vegetativo y la reproduccién de los gametofitos; en
algunos casos la célula primaria (primera célula del gametofito) puede sobrevivir en
ambientes sin luz hasta por cinco meses a 10°C, aunque temperaturas muy bajas genera
una lisis en la membrana celular por la formacién de cristales en hielo (Liining, 1990).
En otras fases de desarrollo las temperaturas cercanas a la dosis letal (20°C en

Laminariales) mitigan la tasa de crecimiento (Liining, 1980), porque cerca de esta




temperatura se puede generar un proceso de desnaturalizacién de algunas proteinas y

enzimas de la membrana (Liining, 1990).

La obtencién de conocimientos mds precisos de este tipo de estudios, sobre los
efectos que generan, la temperatura ¢ irradiancia en la demanda de crecimiento y
fertilizacion de los gametofitos para algas pardas, ha hecho posible realizar experimentos
entre poblaciones y estos nos brindan una forma de comprender los procesos de
especiacion en el mar y el conocimiento individual de cada taxén (Lobban and Wynne,
1981). Se ha observado cédmo la produccion de soros se debe a los ritmos de los
fotoperiodos en ¢! ambiente natural. Dichos fotoperiodos, los cuales varian con las
estaciones reproductivas puede que sean una pieza clave en la anticipacién de estos
organismos a las condiciones ambientales, que facilitan el éxito de la propagacidn,

fertilizacion y reclutamiento (Graham, 2000).

Estudios acerca de los limites de distribucion de E. arborea (Paul y Matthew,
2007), sugieren que los esporofitos son mas flexibles a temperaturas altas y a una baja
concentraciéon de nutrientes, mientras que la fase gametofita es incapaz de ello. La
habilidad de ambas generaciones para soportar variacién en la temperatura les permite
habitar en aguas cdlidas al sur de Baja California, como también al norte en las costas de

California.




Aunque E. arborea ha sido cosechada de mantos naturales para ser utilizada
como alimento humano, en dietas de organismos marinos (Serviere, ef al., 2002) y que
sus frondas presentan un alginato de buena calidad (Arvizu, 2007), aiin se desconocen los
aspectos de su historia de vida y reproduccion de esta especie en Baja California,
mformacioén que constituye la base del conocimiento que permitird poder realizar el

desarrollo del cultivo de esta especie.

Los esporofitos maduros de . arborea se caracterizan por un estipe rigido de
color pardo que puede alcanzar de 1 a 2 m de altura, con una bifurcacién en la parte
apical que se extiende en dos I6bulos aplanados en donde crecen las frondas laterales.
Los soros se desarrollan en los esporofilos como parches irregulares a lo largo de toda la
fronda y es posible encontrar frondas fértiles todo el afio. La estructura de fijacién es
profusa, compacta y las hapteras estdn ramificadas dicotémicamente (Shults y Herbst,
1938; George Hollenberg, 1939). La estructura que compone la histologia de los
esporofitos maduros al igual que en todas las Laminariales es un meristodermo

fotosintético, una corteza parenquimatosa y una médula central (www.algaebase.org).

Shults y Herbst en 1938 y George Hollenberg en 1939 describieron la historia de
vida de esta especie como tipica del Orden Laminariales, donde los esporofitos jévenes
son polimérfices. Primero asumen el aspecto de una Laminaria y después el de una

Ecklonia antes de desarrollar la morfologia tipica de Eisenia, sin embargo no se sabe con




certeza los efectos de los factores ambientales sobre el desarrollo de sus fases

reproductivas.

En cuanto a la plasticidad de las diferentes fases de desarrollo se ha obtenido
informacion alrededor de que las condiciones ambientales juegan un papel mds
importante de lo que se crefa en influenciar las expresiones morfolégicas en algas
marinas. Para varias especies de macroalgas se han mejorado las técnicas de cultivo y
disefiado infraestructuras adecuadas para estudiar el efecto de la combinacién de factores
ambientales sobre la morfologia y desarrollo de la planta bajo condiciones artificiales

(Lobban and Wynne 1981).

La temperatura en el medio natural puede sustituir ¢l fotoperiodo como una sefial
de cambio de estacion. Los limites de temperatura ambiental pueden influir en ¢l proceso
reproductivo, como en la formacién de esporas y gametos; en Laminariales se ha
observado la inhibicién de la formacién de gametofitos cuando las condiciones del medio

son 5 - 7° C mayores, para miembros que estan adaptados a aguas calidas (Liining, 1990).

El propésito de este trabajo es evaluar el efecto de los factores: temperatura,
irradiancia y fotoperiodo, con el fin de determinar las mejores condiciones en laboratorio
que permitirdn aportar las bases para elaborar los protocolos de cultivo en condiciones de

laboratorio y promover su desarrollo.




HIPOTESIS

Por presentar una Historia de Vida heteromérfica compleja la fase haploide

reducida y los esporofitos juveniles de E. arborea pueden variar en su crecimiento,
maduracion, desarrollo bajo la influencia de diferentes condiciones de temperatura,

irradiancia y fotoperiodo en condiciones de laboratorio.

OBIETIVOS

o Describir la Historia de Vida para esta especie, haciendo observaciones de

las fases gametofiticas, la fertilizacién del oogonio, formacién del cigoto y

posteriormente el desarrollo de la fase esporofitica.

© Determinar bajo que tratamiento (temperatura, irradiancia y fotoperiodo)

se obtiene los mejores resultados pata el desarrollo de la historia de vida.

¢ Obtener organismos, de la fase conspicua (esporofitica).




AREA DE ESTUDIO

Bahfa San Quintin (BSQ), es uno de los cuerpos costeros mas productivos y

estudiados de la costa noroccidental (Garcia-Esquivel, 2004; Ortiz et al, 2004), localizada
entre los 30° 24” y 30° 30 latitud norte y 115° 57° y 116° 01" latitud Oeste (Figura 1).
BSQ es una depresion de origen tectonico, que se formé durante el Pleistoceno (Angulo,
2006). La bahia presenta extensas llanuras intermareales, bajos submareales someros y
estrechos canales de marea. Las mareas son semidiurnas mixtas y tienen un rango

maximo de 2.0 m (Ward, 2004).

Este sistema es una laguna en forma de “Y” con dos brazos: el brazo este
conocido como Bahia de San Quintin y el brazo oeste, Bahia Falsa. Bahia Falsa es una
zona muy somera, cuyo canal principal tiene un promedio de 4 m de profundidad
(Angulo, 2006), tiene una longitud aproximada de 15 km. Existe una conexién con el
océano adyacente a través de una boca relativamente estrecha (mds de un kilometro) cuya

profundidad maxima es de aproximadamente 16 m.

Gran parte del sustrato de la boca del brazo oeste y la base de la “Y” estd
conformada por sedimentos arenosos, mientras que las partes restantes de la laguna, el
brazo este y la parte interna del brazo oeste, tiene una clase de sedimento
predominantemente limo arcilloso. La elevada turbidez se genera por efecto del oleaje

forzoso sobre la batimetria somera. (Montes et al, 2005).

2
i3
it
a




b :
' Bahia +-‘ ?

Falsa °
W

\
{
]
'i
116: 01"

Figura 1. Bahia San Quintin, Baja California, México. Mapa del sitio de muestreo y colecta (+)

para los organismos de E. arborea, en Bahia Falsa.

BSQ consiste en una laguna restringida con una sola entrada al mar y presenta
mareas que oscilan con las mareas del océano costero, pero disminuyen ligeramente su
amplitud dentro de la laguna. El efecto de la circulacién ocednica se suma al de los
vientos para producir un intenso fendmeno de surgencias (A]varez-Borrego, 2004). Esta
bahia tiene una alta productividad gracias a los eventos de surgencias costeras del sistema
de la corriente de California (SCC), lo que favorece una fertilizacién permanente, con
aguas ricas de nutrientes que penetran a la bahia por medio de las corrientes de marea

(Callejas, 2007).

Las surgencias con mayor intensidad ocurren en primavera y a principios de

verano, sin embargo, persisten durante todo el afio y hacen que el agua sea mds fiia y
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presente altas concentraciones de nutrientes (Rodriguez, 2007). La temperatwa y

salinidad aumenta de la boca a los extremos internos de la bahia (Mc Carthy, 1988).

Ademds es un sistema hipersalino que puede ser clasificado como un estuario
inverso debido a que la salinidad incrementa de la boca al interior gracias a la elevada

tasa de evaporacion y a la minima presencia de precipitacién pluvial (Angulo, 2006).

El clima de la zona es clasificado como semidrido con lluvias escasas en invierno
con un promedio anual de precipitacion de 5 — 10 cm (Angulo, 2006) con mayor
frecuencia e intensidad en invierno y una evaporacién anual promedio de 140 cm

(Rodriguez, 2007).

Debido a lo somero de algunas zonas, estas se encuentran afectadas directamente
por un intenso calentamiento que genera gradientes de temperatura causante de cambios
en la densidad y corrientes (Angulo, 2006), las temperaturas medias anuales diarias del

aire y agua se encuentran entre 117y 22° Cy 157 y 22° C respectivamente (Ward, 2004),

Las corrientes de mareas en la boca llegan a alcanzar velocidades de 100
cm/s y hacia el interior de la laguna hasta 60 cm/s ocasionadas por la continuidad del
volumen (Angulo, 2006). El aporte de agua dulce a la bahia no es significativo y proviene
en gran parte del Arroyo San Simdn en la época de lluvias de noviembre a maizo

(Montes et al, 2005).




METODOLOGIA

La siguiente metodologia es una adaptacién del cultivo in vitro descrito por Shoji
Kawashima et al. (1993) para Laminaria japonica (Kombu), Lessonia variegata y
Macrocystis pyrifera (Nelson, 2005; Ladah, 2000) con la aplicacion de algunas técnicas y
recomendaciones utilizadas en el cultivo de estas especies (Lee, 1984, Anderson, 2005)

para el alga E. arborea.

El 26 de junio del 2007 (10:00 hrs) se realizé la colecta de frondas fértiles
(esporofilos) de E. arborea en una poblacién submareal que se localiza sobre unas
estructuras artificiales para el cultivo de ostién de la empresa Agromarinos en Bahia
Falsa, San Quintin, Baja California. La obtencién de material bioldgico se facilité con la
utilizacidn de una pequefia embarcacién proporcionada por la empresa y el apoyo de un

equipo de buceo auténomo.

Las frondas recibieron un tratamiento en el campo para eliminar agentes
contaminantes y organismos epibiontes, esto se hizo cepillando y enjuagando varias
veces el tejido con agua de mar estéril (pasada por UV) y filtrada (0.2pm). Se cortaron
circulos con un horadador, con un didmetro de | ¢m, en las dreas del tejido fértil en los
esporofilos, los cuales se colocaron en recipientes de pldstico herméticos (Falcon)
previamente esterilizados y se les agregé con agua de mar filtrada (0.2 pm). Se utilizaron

cuatro recipientes con diez circulos c/u, y se colocaron en una base de poliuretano para




evitar contacto directo con el hielo y después fueron colocados en una hiclera,
posteriormente se llevaron al Instituto de Investigaciones Oceanolégicas de la

Universidad Auténoma de Baja California,

Al momento que ilegé el material biol6gico al laboratorio se hizo un raspado con
una pipeta Pasteur estéril sobre los soros y se colocd sobre un portaobjetos para observar
los esporangios uniloculares de los esporofilos. Las observaciones se hicieron a 40X en
un microscopio compuesto (Zeiss, AXIOSKOP40) con adaptador para cdmara fotografica
(Sony, VAD-S70). También se analizé muestra del medio donde venian con los cortes de

esporofilos para determinar si se habia realizado la liberaciéon de esporas.

Para normalizar la variabilidad entre organismos, se mezclaron los medios de los
cuatro recipientes en un vaso de precipitado de 100 ml, se homogenizé la solucién y se
realizo 1a inoculacion (no se determind la concentracién de esporas) sobre portaobjetos
contenidos en cajas Petri (60 x15 mm) con 150 ml de agua de mar filtrada (0.2 pm) y
enriquecida con medio Provasoli, la fijacién de las esporas en las cajas de Petri se hizo

en dos portaobjetos por caja.

Después de Ia inoculacion, se pusieron dos cajas de Petri en cada condicién de
cultivo, se trabajé con tres temperaturas: 10 °C, 16 °C y 20 °C; tres fotoperiodos: uno
corto 8:16, neutro 12:12 y largo 16:8 (L:0), y dos irradiancias (36 unidades

experimentales). Durante el primer mes las irradiacias fueron de 32 y 47+5 uE m-2 s-1.




Al mes se aumentaron a 47+5 y 100+5 pE m-2 s-1 para favorecer el proceso de
fecundacién. Los recambios del medio se hicieron semanalmente con un medio

enriquecido (PROVASOLI).

Las observaciones al microscopio fueron semanales y las fases que se
consideraron en este estudio fueron: el desarrollo de los organismos desde gametofitos
hasta esporofitos, el tiempo de formacién de los gametofitos (la formacién de gametofitos
inicia con la germinacién de las esporas), la aparicién de caracteristicas de cada sexo en
gametofitos, la maduracién de los gametofitos, la fertilizacién del oogonio, la formacién
de los cigotos y la aparicién de los esporofitos. Se utilizé un Estereoscopio (Zeiss,
STEAMI SV11) con una ldmpara (Zeiss, KL1500LCT) independiente para observar el

crecimiento de los esporofitos juveniles.

Se tomaron fotografias utilizando una cdmara digital (Sony, MPEGMOVIE EX
DSC-5875) con lente Carl Zeiss, del material bioldgico en todas las condiciones, durante
un periodo de aproximadamente 60 dias (2 meses) hasta completar todas las fases de la

historia de vida.




RESULTADOS

Liberacién de esporas. En cuanto se¢ colocaron los cortes de los soros de £,

arborea en los recipientes de plastico herméticos, se noté un cambio en la coloracién
inicial (hialino) del medio de manera inmediata a un color amarillento, al momento que
sc llegé al laboratorio del I1O el mismo dfa de la colecta (a las 19:00 hrs) se realizaron las
primeras observaciones del tejido fértil de los esporofilos traidos del campo, y se
observaron los esporangios uniloculares, (estructuras reproductivas tipicas de las
Laminariales) con parafasias en la zona apical de la célula, con una alta concentracién de

esporas (Figura 2).

Figura 2. Corte longitudinal de los esporangios uniloculares de los soros fértiles de la fronda de E.

arborea (20X).

Después de la liberacion, se determinaron las caracteristicas tipicas de las esporas
presentes en el medio, de forma periforme, biflageladas con un flagelo heteroconte,

ambos implantados lateralmente de un mismo lado cerca del extremo atenuado y la




presencia de un solo cromatdforo en el extremo no atenuado (Figura 3). El tamafio de las

esporas vario de entre 7 a 9 nm de largo y 4 a 5 pm de ancho.

Figura 3, Espora movil de E. arborea después de la liberacion de los esporangios uniloculares
(40X).

Los recipientes inoculados se colocaron bajo las condiciones de temperatura,
fotoperiodo e irradiancia mencionadas anteriormente. A partir de entonces, se hicieron
observaciones semanalmente. Durante la primera semana, todos los tratamientos
mostraron un comportamiento similar que consistié en lo siguiente: la movilidad de las
esporas se fue reduciendo hasta volverse totalmente nula debido a la pérdida de los
flagelos para dar inicio a la fase de fijacion. Las células que estaban sésiles presentaban
una forma esférica con un tamafio mayor al de las esporas méviles (entre 10 a 13 pm) y
un cromatdforo bien definido concentrado en un extremo (Figura 4). Las esporas
después de 2 a 4 dias comenzaron a hincharse hasta alcanzar 21 a 25 pm y ¢l nimero de

cromatoforos aumento considerablemente (Figura 5).




20 pm

Figuras 4 y 5. Espora sésil de E. arborea después de | dia de comenzar el cultivo (40X).

Germinacién. Después de la fijacion siguié la germinacion de las esporas. Esto
sucedié entre 1 a 5 dias después de la liberacion. Las esporas sésiles expulsaron una parte

de su citoplasma en un tubo de germinacién el cual comenzé a hincharse hasta tener un

tamaiio mayor al de la espora inicial (Nelson, 2005).
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Figuras 6 — 11. Germinacién y formacion del tubo de germinaci6n hasta Ilegar a un gametofito

Jjuvenil después de 11 dias en 20 °C, 47+5 pE m-2 s-1 y 16:8(L: O) (40X).
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A los 11 dias de cultivo se observé un desarrollo similar en las 18 condiciones,

presentandose diversas etapas de crecimiento (Figuras 6 -11).

Por el tubo de germinacién pasd gran parte del contenido de citoplasma y
comenzd a dilatarse la punta del tubo para formar la primera célula del prétalo. El tamaiio
que alcanzé la célula varid de 30 a 40 pm (Figura 6 y 7). La primera célula crecié hasta
formar un filamento uniseriado que llegé alcanzar hasta 60 pm (Figuras 8, 9 y 10) y la
espora inicial mantuvo un color café oscuro durante esta fase. Durante este periodo es

muy dificil reconocer el sexo de los gametofitos (Figura 11).

Crecimiento y Desarrollo. A los 18 dias de cultivo ambos presentaban
caracteristicas similares en todas las condiciones, como ser pluricelulares, un mimero de
células variable en cada gametofito, una alta pigmentacion y la aparicion de
ramificaciones (Figura 12). Sin embargo también comenzaron a distinguir caracteristicas
de cada sexo; los gametofitos femeninos son poco ramificadas, de células grandes,
redondas y ovaladas con tallas mayores de 200 pm (Figura 13) y los gametofitos
masculinos son conspicuamente mds pequefios; sus tallas no pasan de las 200 pm, las
células son estrechas, filamentosas y considerablemente mds ramificadas que las células

femeninas (Figura 14).




Figura 12. Gametofitos masculinos y femeninos después de 18 dias en 16 °C, 47+5 pE m-2 s-1 y
16:8(L: O) (20X).

En condiciones escazas de luz los gametofitos presentan formas atipicas (Nelson,
2005), en condiciones donde el fotoperiodo era corto (8:16) y la irradiancia baja, se

observaron formas filamentosas y de células estrechas.

Figuras 13 y 14. Gametofitos femeninos y masculinos después de 18 dias en 16 °C, 47+5 pE m-2
s-1y 16:8(L: O) (40X).




A partir de los 18 dias de cultivo se observé la aparicion de materia orgénica de
color café, agrupada en grumos, sin consistencia y de formas variables en todas las

condiciones pero en mayor cantidad a los]6 °C.

A los 33 dias los gametofitos femeninos presentan una pigmentacion fuerte en la
zona apical generada por el incremento del niimero de cromatéforos en la periferia. Estas
células pueden ser esféricas, ovoides o periformes (Rigura 15), y dieron origen a los

oogonios cuando llegaron a su madurez.

La organizacién celular de los prétalos femeninos estuvo conformada por
filamentos uniseriados con un nimero de células variable (2 a 8 células), y de

dimensiones notablemente mayores.

La formacién del oogonio comenzd al debilitarse la punta del gametofito, se
generd una prolongacién hasta formar una pelicula delgada y por medio de una ruptura
transversal aparecié en el dpice una célula esférica, con una fuerte pigmentacién conocida
también como huevo. Ofra caracteristica que se originé en esta fase fue la aparicién de
papilas en la zona apical, la cual forma una capa conspicua en la punta del oogonio. Estas
papilas pueden llegar a ser numerosas (Hollenberg, 1939) generalmente son puntos donde

hay gelatinizacién de las paredes celulares.




Los gametofitos masculinos en cambio presentaron una pigmentacién tenue con
células de dimensiones pequefias y compactas, con numerosas ramificaciones que fueron
mds reducidas y elongadas (Figura 16). Los microgametofitos estdn conformados por
protalos ligeramente curvos e irregulares, con filamentos més ramificados, pluricelulares

(mds de 10 células), células angostas, cortas y de formas no tan redondas.

HRE
Figuras 15 y 16. Gametofitos femeninos y masculinos con 33 dfas en 16 °C, 47+5 pE m-2 s-1 y
16:8(L: 0) (20X).




Maduracién. Después del mes se elevaron las irradiancias a 4745 y 100£5 pE m-
2 5!, 1a maduracién de los gametofitos (entre el dia 33 y 45) comenzd con la aparicion de

estructuras conicas a lo largo de todo el filamento que forman a los anteridios.

Los anteridios son estructuras celulares que a medida que llega a la maduracion,
va formando un engrosamiento en la pared celular hasta crear un glébulo esférico
gelatinizado, cuando se encuentra completamente maduro se  genera una rotura
transversal en la punta y se liberan los anterozoides, posteriormente ocurre a la

degradacién de los anteridios.

Después de 45 dias en los cultivos sometidos a 16 °C, 100+5 pE m-2 s-1 y
16:8(L: O), se obtuvieron oogonios fecundados (no se observé la fusion de gametos). Se
observa claramente que la fertilizacién se lleva a cabo en la punta del oogonio que

presenta una forma esférica con un alto numero de cromatéforos.

Fertilizacion. Durante la fertilizacion, los anterozoides hacen contacto con el
oogonio por medio de la fusién de ambas membranas celulares donde se forma un
pequefio puente por el cual se llevard a cabo la plasmogamia y a medida que el puente se
va desarrollando se nota un incremento de tamafio en el oogonio y la formacién de una
prominencia (Figura 17). Después de los 45 dias ¢l micleo masculino migra hacia el
oogonio y comienza un proceso gradual de absorcion hasta desaparecer completamente

una prominencia, que es aproximadamente el tiempo que tarda en completarse la fusion




entre ambos promicleos, (cariogamia). Con esto el cigoto presenta una serie de cambios:
incremento en tamaio (entre 13 y 15 pm); la pigmentacion se torna mds fuerte; se puede

distinguir un engrosamiento en la pared celular y la aparicién de un punto en el centro

que corresponde al micleo del cigoto (Figura 18).

Figuras 17 - 20. (17 y 18) Fecundacién del oogonio y desarrollo del cigoto a los 45 dias en 16 °C,
100+5 pE m-2 s-1 y 16:8(L: O) (40X); (19 y 20) desarrollo y crecimiento de los esporofitos después de 60

dias de cultivo (40X) (10X).
Se observo el alargamiento del cigoto para producir la primera division

celular que forma un tabique transversal en un sélo plano para dar lugar a las dos




primeras células del talo esporofito. Esto continud hasta formar un filamento cilindrico y
uniseriado de 6 a 8 células (Figura 18) y posteriormente se notaron divisiones

longitudinales continuas en el extremo apical hasta llegar a las 50 nm.

A los 60 dias de cultivo las células basales se prolongaron para dar lugar a los
primeros rizoides del esporofito. Las células de la parte central del esporofito presentaron
divisiones celulares que le dan un aspecto biseriado (Figura 19), en la parte mas distal

comenzd a formarse una pequeiia ldmina monostromatica que puede pasar de las 80 pum.

Después de 60 dias el esporofito juvenil ya presentd una ldamina pluricelular bien
definida que rebaso las 300 pm; con una fuerte pigmentacion, una parte central en forma
de pedunculo y cilindrico, y una zona basal bulbosa con los rizoides que ahora son mds
abundantes (Figura 20). El desarrollo del talo esporofito joven sobre el filamento
materno se mantuvo gracias a una matriz gelatinosa que presenta. Posteriormente las
células de la ldmina comenzaron a hincharse y a generarse mds divisiones celulares hasta

convertirse en una fronda.




DiIscuUsION

En este (rabajo se completaron las diferentes secuencias fenoldgicas de la Historia

de Vida de Eisenia arborea Areschoug colectada en Bahia Falsa, San Quintin bajo

condiciones de laboratorio.

El desarrollo de las fases de la Historia de Vida en Eisenia arborea desde el
momento de la liberacién de las esporas hasta el desarrollo de los esporofitos juveniles
fue similar al de todos los géneros en el Orden Laminariales estudiados hasta la fecha
(Shults y Herbst, 1938; Hollenberg, 1939; Asensi, 1973; Lewis, 1993); va que presenté
una alternancia de generaciones heteromérfica donde el esporofito macroscopico diploide

dio origen a gametofitos haploides microscépicos.

La estacion de colecta de los esporofilos maduros utilizados para este
experimento fue a finales de junio, siendo esta el inicio de verano, donde en BSQ Ia
temperatura incrementa de la boca hacia el interior de la bahia, la temperatura del agua
para bahia Falsa oscila entre 15°C a 22°C (Ward, 2004), los dias con luz son largos y los
eventos de surgencias se intensifican en esta época generando asi aguas frias (Rodriguez,
2007). Bajo estas condiciones se observaron varios esporofilos maduros con soros desde
la base de la fronda hasta la zona central en parches wregulares en casi todos los

especimenes colectados, lo cual nos sugiere que las condiciones ambientales que presenta




el periodo primavera-verano en BSQ la hace época idonea para la colecta de material

bioldgico.

Las esporas liberadas de los esporangios uniloculares germinaron en las 18
condiciones como gametofitos filamentosos que de manera profusa comenzaron a
ramificarse. Durante esta fase no fue posible distinguir ¢l sexo de cada gametofito pero
después de 18 dias los caracteres morfoldgicos de cada sexo fueron surgiendo en todas
las condiciones; aunque el tiempo de desarrollo para cada fase fue distinto en cada

tratamiento.

A partir de esta fase las condiciones del medio de cultivo influyen directamente
en el desarrollo de los gametofitos, los cuales pueden presentar en formas reducidas
fértiles o crecer de manera profusa generando mechones (Asensi, 1973). La forma de los
gametofitos femeninos puede presentar formas unicelulares tuberosas, multicelulares y

filamentosas ramificadas (Nelson, 2005).

En aquellas donde la temperatura fue de 10°C y la irradiancia 100 + 5 nE m-2 s-1
el crecimiento y aparicion de gametofitos maduros estuvo mds retrasado; la aparicién de
gametofitos filamentosos delgados se obtuvieron cuando la irradianza fue baja. Este es un
comportamiento tipico del orden Laminariales (Netson, 2005; Lining, 1980} donde los
organismos adoptan una respiracion oscura de intensidad baja para disminuir la

produccion de tejido no fotosintético, enzimas fotosintéticas y componentes del




transporte de electrones fotosintéticos (Liining, 1990); pudiendo extender el crecimiento
vegelativo de los gametofitos para permitir que cuando las condiciones sean favorables
para la fertilizacién, cualquier célula vegetativa pueda diferenciarse como un

gamentagio.

La aparicion de materia orgdnica que inicio desde los 18 dias de cultivo, se debid
en gran parte a la degradacion de gametofitos masculinos que hicieron la liberacién de
anterozoides de manera precoz, en situaciones donde la irradiancia fue mayor y el
fotoperiodo largo sin importar la temperatura. Fueron mds visibles como grumos dentro
de un cultivo estas agrupaciones de material organico que pueden dafiar el cultivo ya que
pueden servir como un medio apropiado para el desarrollo de bacterias saprofiticas,

bacterias descomponedoras de acido alginico, protozoarios e incluso agentes micéticos.

Los cultivos en 20°C fueron los que tuvieron un crecimiento mds acelerado
durante las primeras fases, presentando gametofitos con las diferencias morfoldgicas
tipicas de cada sexo, pero nunca llegaron a su maduracién y por lo tanto no se completo
la historia de vida. Esto se debié a que la temperatura es uno de los factores mds
importantes para la regulacion del crecimiento en macroalgas (Lee, 1984) donde cerca de
los 20°C se considera una condicidn desfavorable para el desarrollo de Laminariales
(Lining, 1980), ya que estas son consideradas como organismos de aguas templadas
aunque hay evidencia que la fase microscépica es mas tolerante que la macroscdpica con

respecto a los limites de sobrevivencia a la temperatura (Nelson, 2005).




El Orden Laminariales tiene limites maximos y minimos de temperatura para su
crecimiento y desarrollo donde el limite oscila entre los 12°C y 18°C (Matson and
Edwards, 2006; Nelson, 2005; Liining, 1990). TLos cultivos de 16°C fue donde se
observaron un crecimiento y desarrollo uniforme, con organismos que desde los 18 dias
se podia distinguir claramente entre masculinos y femeninos (Figura 12) y desde los 33
dias se obtuvieron organismo potencialmente maduros, algunos autores le dan el nombre
de macrogametofitos a los organismos femeninos y microgametofitos a los organismos
masculinos (Hollenberg, 1939, Shults y Herbst, 1939) por su apariencia que concuerda
con sus tamaios respectivos (Figura 15 y 16). Estos lapsos de tiempos concuerdan a lo

descrito por Shults y Herbst, (1938) y Hollenberg (1939).

La temperatura juega un papel importante en el crecimiento; este es independiente
de la calidad de luz (Liining, 1980). La irradiancia y fotoperiodo son factores que
influyen en la maduracidn y fertilidad en algas pardas (Liining, 1990) en el experimento
solamente a 16°C, 100+5 pE m-2 s-1 y 16:8 (L: O) se observaron oogonios fertilizados
(Figura 17), la aparicion de cigotos a los 45 dias de cultivo (Figural8) y la formacién de
esporofitos juveniles después de 60 dias (Figura 19 y 20) completando la Historia de

Vida en un medio artificial en laboratorio.

Los fotoperiodos largos en algas pardas favorece a la formacién de gametangios

principalmente en ciclos de vida heteromorficos (Liining, 1990). No se puede indicar que




factor de los tres estudiados es el que influyé de manera determinante al crecimiento y
desarrollo fenoldgico de £. arborea, mas bien la combinacion de los tres factores
abidticos como una sola unidad hicieron posible cerrar la Historia de Vida. Existe un
factor que también influye de manera directa en el desarrollo y maduracién de
organismos, la cantidad de nutrientes disponibles en el medio, aunque no se midié, este

siempre se mantuvo en niveles adecuados por los recambios semanales.

Los esporofitos que se obtuvieron presentaron una fuerte pigmentacion en su capa
monosiromatica y estaban fuertemente adheridos al oogonio, lo cual nos indica que los
organismos s¢ encontraban sanos. Aunque este método de utilizar portaobjetos para la
fijacién de los organismos no permite llevar los esporofitos a un cultivo de mayor escala,
debido a que la manipulacién serfa muy complicada y provocaria que mucho material se
perdiera, esto se puede solucionar utilizando cuerdas de nailon para la fijacion y realizar

limpiezas para evitar una saturacion, se requeriria evaluar la viabilidad de este método.

Con esta informacidn se puede hacer las bases para el protocolo de cultivos bajo
condiciones artificiales, Aunque se haya obtenido esporofitos microscopicos, los
requerimientos que necesitaran los esporofitos macroscépicos pueden ser diferentes, ya
que como se ha mencionado antes la fase microscdpica es mds tolerante a factores

ambientales,
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