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Resumen ejecutivo

Histéricamente, Macrocystis (huiro) ha sido un recurso marino altamente
demandado en la regién de Atacama. Gracias a iniciativas desarrolladas por el
laboratorio de Algas de la Universidad Austral de Chile, por mas de 10 aiios el
cultivo de esta especie se ha estado desarrollando y perfeccionando, llegando,
tanto en el Norte como en el sur de Chile, a escalas piloto y pre-comercial con
variedades de alto desarrollo. Durante estas mismas iniciativas se lograron
desarrollar variedades mejoradas, indculos capaces de crecer mas rapido y
lograr mejores biomasas y contenidos quimicos de mayor valor en pocos
meses, pero dificil de proteger del plagio. La solucién propuesta para este
problema es la induccién a la diploidia de gametofitos, que permitiria formar
esporofitos triploides los que tendrian propiedades de ser mas productivos y

como consecuencia de ello entregarian mayores aportes de biomasa.

Se logré producir una variedad de gametofito diploide con el uso de la
sustancia quimica conocida como colchicina, a la que se denominé Mpyrl (2n).
Esta variedad, previa corroboracién de la ploidia mediante técnicas
morfométricas y luego con el uso de la citometria de flujo, se cruzaron con
variedades de distintos origenes de Macrocystis pyrifera e integrifolia, formando
esporofitos triploides, lograndose un 50% de éxito en los diferente cruces
realizados, lo que es similar a los cruzamientos intra- o inter-especificos
diploides. En total se hicieron tres activaciones de esporofitos, los que
posteriormente a la etapa de laboratorio fueron sembrados en el mar. En ellas
se evaluaron la fenologia de reproduccién, crecimiento, sobrevivencia y
composicién quimica. Al mismo tiempo se evalud si estos esporofitos triploides
formaban esporas, germinaban y si finalmente los gametofitos formados luego
del proceso de germinacidén eran viables sexualmente.

Los resultados obtenidos, presentaron ventajas importantes al cultivar

triploides en relacién a cultivos normales de Macrocystis. Asi ya en el



Laboratorio, algunos cruzamientos triploides lograron mayores tasas de
desarrollo, medidos en tasas de fertilidad (menores tiempos de formacién de
cigotos). De igual forma, algunos triploides tuvieron mayores tasas de
crecimiento en laboratorio hasta formar plantas aptas para la siembra (10 cm),
siendo necesarios 2-3 semanas menos en los triploides. Otros tuvieron la
capacidad de mantenerse mayores tiempos en el laboratorio, sobrevivir y
seguir creciendo en estanques hasta la talla de 45 cm, situacidon que raramente

se observa en cultivos de esporofitos diploides.

Si bien es cierto en el laboratorio las diferencias entre el crecimiento de
cultivos diploides y triploides fue minima, los cultivos en el mar fueron en su
totalidad mayores en los triploides en cada condicién experimental,
independiente de la época de siembra o la localidad. Los mejores triploides
lograron 5 metros de longitud en un periodo de 5 a 6 meses de cultivo,
valores similares a las que logra Macrocystis en su habitat natural, pero en un
tiempo mayor y dependiendo de la estacionalidad. Los mejores resultados se
obtuvieron en la siembra de Marzo 2014, ya que en los meses siguientes se
produjo una proliferacion de briozoos, que corresponden a epibiontes
coloniales, lo que se tradujo en una disminucién de las productividades. Estas
proliferaciones son consideradas un punto critico en la maricultura de

Macrocystis en la regioén.

La composicién quimica no fue significativamente distinta entre cruzamientos
triploides y diploides, y al igual que en estudios anteriores mostro marcadas
diferencias a nivel de los distintos 6rganos de la planta. Asi es como las
esporofilas, que corresponden a frondas reproductivas, alcanzaron una mayor
cantidad de lipidos que otras secciones del talo analizados. Los hidratos de
carbono, en cambio, fue el mayor constituyente quimico presente en los talos

de Macrocystis. Razén que justifica su uso en las industrias relacionadas con



alimentaciéon (animal y humana), ficocoloides (alginatos) y eventualmente

biocombustibles.

Los resultados obtenidos en este proyecto, revelan claramente diferencias
notables en productividad entre los esporofitos diploides y los triploides
producidos en este proyecto. Estos hallazgos apuntan sin duda a su uso como
una futura alternativa en la maricultura de Macrocystis. Sus mayores tasas de
crecimientos, sumados a su inviabilidad reproductiva son entre otras, ventajas
a considerar al momento de transar variedades en el mercado que no se
pueden plagiar facilmente. Queda pendiente, no obstante, evaluar
econdémicamente un eventual escalamiento de la produccién de estos triploides
considerando ventajas econémicas de interés como son las resistencia a plagas
o enfermedades, mayor palatabilidad, mejor calidad de alginatos u otros
compuestos de importancia comercial, entre otros. Se debe agregar a lo
anterior mayores pruebas experimentales de estos poliploides, entre ellos,
especialmente triploides y tetraploides, cuyos resultados seran sin duda un
aporte al desarrollo de nuevos usos, de diversificar el valor agregado, lo que

sentard las bases cientificas en el desarrollo de la agronomia marina en Chile.



1. Introduccion

a. Antecedentes biolégicos del huiro en Chile

Macrocystis es un género de algas pardas conocido como huiros o sargazo,
alcanzan grandes tamafios, superando facilmente los 15 m de longitud. Se
adhiere al sustrato mediante un disco de fijacién, del cual surgen cauloides, lo
que terminan en numerosas frondas laterales provistas de un aerocisto
piriforme basal, para la flotabilidad (Hoffman & Satelices 1997). Tienen
distribucioén bipolar, especificamente a lo largo de las costas del Pacifico de
México y Estados Unidos -incluido Alaska- en el hemisferio norte (Schiel &
Foster 2015) y desde Pert hasta Cabo de Hornos en la costa sur Pacifica y sur
de Argentina y Falkland Islands en el Atlantico Sur-occidental (Hoffmann &
Santelices 1997; Asensi & Kipper 2012). También es posible encontrarla en
Sudafrica, Australia y Nueva Zelanda (Attwood et al. 1991; Graham et al. 2007).
En Chile, se distribuye en toda su costa, desde Arica hasta el Cabo de
Hornos (Westermeier 1980; Santelices & Ojeda 1984), distinguiéndose dos
morfologias que alguna vez se agruparon como especies hermanas: Macrocystis
integrifolia y M. pyrifera, y cuya gran diferencia se basa en la morfologia del

disco de fijacion.

Recientemente, se ha demostrado que 1) las especies de Macrocystis son inter-
fértiles, 2) que hay formas con morfologias intermedias en el ambiente natural y
3) que el género exhibe una gran plasticidad fenotipica, lo cual ha sugerido
reclasificarla como una sola especie: M. pyrifera (Graham et al. 2007;
Westermeier et al. 2007; Demes et al. 2009; Macaya & Zuccarello 2010).
Actualmente el laboratorio de algas de la Universidad Austral de Chile en la
sede Puerto Montt posee material de ambos morfos en su banco genético y

que fueron utilizados en el marco de este proyecto.



a. Biologia y ciclo de vida

Las algas pardas Laminariales (grupo al que pertenece Macrocystis) poseen,
tipicamente, un ciclo de vida bifasico y heteromorfo. Las plantas que se
observan en los bosques submareales corresponden al esporofito
(diploide/2n). Tras alcanzar la madurez sexual, estos esporofitos llevan en sus
frondas los esporangios, donde ocurren procesos meioéticos con la liberacién
de esporas (haploides/n). Dichas esporas liberadas al mar, las que al germinar,
forman un 50% gametofitos masculinos (n) y 50% gametofitos femeninos (n).
Estas estructuras sexuales son microscépicas y que alcanzan su madurez.
Estos gametofitos son capaces de formar espermatozoides (machos), los que
son atraidos por las células huevos. Tras su fusién se forman los cigotos (2n), los
que a través de sucesivas divisiones creceran y generaran un embrién de
pocas células y mas tarde al individuo adulto, completandose el ciclo (Schiel &

Foster 2015).
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Sin embargo, Westermeier et al. (2012b; 2014a) establecieron dentro del marco
del proyecto FIC Atacama 2013 N°33-01-244 una nueva variante del ciclo de
vida, donde a través de fragmentacién del disco de fijaciéon (o grampén), se
pueden generar nuevos individuos. Esta fragmentacién puede ser por causas
naturales (muerte de una seccién del disco) o antropogénicas (como las que se

utilizaron para el repoblamiento de estos recursos).

Trozos de disco de fijacién, creciendo en diferentes sustratos.
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b. Taxonomia de la especie Macrocystis pyrifera (segun
Guiry & Guiry 2015).

e Imperio: Eukaryota

¢ Reino: Chromista (Chormoalveolata)

e Divisién: Ochorophyta (anteriormente conocida como Heterokontophyta)
e Clase: Phaeophyceae

e Orden: Laminariales

e Familia: Lessoniaceae

e Género: Macrocystis

e Especie: Macrocystis pyrifera (LC Agardh) (morfo pyrifera)

¢ Nombre comun: Huiro

b. Antecedentes econémicos del huiro en Chile

a. Pesqueria del huiro

La obtencién de Macrocystis en Chile desde sus inicios hace mas de 40 afios
hasta ahora ha sido basada en la pesqueria. Esta actividad -que comenzé muy
focalizada en el norte grande de nuestro pais- se extiende actualmente entre las
XV y la X regiones, con desembarques que superaron los 30.000 ton afio-1 en el
2013 (Sernapesca 2015). La mayoria de esta biomasa es destinada para
abastecer las empresas abaloneras en el norte de Chile (ver seccién: Usos

actuales y potenciales del huiro).

La pesqueria del huiro asi como la de algas marinas chilenas en general se
caracteriza por ser una actividad 100% realizada por algueros/pescadores
artesanales. Sus métodos de cosechas han sido muy cuestionados por entidades
de gobierno y la academia, pero estudios realizados por nuestro grupo de
investigacion demostraron que los métodos convencionales de cosecha para M.

pyrifera, (especificamente el morfo integrifolia de Bahia Chasco) y utilizados
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por pescadores son los mas idéneos desde un punto vista biolégico y practico
(Westermeier et al. 2014b). Este se caracteriza por la remociéon completa de
individuos longevos, los que no estan firmemente fijos al sustrato y una
remocién parcial de individuos mas jovenes, que al emplear la misma fuerza
para extraerlos solo son removidos parcialmente. Esto constituye una forma de
raleo exitoso, que ha mantenido la poblacién de huiros estable. En las
variaciones estacionales de produccién, como de cosecha regulada, incluso
ello ha ayudado al proceso de reclutamiento de nuevos individuos y con ello la
renovacion de la poblaciéon. Sin embargo, no se tiene claridad si con cambios a
nivel de extraccién, al aumento de algueros por localidad o el aumento de la

cuota, generaria cambios irreversibles en su dinamica poblacional.

b. Acuicultura del huiro

Uno de los géneros de algas pardas con mayor estado de conocimiento en
Chile y a nivel mundial es Macrocystis. Los primeros intentos de cultivo en
Chile fueron llevados a cabo por Braud et al. (1974), quienes sembraron
esporas en cordeles de nylon y cuyos esporofitos alcanzaron hasta 15m de
longitud cuando fueron transportados a costas francesas. Otros estudios
llevados a cabo por Etcheverry & Collantes (1978); Candia et al. (1979); Alveal
et al. (1982) y Westermeier et al. (1989) fueron pioneros en el cultivo de fases
tempranas de Macrocystis, determinando factores claves para el desarrollo de
los esporofitos como condiciones de luz y temperatura entre otros. Estudios
mas tardios en fases microscépicas fueron desarrollados por Celis-Pla & Alveal
(2003) y Palacios & Mansilla (2003), ambos enfocados en el estudio del ciclo de
vida hasta esporofito inicial y juvenil y su aproximacién para el cultivo. En
condiciones de laboratorio se estimé que los gametofitos crecen a
mejores tasas con un fotoperiodo de dia largo, a 12°C y entre 25-52 pmol
m-2 s-1 de irradiacién (Westermeier et al. 1989). Autores que manejaron

temperaturas o fotoperiodos menores obtuvieron gametofitos igual de viables,

13



pero a un tiempo de cultivo mayor (Etcheverry & Collantes 1978; Devinny &

Leventhal 1979).

Dada la importancia que tomaba Macrocystis en la industria de los abalones
varios autores tuvieron éxito con el cultivo en el mar de esta especie. La
mayoria de las pruebas fueron hechas con material originado de esporas,
siguiendo el método de cultivo japonés de Laminaria (Kawashima 1993). Este
método consiste en inoculacién directa de esporas sobre cordeles, en donde
ocurren la mayoria de los procesos ontogénicos del alga. Cuando el esporofito
se hace visible al ojo desnudo, el cordel es llevado al mar y enrollado
cuidadosamente sobre la linea madre. Bajo este sistema, Gutierrez et al. (2006)
logré biomasas de M. pyrifera de 14,4 kg m-1 en 8 meses de cultivo en el mar,
mientras que Buschmann et al. (2008) obtiene biomasas significativamente
mayores a través de acuicultura integrada (25 kg m-1 en 5 meses) con la misma
especie. Macchiavello et al. (2010) logré 22 kg m-1 en 5, meses cultivando M.
pyrifera en el norte de Chile. El sistema presenta como principal ventaja su facil
implementacién, pero exhibe una alta variacién en sus resultados productivos
dada la alta competencia intra-especifica asi como con otros epibiontes, con lo
cuales compiten por luz, nutriente y/o sustrato desde que los esporofitos son

muy pequefios.

De forma paralela a estos trabajos realizados con esporas en el norte y sur de
Chile, Westermeier et al (2006) desarrollé un método de produccion masiva de
esporofitos, los cuales presentaban dos caracteristicas distintivas: i) por una
parte eran generados a través del cruzamiento de gametofitos puros, y por otro
lado ii) los esporofitos originados eran de vida libre, siendo cultivados en
estanques e inoculados a la linea madre cuando forman disco de fijacién (entre
3y 10 cm de longitud) (Westermeier et al. 2005; 2006; 2007; 2010; 2011)

Cultivar a base de gametofitos mostré ventajas competitivas inmediatas. En
general las esporas presentan una variacidén estacional en su viabilidad,

variando ampliamente el grado de germinacién y desarrollo de los estadios
14



sucesivos acorde a las condiciones ambientales a las cuales son sometidas en
su ambiente natural (Westermeir et al 1989; Tala et al. 2004; Murua et al. 2013).
Aun asi es muy frecuente encontrarse con bacterias y algas competidores —
como diatomeas, algas epifitas o algas verdes unicelulares — que finalmente
contaminan el cultivo, retrasan el crecimiento y terminan por eliminar a las
jovenes plantas (Westermeier et al. 2005; 2006; Shea & Chopin 2007; Miiller et
al. 2008)

Sin embargo, la ventaja mas destacable de cultivar desde gametofitos fueron
los rendimientos productivos. Sélo por el hecho de partir desde la fase
gametofitica se redujeron entre 2-4 semanas de cultivo en laboratorio, que es el
tiempo que las esporas tardan generalmente en formar gametofitos
(Westermeier et al. 1989; 2005; 2006). Lo mas importante aun, poseer diferentes
cultivos de gametofitos tanto hembras como machos permitié realizar
cruzamientos selectivos, generando variedades mejoradas (o incluso hibridos
entre las dos especies de Macrocystis), que gracias al “efecto heterosis” o
“vigor hibrido” exhibieron atributos productivos optimizados: altas tasas de
crecimiento, altas biomasas en el mar, caracteristicas fenotipicas (morfologia)
idénticas entre los individuos de cada batch, composicién quimica homogénea
con cantidades considerable de proteinas y lipidos e hipertrofia de ciertas
secciones del talo entre otras (Westermeier et al. 2007; 2010; 2011; 2012). Estas
variedades pueden ser elegidas de acorde al contexto productivo en que se
pretenda cultivar y en cualquier estaciéon del afio, permitiendo proyectar una
produccién constante e ininterrumpida en el tiempo en concesiones de cultivo.

En el mar los valores de biomasa por planta son marcadamente mejores
llegando hasta valores de 8 a 10kg por planta, lo que significa sobre 50 kg por

metro lineal (Westermeier et al 2015)

En estos momentos, poseer estos cultivos unisexuales de gametofitos es
fundamental para el mejoramiento del cultivo de Macrocystis desde el punto de

vista biolégico y genético, ya dque se pueden mantener creciendo
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vegetativamente en el tiempo en laboratorio, por mas de 10 afios, sin perder
potencial reproductivo (Westermeier et al. 2006; Miller et al. 2008;
Westermeier et al. 2010). Estos gametofitos son la base para este proyecto, ya
que es a través de su “manipulacién” se formaron esporofitos triploides. Estos
gametofitos “diploides” al ser tnicos y no presentes de forma natural podran
ser sometidos a un proceso de patentamiento, lo cual asegura la exclusividad
de los resultados y/o productos obtenidos. Sin embargo ello debera ser
investigado con mayor dedicacién, ya que en este proyecto se establece por
primera vez en la literatura de Macrocystis que estos gametofitos descritos
siempre como haploides, podrian ser “diploides”, encontrarse en la naturaleza
y con ello no solo el ciclo de vida seria diferente, sino que también las politicas

de cultivo y manejo podrian ser diferentes.

c. Usos actuales y potenciales del huiro

A comienzos de los 90 habia autores que postulaban que en paises como Chile
no era necesario un cultivo de algas pardas para la industria de alginatos,
debido a la gran disponibilidad de la materia prima en el ambiente natural
(Oliveira 1989). No obstante, desde ya en esa época se pensaba en el cultivo
como alternativa para recuperar areas sobreexplotadas y en un futuro
complementar a la demanda de materia prima para acido alginico, y como

alimento fresco para haliétidos y equinodermos comestibles.

Gran parte de la importancia pesquera de las algas pardas esta justificada en su
rol como materia prima para la obtencién de acido alginico, un polimero
formado por segmento de acido D-manurédmico, acido L-gulurénico y de
secuencias mixtas de ambos (Larsen 1981). Sus aplicaciones abarcan Ila
industria textil, de alimentos, del papel y farmacéutica, entre otras, y se
obtienen de algas del orden Fucales, Laminariales y Durvilleales. En
Sudamérica la extraccién de alginatos es relativamente nueva, y esta sustentada
principalmente por los géneros Lessonia y Macrocystis, cuyas reservas

naturales, una de las mayores del mundo, se encuentran en las costas de Chile
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y sur de Argentina (Vasquez & Fonck 1993). A pesar de un marcado aumento de
4 veces mas en la produccién de alginato en los ultimos 10 afios, Chile se ha
caracterizado por ser un productor de materia prima, lo cual queda
perfectamente reflejado en el cerca de 90% del alga seca exportada a
Japén, Reino Unido, Estados Unidos y Francia, principales productores de

este hidrocoloide (McHugh 2003).

Las tendencias productivas en la fabricacion de este polimero muestran
que en caso que no aparezca otro coloide con mejores caracteristicas
(calidad, rendimiento y/o precio) y la industria se mantenga relativamente
estable en el tiempo, habrd un incremento sostenido en la elaboracién de
alginatos, dado el aumento demografico y aumento de calidad de vida de las
personas, lo cual se encuentra asociado directamente a la masificacién de
productos de mayor elaboracion (Jensen 1993). En este escenario Chile podria
ser protagonista en la contribucién de alga seca para los grandes productores o
bien, siendo optimistas, insertdndose en la industria de los alginatos,
autoabasteciéndose de la materia prima y reduciendo costos de transporte y

logistica de la misma.

La industria de los abalones es el otro fin que las algas pardas tienen como
destino final. En contexto global donde los desembarques de haliétidos por
concepto de pesquerias iban en constante decrecimiento y la demanda de
esta exquisitez quedaba insatisfecha, a comienzos de los 90 se decide
introducir las especies Haliotis rufescens y Haliotis discus-hannai por parte
de Fundacién Chile vy de la Universidad Catdélica del Norte,
respectivamente, de las cuales la primera se perfilaba como el nuevo
protagonista del escenario productivo y diversificacién de la acuicultura. A
partir de esa época se han abierto empresas en Atacama, Coquimbo,
Valparaiso, Los Rios y Los Lagos del pais de produccién de este gastrépodo,
demostrando ser un actividad altamente rentable, con un aumento en su

produccién en el periodo 1999-2013 de mas de diez ordenes de magnitud
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(Sernapesca 2015). En este contexto algunas empresas tienen proyectado

producir en el mediano plazo 1000 ton (Salinas com. pers).

En Chile, los habitos alimenticios de este organismos estan restringidos
principalmente a Macrocystis y en menor grado a Lessonia trabeculata en el
norte de Chile (Westermeier et al. 2006; 2012 b) mientras en el sur las dietas
estan compuestas por Macrocystis en su mayoria y Gracilaria chilensis en
menor grado. Se estima que 50 ton de abalén consumen entre 400 — 500 ton
de alga humeda por afio (Subpesca 2006), o dicho de otra forma, se necesitan
23kg de alga humeda para engordar un 1 kg de carne, cantidad no menor
considerando que los volumenes de desembarque antes mencionados estan en
aumento y que logra entre los 2-5 afios su talla comercial. Por lo mismo uno de
los desafios de la industria abalonicultora es mantener el crecimiento sostenido
de la actividad, asegurando los requerimientos alimenticios de los planteles
de abalén en cultivo a través del alga proveniente del medio, o bien, un
poco mas riesgoso, probando dietas artificiales altamente inestables en el
agua dados los problemas de lixiviacién en corto tiempo que sufre. La
solucidén mas concreta en este caso es trabajar las praderas naturales a través
de un modelo de manejo para obtener de forma constante las cantidades
necesarias para alimentar, o, en ultima instancia, desarrollar un cultivo donde
se conozcan las biomasas finales para de esta forma poder proyectar las

producciones finales de abalén en un tiempo determinado.

Otro uso potencial de algas pardas del genero Macrocystis es la de
biocombustibles. Nuestra dependencia a los combustibles f6sil es un problema
tanto porque promueve al aumento de la cantidad de gases invernadero y
por la baja disponibilidad de este recurso finito, siendo su extraccién cada
vez mas costosa (Jeason & Carrera 2000). Dado este contexto han surgido varias
fuentes alternativas de generaciéon de energias “limpias”, con bajo impacto
medioambiental y renovables, entre las que destacan las del tipo termosolar,

edblica, hidraulicas y las proveniente de biomasa, de materia organica de
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origen animal o vegetal, generalmente madera y desechos de maderas o
residuos de la industria agricola, desechos de animales, desechos de la
industria de los alimentos, plantas acuaticas y algas (Demirbas et al. 2009).
China e India son potencias productoras de biogas con miles de plantas
instaladas (Hall & House 1995), mientras que Brasil es potencia sudamericana
en la produccién de bioetanol a base de cafia de azucar, autoabasteciéndose en

un alto porcentaje en combustibles para el uso de automéviles (Klass 1998).

Las algas pardas poseen un alto contenido de carbohidratos de facil
degradacién, haciéndolas idéneas para la produccién de biocombustibles
liquidos como bioetanoles o produccién de biogas a base de metano (Horn
2000; Horn et al. 2000). Por otro lado, las algas marinas son un recurso atractivo
dado que generan rendimientos de gas que son comparables o mejor que
otros sustratos. Segun las estructuras de los polisacaridos de las algas
marinas, éstas debieran ser convertidas eficazmente a metano, junto con ello
las algas presentan altas concentraciones de agua (70% - 90%) y un contenido
bajo de lignina lo que favorece la produccién, constituyendo un sustrato

conveniente (Chinoweth & Fannin 2002)

El etanol es uno de los mas importantes productos quimicos organicos,
debido a su combinacién unica de propiedades como solvente,
combustible, germicida, bebida, anticongelante y como producto
intermedio en la produccién de otros productos quimicos. A diferencia de
la serie de reacciones que conlleva la produccién de metano, al ser un
producto intermedio es mucho mas simple, pero que necesita cepas
especificas para su produccién. Las mas wusadas son la levadura
Saccharomyces cerevisiae y la bacteria Zymomonas mobilis (Rogers et al. 2007)
y en general se produce con cualquier producto que contenga azucar, siendo la
mas eficiente la cafia de azucar, con 7.080 litros/ha (Fuente: Petrobras Brasil).
Hoy, las materias primas utilizadas en la fabricacion de etanol por

fermentacién se clasifican como azdcares, almidones y materiales
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celulésicos (Bailey & Ollis 1986). Los azucares se pueden convertir
directamente al etanol, mientras que los almidones primero tienen que ser
hidrolizados a aziucares fermentables por la accién de enzimas. Asimismo, la
celulosa debe ser convertida en azucar antes de la fermentacion,
generalmente por la accién de acidos minerales (Bashir & Lee 1994).

A pesar de ser una tecnologia con poco nivel de desarrollo tecnoldgico,
poco a poco los biocombustibles se empiezan a trasformar en una alternativa
real como fuente energética. Las algas podrian jugar un rol relevante como
materia prima de esta incipiente industria, y dado los requerimientos
energéticos proyectados en el mediano plazo va a ser fundamental
asegurar dicho abastecimiento, a través de pesquerias sustentables o
desarrollo de cultivos masivos. Prueba de lo anterior es el proyecto Innova
Corfo, consorcio conformado por BAL Chile, Universidad de Los Lagos y
empresas del rubro energético, y pretende cubrir el 10% de la demanda de
combustible de la Regiéon de los Lagos. Para ello se requeriran mas de 10,000
hectareas de alga sembradas a nivel nacional; sin embargo, este proyecto al
parecer no fue viable, y no se conoce luego de algunos afios de finalizaciéon el
verdadero aporte en los objetivos que se plantearon. Al menos al cultivo que
fue mas bien experimental en areas de mayor superficie sembrada, no se
conocen nuevos aportes de lo ya discutido y conocido en la literatura de esta

especie.

c. Triploidia en especies marinas

Cada especie de organismo posee un numero constante de cromosomas, la
molécula que contiene la informacién genética, siendo, en la mayoria de los
cosas, una dotacién diploide (2n). Poliploidia, en términos generales, se
describe como los casos en donde se encuentran multiplos de mas de dos
dotaciones haploides de cromosomas en un organismo (Lacadena 1981; Arai &
Fujimoto 2013). Por lo general, un organismo poliploide con un nimero impar
de cromosomas homodlogos no produce gametos genéticamente equilibrados,

por los que organismos triploides (3n), tetraploides (4n), pentaploides (5n) y
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similares no se encuentran generalmente en especies que dependen
exclusivamente de la reproduccién sexual para su proliferaciéon (Klug et al.
2006). Por la misma razén esta situacién es relativamente rara de forma natural
en muchas especies animales, aunque estad bien documentada en algunas
lagartijas, anfibios y peces. Por otro lado, en organismos vegetales es mas
comun, dado que en casi la totalidad de los casos poseen un ancestro
poliploide en comun y que significa, en muchos casos, el comienzo de un
proceso de especiacion inclusive en nuestros dias (Hilu 1993; Wood et al.

2009).

Es muy frecuente que en términos productivos se utilice la poliploidia
(especificamente la triploidia) para mejorar los rendimientos de las cosechas.
De hecho, estos organismos triploides son muy comunes en agricultura
tradicional, alcanzando mas del 80% de los cultivos a nivel mundial (Leitch &
Leitch 2008). Mucho menos comun que las plantas triploides, los triploides
animales se encuentran preferentemente utilizados en produccién acuicola,
particularmente en peces y moluscos (Piferrer et al. 2009; FlajShans et al. 2010).
La mayor ventaja de los triploides usados en estas instancias es que los
individuos generados son estériles dado un bajo desarrollo de las estructuras
reproductivas. Este fendmeno se traduce en una redistribucion de la energia en
crecimiento y desarrollo de otros tejidos, alcanzando tallas comerciales mas
rapidamente. Esto ademas tiene otra ventaja productiva al permitir el
patentamiento que otras técnicas como el manejo genético o la hibridacién no
permiten tan facilmente. Otras ventajas secundarias asociadas a organismos
triploides son: la generacién de plantas sin semillas o uniformidad en el

compartimento de animales con alta territorialidad.

En general hay varios estudios relacionados con la variacién en la ploidia de
algas pardas, mucho de los cuales tienen que ver con los ciclo de vida de algas
y su implicancia en ecologia y evolucién (ver Lewis 1996 y referencias alli). Sin

embargo, estudios relacionados con el ciclo de vida del alga filamentosa
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Ectocarpus siliculosus (Phaeophyceae; Ectocarpales) permiten concluir
claramente que al igual que en plantas superiores y animales los cambios en la
ploidia de estos organismos ocurren de forma natural y espontanea (Miiller
1967), pero que también pueden ser inducidos experimentalmente (Miiller
1970). Esto ultimo se puede obtener a través de la diploidizacién de los
gametofitos con colchicina, consiguiendo fragmentos estables y sexualmente
activos, Miiller (1975) logré obtener esporofitos triploides de E. siliculosus a
través de la cruza de gametofitos diploides femeninos con gametofito haploides
masculinos (y su respectivo reciproco), siendo los individuos resultantes

somaticamente normales.

d. Objetivos del proyecto

a. Objetivo general

“Desarrollar una variedad triploide de huiro (Macrocystis), con crecimiento y
productividad optimizada”

b. Objetivos especificos

e Produccién de un banco de gametofitos diploides de Macrocystis
e Produccién de esporofitos triploides en laboratorio
e Evaluacion de la productividad del mejor cruzamiento triploide en el mar

e Comprobacién de la triploidia a través de microscopia y cultivos
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2. Materiales y Métodos

a. Obtencion del material reproductivo de M. pyrifera

Bajo los proyectos FONDEF DO00I1144 y DO04I1288 fue posible generar la
infraestructura y protocolos necesarios para la separaciéon y propagacién de
gametofitos de Macrocystis pyrifera y M. integrifolia (Westermeier et al. 2005;
2006; 2010; 2011), generando cultivos unisexuales y axénicos los cuales
permanecen actualmente estériles, en estado de latencia y creciendo
vegetativamente por tiempos indefinidos (en algunos casos se reportan por
mas de 10 afios). Este stock de gametofitos fue en su momento utilizado con
éxito para la reproduccién selectiva y formacién de variedades mejoradas e
hibridos de Macrocystis, y en este proyecto fueron usados para la formacién de
estructuras sexuales diploides, linea base para formaciéon de esporofitos

triploides.

Este “germoplasma” depositado en los laboratorios de algas de la Universidad
Austral de Chile en Puerto Montt reune gametofitos de mas de 30 localidades
de gran parte de la costa norte y sur de Chile, y del Atlantico sur. De ellos, se
seleccionaron gametofitos machos y hembras de Macrocystis, considerando
como principal criterio los resultados productivos obtenidos en experiencia de

cultivo anteriores, para la formacién de cruces triploides.

b. Diploidizacion de gametofitos de M. pyrifera

Actualmente, existen 3 métodos para la induccién de la poliploidia: i) métodos
térmicos, usando gradientes de temperatura, ii) métodos con shock eléctricos y
iii) métodos quimicos, a base de la sustancia antimitética colchicina (Klug et al.
2006). No obstante en algas solo existen reportes exitosos con la aplicacién esta

ultima, particularmente en el alga parda Ectocarpus siliculosus (Miiller 1970).
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Basicamente el efecto de la colchicina es inhibir la divisién celular en metafase
y anafase, afectando la actividad de los husos mitéticos después de la
duplicacién de los cromosomas, donde finalmente se forma una unica célula
con su material genético duplicado (diploide, tetraploides o poliploide

dependiendo de la dotacidn inicial).

En este estudio gametofitos machos y hembras de cada localidad fueron
expuestos a diferentes concentraciones de colchicina (colch 1, colch 2 y colch
3), ademas de un control (colch 0), en 3 diferentes tiempos de exposicién y en
triplicado. Las condiciones de incubacién fueron 10°C de temperatura,
fotoperiodo 12:12 (I: O) y 10 uE m-2 s-1 de irradiancia. En total 10 gametofitos
entre machos y hembras fueron sometidos a estos tratamientos con colchicina,
de los cuales la cepa que nombramos en este informe como Mpyrl mostrd
tener caracteristicas diploides tanto por analisis de a) cuantificacién de la
ploidia a través de citometria de flujo y de b) morfometria, midiendo longitud y
ancho maximo de 150 células de cada tratamiento, con diferencias en tamano,
como fue descrito para gametofitos diploides de Ectocarpus siliculosus (Miiller

1967; 1970).

c. Cruzamiento de gametofitos haploides y diploides de M.
pyrifera

La activacién de cultivos de huiro procedié de igual manera que un cultivo de
huiro convencional segun Westermeier et al. (2006): 5 mg (2 — 3 milimetros
cubicos) de gametofitos macho y hembra de Macrocystis, procedentes del
germoplasma de la Universidad Austral de Chile en Puerto Montt (foto 1; 2),
fueron mezclados en 400 ml de medio de cultivo Provasoli. Las condiciones de
cultivo fueron cambiadas, disminuyendo los niveles de temperatura y
aumentando la luminosidad para promover la reproduccién sexual. Siguiendo

estas metodologias se realizaron los cruzamientos de acuerdo a la tabla 1:
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Foto 1. Germoplasma UACh con gametofitos puros (haploides y diploides) del laboratorio de
Macroalgas UACh — Sede Puerto Montt.

Foto 2. Gametofitos machos y hembra de Macrocystis pyrifera
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Tabla 1. Cruzamientos de gametofitos haploides y diploides de M. pyrifera realizados en las
tres activaciones (Octubre 2013, Abril y Julio 2014). 2n = diploide (controles); 3n = triploide (en

rojo)
Fecha activacion pcr:;);:%fo Cruzamiento CroDIgf;f,)iI?:ilca

194 Mpyrl (n) x Mintl (n) 71

195 Mintl (n) x Mpyrl (n) n

196 Mpyrl (2n) x Mpyr2 (n) 3n

197 Mpyrl (2n) x Mpyrl (n) 3n

198 Mpyrl (2n) x Mintl (n) 3n

Octubre 2013 199 Mpyrl (n) x Mpyrl (n) 2n
200 Mpyrl (n) x Mintl (n) n

201 Mpyr2 (n) x Mpyr2 (n) n

202 Mpyr2 (n) x Mpyrl (n) n

203 Mpyrl (n) x Mpyr2 (n) n

204 Mintl (n) x Mintl (n) n

205 Mpyrl (n) x Mintl (n) 2n

206 Mpyrl (2n) x Mintl (n) 3n

208 Mpyr2 (n) x Mpyr3 (n) 2n

209 Mpyrl (n) x Mpyrl (n) 2n

Abril 2014 210 Mpyr3 (n) x Mpyr3 (n) 2n
211 Mpyr4 (n) x Mpyr4 (n) 2n

212 Mpyr2 (n) x Mpyr2 (n) 2n

213 Mpyrl (2n) x Mpyr3 (n) 3n

214 Mpyrl (2n) x Mpyr2 (n) 3n

215 Mpyrl (2n) x Mpyr4 (n) 3n

216 Mpyr3 (n) x Mpyrl (n) 2n

217 Mpyrl (n) x Mpyr3 (n) 2n

218 Mpyrl (n) x Mpyr2 (n) 2n

219 Mpyr2 (n) x Mpyrl (n) 2n

Julio 2014 220 Mpyr3 (n) x Mpyr2 (n) 2n
221 Mpyr2 (n) x Mpyr3 (n) 2n

222 Mpyr4 (n) x Mpyr2 (n) 2n

223 Mpyrl (2n) x Mpyrl (n) 3n

224 Mpyrl (2n) x Mint1 (n) 3n

d. Cultivo en laboratorio
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Antes de que se formen células huevos, los cultivos se mantuvieron en bolsas
plasticas, con recambios de medio de cultivo semanal. Después de que ocurre
reproduccién sexual y los cigotos son evidentes, los cultivos son trasladados a
botellas de 1L con aireacién y agitacién constante. Dependiendo de la densidad
y de la longitud, los esporofitos son traspasados las semanas siguientes a
botellas de 2 y 5 L (foto 3) y a cilindros de acrilico de 15 y 50 L hasta que llegan
a 2 — 3 cm (foto 4), donde son traspasados a estanques de 1000 L con agua
circulante. Una vez aqui alcanzando los 10 cm en promedio, estan listas para su

siembra en el mar (foto 5).

Foto 4. Cultivo intermedio de M. pyrifera en cilindro de acrilicode 15y 50 L
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Foto 5. Cultivo en invernadero de M. pyrifera, en estanques de 1000 L

e. Cultivo en el mar

Plantulas de entre 8 — 10 cm de los diferentes inéculos fueron transportadas
desde Puerto Montt a la Regiéon de Atacama. Estas plantas se inocularon en
trozos de cabo de polipropileno de 4 mm de diametro (foto 6), los que a su vez
fueron dispuestos sobre long-lines y posteriormente sembrados en Bahia
Inglesa (protegido) y Bahia Salado (expuesto), a 8 m de profundidad.
Mensualmente se caracterizé el crecimiento (medido en longitud total) de estas

plantas.

Foto 6. Inoculacién de esporofitos triploides en la empresa Hidrocultivos S.A., regién de
Atacama.
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f. Analisis de nutrientes en agua de Bahia Inglesa y Bahia
Salado

Como otro factor que afecta el crecimiento de las algas en el ambiente marino
son los nutrientes en la columna de agua, mensualmente se tomaron muestras
de agua y se analizaron para nitratos amonio y ortofosfatos, segun el método

descrito por AOAC (2012), para detectar diferencias a nivel de localidad.

g. Citometria de Flujo

Esta es una técnica altamente desarrollada que permite determinar el

contenido de DNA. El método utilizado fue el de Bothwell et al, (2010) .

h. Morfometria

Esta técnica consistié en la medicién de células del tejido de Macrocystis 2ny
3n. Este muy dificil de cuantificar, ya que las células que forman este tejido en

Macrocystis no mostraron diferencias claras entre ellas.

i. Estudio de la composicion quimica de algas triploides

Algas provenientes de la primera y segunda siembra fueron cosechadas desde
Bahia Inglesa y Bahia Salado cuando estaban en su quinto mes de cultivo,
limpiadas de visibles epibiontes y separadas en discos de fijacién, estipes,
frondas vegetativas (frondas), frondas fértiles (esporofilas) y aerocistos. Cada
6rgano fue deshidratado por separado a 60°C y pulverizadas para los
subsecuentes analisis quimicos (ver Westermeier et al. 2012a y referencias
alli). Se analizaron la composicién porcentual de proteinas, lipidos, fibra cruda,

carbohidratos totales, cenizas y energia total.
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3. Resultados

a. Viabilidad de cruzamientos de M. pyrifera con diferentes
niveles de ploidia en laboratorio

Una vez teniendo certeza que el gametofito fuese diploide, se iniciaron los
cruzamientos para determinar la productividad de diferentes cruzamientos
triploides. La aparicién de las primeras células huevos para cada cruzamiento
se registré6 semanalmente y se muestran en la figura 1. De estos resultados se
infiere que no hay diferencias entre el tiempo de aparicién de esporofitos (y
células huevo fertilizadas) entre cruzamientos diploides y triploides. Por ende
el grado de fertilidad y éxito reproductivo es el mismo, en 3 semanas de tiempo
promedio en que los cruzamientos de este estudio (2n o 3n) mostraron los

primeros signos de reproduccioén (fig. 2).

No obstante, diferencias significativas en este indicador se mostraron
dependiendo de la fecha de activacién de los cruces (fig. 3). En primavera, la
fecundacioén in vitro fue cerca del doble mas rapida con respecto a cruces en
otofio e invierno. Estas diferencias podrian deberse a que variables como el
agua de mar seria de una composicién considerablemente distinta. Se sugiere
determinar posibles fuentes de variaciéon, como el pH, la salinidad, luz y
temperatura.

Se encontré una correlacién entre el tiempo que se produce este reclutamiento
in vitro y la tasa de crecimiento o maximas longitudes que estos esporofitos
pueden alcanzar en laboratorio, la que se hace notoria después de la tercera
semana (fig. 4). En la practica esto significa que individuos que se forman- mas
rapidamente (alrededor de 2 semanas después de la activacion) tienen mas
posibilidades de exhibir mayores tasas de crecimientos (o mayores longitudes)

que aquellos que tardan 3 o mas semanas en reclutar.
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Fig. 1. Semanas necesarias para observar los primeros signos de reproduccién en cada cruce,

en términos de cigotos o esporofitos iniciales. En rojo los cruces triploides

Semanas

2n 3n

Fig. 2. Comparacién del tiempo promedio (en semanas) necesarios para observar los primeros

signos de reproduccién en cruces diploides (2n) y triploides (3n).
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Fig. 3. Tiempo de aparicién de primeros células huevos y esporofitos (en semanas) en tres
activaciones de distintas estaciones del afio.
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Fig. 4. Correlacién entre el tiempo que se los cruces tardan en formar los primeros esporofitos
y la talla promedio final que logran esos cultivos (izquierda) o la tasa crecimiento promedio
(derecha).

En su totalidad, de un total de 30 cruces realizados en el proyecto, la cantidad
de cruzamientos exitosos (cruces donde hubo reproduccién y los esporofitos
alcanzaron talla de siembra en el mar) superé el 50% tanto en cruces normales
(2n) como triploides (fig. 5). Los cruzamientos que no fueron exitosos
generalmente porque no hubo fecundacion o los esporofitos no se

desarrollaron después de las primeras semanas.
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Figura 5. Porcentaje de cruces diploides y triploides exitosos en el marco del desarrollo del
proyecto.

b. Crecimiento de cruzamientos diploides y triploides bajo
condiciones controladas de laboratorio

En total, se realizaron tres activaciones (octubre 13, abril y junio 14). La fig. 6
presenta los resultados de la longitud promedio de los esporofitos de cada
cruce a la semana 24 de cultivo, y en donde se puede apreciar que en al menos
dos activaciones (octubre 13 y junio 14) los cruces triploides crecieron
alrededor de un 40% mas que los controles diploides, controles que habian
demostrado ser altamente productivos en pruebas de hibridacién y cultivo en
experiencias anteriores. Esta situaciéon se refleja comparando las longitudes
promedio de cruces diploides y triploide, siendo estas ultimas 20 mm mas altas
(fig. 7),

Los cruces triploides 198 (cruce Mpyrl [2n] x Mintl [n]), 213 (Mpyrl [2n] x
Mpyr3 [n]) y 214 (Mpyrl [2n] x Mpyr2 [n]) mostraron tener potencial para una
futura maricultura, tras lograr altas tasas de crecimiento en laboratorio sobre
100 mm en 24 semanas. El cruce 224 -también Mpyrl [2n] x Mintl [n] no logré

estas tallas pero fue el que mas crecié de los cruces en la activacién de junio
2014.
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Los mismos cruces se destacan en el tiempo, ya que para lograr plantulas de 10
cm y plantas para la siembra, se necesitan entre 20-25 semanas desde su
activaciéon (con la excepcién de la tercera activaciéon en octubre con 40
semanas, pero que igualmente fue mayor en comparacion a los diploides de las
mismas fecha) (Fig. 8). En promedio, un triploide requiere 2-3 semanas menos

para lograr estas longitudes (Fig. 9).
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Fig. 6. Longitud promedio de cruzamlentos de Macrocystis a la semana 24 de cultivo en
laboratorio. En rojo los cruces triploides. La barra de error corresponde a la desviacién

estandar de 30 individuos seleccionados aleatoriamente.
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diploides (2n) necesarios para lograr individuos para la siembra.
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Foto 7. Individuos triploides en estanques listos para la siembra
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c. Crecimiento de Macrocystis triploides en concesiones
acuicolas de la Region de Atacama

Las diferencias en crecimiento entre cruces triploides y diploides se hicieron
aun mas evidentes en el mar (fig. 10). Todos los cruces triploides fueron
mayores que sus grupos controles para cada condicién experimental, siendo
los mas productivos los cruces 198 (Marzo 2014), 213 (Agosto 2014) y 206
(Octubre 2014) con plantas entre 3.5 y 5 m en promedio en 5-6 meses, que es la
talla maxima que también alcanza Macrocystis en su habitat natural en el norte

de Chile (ver anexo B para detalles del crecimiento en el mar).

Estos crecimientos fueron mas altos al comparar cada siembra y
especificamente dentro de cada localidad. Los triploides fueron mayores entre
50 — 100 cm con respectos a sus controles diploides, siendo las mejores épocas
para su siembras en Marzo y Octubre (fig. 11). También se detectaron
diferencias menores entre localidades, con valores mayores en Bahia Inglesa
en un 20% (fig. 12). Estos valores fueron méas bajos que los esperados,
considerando que en ambas localidades hubo proliferaciones de epibiontes
(briozoos) que impidieron un crecimiento mayor. Estas ‘“pestes” se
representaron en ambas localidades, pero superiores en Bahia Salado, y
claramente afectaron sus crecimientos, productividades y desprendimiento del

sustrato (foto 8 — 12).
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Fig. 10. Longitud promedio de cruzamientos de Macrocystis al sexto mes de cultivo en el mar.
En rojo los cruces triploides. La barra de error corresponde a la desviacién estandar de ca. 30

individuos seleccionados aleatoriamente.
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Fig. 11. Longitud promedio de cruzamientos triploides y diploides de Macrocystis al sexto mes
de cultivo, separado por época de siembra y el total acumulado. En rojo los cruces triploides.
La barra de error corresponde a la desviacién estandar de todos los cruces estudiados en este

proyecto.
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Fig. 12. Longitud promedio de cruzamientos triploides y diploides de Macrocystis al sexto mes
de cultivo, separado por localidad. En rojo los cruces triploides. La barra de error corresponde
a la desviaciéon estandar de todos los cruces estudiados en este proyecto.

Foto 8. Siembra inicial de M. pyrifera (esporofitos triploides)
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Foto 9. Desarrollo inicial de colonias de briozoos (puntos blancos) en plantas de Macrocystis
de un mes de cultivo.

Foto 10. Estado avanzado de briozoos (manchas blancas) en plantas de Macrocystis en plantas
de cerca de dos meses de cultivo de B. Inglesa.
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Foto 11. Estado finales de briozoos (manchas blancas) en plantas de Macrocystis de dos meses
de cultivo de B. Salado.

Foto 12. Colonizacién de briozoos en estipes de Macrocystis, los que por abrasién terminan
cortandose.

Las biomasas obtenidas durante el proyecto fueron altas en los triploides arriba
sefialados, con valores de entre 4 y 8 kg planta-1, muy superiores a los entre 2 y

4 kg planta-1 generalmente obtenidos en cruces diploides (fig.13).
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Fig. 13. Biomasa promedio de cruzamientos de Macrocystis al sexto mes de cultivo en el mar. En
rojo los cruces triploides. La barra de error corresponde a la desviacién estdndar de
aproximadamente 30 individuos seleccionados aleatoriamente.

d. Analisis de Nutrientes en aguas de Bahia Inglesa y B.
Salado

Las figuras 14 - 16 muestran las concentraciones promedio de nitrato (NO3-),
amonio (NH4+) y fosfato (PO4-3) en B. Inglesa y B. Salado. Mientras el nitrato es
mayoritariamente abundante en invierno (0.6 mg L-1), los amonios y fosfatos lo
son en otofio (0,9 y 9,95 mg L-1), fechas de menor productividad primaria en el
ambiente del norte de Chile. Aunque se observa una clara variacién estacional
de estos compuestos, no hay diferencias a nivel de localidad, por lo que no
estarian explicando la variaciéon geografica del crecimiento entre B. Inglesa y B.
Salado, ni las variaciones entre los diferentes inéculos. No obstante, habria una
relacion considerable entre las concentraciones de amonio y fosfato y las tasas
de crecimiento maximas que logran tanto cultivos diploides como triploides en
el mar, y que se hacen particularmente evidentes cuando se encuentran en
concentraciones mayores a 0,5 mg L-1 y 4 mg L-1 respectivamente (ver anexo

C).
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Fig. 15. Variacién mensual en la concentracién de amonio en B. Inglesa y B. Salado
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e. Comparacion de la composicion proximal entre
cruzamientos diploides y triploides de Macrocystis

La composicién quimica de las variedad diploides y triploides son ilustrados en
la fig. 17 para diferencias a nivel de localidad y fig. 18 para distintos 6rganos
del talo, y en mayor detalle para cada cruzamiento de la primera siembra y
segunda siembra en Bahia Inglesa en el anexo D. Las diferencia fueron minimas
entre diploides y triploides (de la misma especie), y cuya variabilidad estaria
explicada por variables exégenas, aun cuando, los nutrientes analizados fueron

similares (fig. 17).

Las mayores diferencias se detectaron en los diferentes ‘“érganos” de
Macrocystis. (fig. 18). El disco de fijacidén se caracteriza por un alto porcentaje
de proteina (14 — 18 %) y de fibra cruda (7 — 8 %). Las frondas -y especialmente
las esporofilas- poseen la mayor composicién de lipidos, entre 3,5% y 4,2%, y
que son significativamente mas altos que los valores reportados por
Westermeier et al (2012) para esta especie (1% PS). Los carbohidratos
representan los mayores valores, y en los estipes (cauloides) alcanzaron entre
48 - 50% PS en comparaciéon a las otras secciones del talo. Las cenizas son

abundantes en frondas y aerocistos con valores que oscilaron entre 35 - 50%.
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f. Citometria de Flujo

En los ciclos de vida, el contenido nuclear de DNA minimo por célula esta

definido como 1C y ello debiera ocurrir

en ciclos de vida como el de

Macrocystis que corresponde a un ciclo de vida haplode - diploide, (Voglmayr,

2007). Nuestros resultados confirman esta situacién para 5 de los gametofitos

masculinos utilizados, mientras que el numero 6 analizado presenta caracter

diploide, 1.7C. En tres de los gametofitos femeninos analizados, y que se

presentan en este informe mostraron valores de DNA entre 1.6 y 1.8. Ello

significa un contenido doble de DNA, es decir el femenino es mayor que el

masculino (Fig. 19)

Cuando se realiza un cruzamiento de gametofitos 1C y 1.8C, el esporofito que

se forma es 2.2C, lo que muestra un DNA del esporofito sobre 2C.

Fig. 19 Anadlisis de citometria de flujo en gametofitos masculinos y femeninos.
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g. Determinacion del Numero de Cromosomas

Existen en la literatura de algas discrepancias con los valores de cromosomas
que se observan al microscopio en el nucleo. Asi es como diversos autores
reportan para Macrocystis estructuras haploides un n=16 y 2n=32 (Walker
1952). Yabu & Saubosuga (1987), en cambio determinan en organismos
haploides un n=32 y en el 2n=64. Nuestros resultados obtenidos en este

proyecto fueron de n=20 y 2n= entre 41-43 cromosomas.
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4. Discusion

Hasta hace poco, la maricultura de Macrocystis era una actividad que habia
sido considerada mayoritariamente por el mundo académico, como una
solucién a problemas de sobreexplotacién del recurso especialmente en el
norte de Chile. Estos cultivos fueron originados a través de la siembra directa
esporas en sustratos y su posterior cultivo en el mar (sistema japonés) o a
través de la produccién utilizando sistemas flotacién libre en el laboratorio
(cultivo free-floating) que se fijarian mas tarde de forma manual al sustrato,
Gutierrez et al 2006; Westermeier et al.2006, respectivamente. La primera
técnica es de menores costos, mas rapida pero carece de la tecnificacién
minima necesaria para poder proyectar resultados, siendo altamente
impredecible. La segunda es mdas costosa, mas técnica y eventualmente
promete ser el futuro de la agronomia marina del huiro en Chile, pero al igual
que la anterior, impide proteger las ‘“semillas” (material reproductivo) que
sean seleccionadas como optimas, lo que impide que genere mayor interés
comercial. La obtenciéon de gametofitos diploides de Macrocystis con fines
econdémicos y el posterior cultivo exitoso de triploides es un evento unico a
nivel mundial, ya que permite que cuando que se encuentren variedades con
atributos comerciales de interés, estos puedan ser protegidos vy
comercializados como variedades unicas. Asimismo, la incapacidad de
reproduccién de estos ejemplares se tradujo en un incremento en los
crecimientos significativo en el caso del cultivo en el mar, crecimiento que
puede ser mejorado con un estudio a mayor plazo donde caracteristicas
ambientales desfavorables como los briozoos estén ausentes. De igual forma se
puede incorporar mas atributos productivos dependiendo de las cepas
parentales que se elijan para cruzar (Tabla 1), ya que este proyecto es pionero
y muestra que existen variables que deben ser consideradas en una segunda,
tercera o mas fases de investigacién.

Tal como fue reportado por (Westermeier et al. 2010; 2011; 2012¢) los atributos

que podrian ser mejorados son las tasas de crecimiento, biomasas finales (tabla
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2), morfologias y en ciertos casos la composiciones quimicas (Tabla 3), pero
claramente podrian ser aun mas. Especial interés econdémico tendrian por
ejemplo aumentar la tolerancia a las condiciones de estanques como en el
cruce 206 para lograr tallas mayores en laboratorio, o incrementar la
resistencia a plagas como los briozoos. Las posibilidades son insospechadas
una vez logrando producir nuevas variedades de Macrocystis, evaluadas

especialmente en el mar.

Tabla 1-. Conocimiento biolégicos de M. pyrifera “Sin proyecto”, “Con el proyecto

Triploides”.
Antes del Proyecto 3n Con el Proyecto 3n
Ciclo de vida Normal segtun la literatura; | Se determinan estructuras
Estructuras sexuales diploides.
e Masculino: 2n
sexuales: Haploides, ejemplo)
Esporofito: diploide e Femenino: 2n (varios
ejemplos)
Otros:
- Masculino: n
- Femenino: n
Estudio Triploidia No existian. No conocidos en | Se generan bancos diploides
la literatura de Macrocystis. que se usan para producir
triploides viables
laboratorio y mar.
Condiciones Laboratorio Formacioén esporofito. Estacionalidad segun inoculo (2 a 6
semanas) en inéculos primavera-otofio
Longitud (mm) Primavera: 35-50 mm (2n) 50-150 mm (3n)
Otoiio: 20-150 mm (2n) 50-140 mm (3n)
Invierno:  40-60 mm (2n) 70 mm (3n)
Condiciones Mar (5- 6
meses)
Longitud (mm) 100-300 (2n) 3500-5000 (3n)
Biomasa por planta (Kg): 2-4 (2n) 4-8 (3n)

Estos valores de crecimiento de biomasa son bajos tanto para diploides como
triploides cultivados en B. Inglesa, B. salado (5 meses). Es posible que factores de la
dindmica de la bahia, nutrientes y epibiontes estén asociados a las bajas de

produccioén obtenidas. Aun asi las diferencias son claras entre plantas 2n y 3n.
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Tabla 2-. Valores de crecimiento y biomasa en el Mar de diploides (2) y triploides (3),
cultivados en B. Inglesa y B. Salado (5 meses). Se indica porcentajes diferenciales

entre 3ny 2n.

Fechas de Siembra Bahia Inglesa Bahia Salado
2n 3n 2n 3n %

Inéculos otofio

. 280 310 10 (3n) 300 500 60 (3n)
Longitud (mm) 2000 2600 | 20(3n) | 4000 | 8000 | 100 (3n)
Biomasa (gr)
Inéculos Primavera
Longitud (mm) 290 410 64.0 (3n) 180 250 38.0 (38n)
Biomasa (gr) 1500 3900 38.4 (3n) 1000 1800 55.5 (3n)
Inéculos Invierno

. 180 350 51.4 (3n) 110 150 36.3 (3n)
Longitud (mm) 2000 3000 | 50.0(3n) | 500 | 1000 | 100 (3n)
Biomasa (gr)

2n 3n
Contenidos
Energéticos Disco | Estipe | Fronda | Aerocisto | Disco | Estipe | Fronda | Aerocisto
Proteinas (%) 16,0 9,1 13,0 7.0 16,3 | 8,87 13,3 7,8
Lipidos (% PS) 1,2 1,1 2,4 1.0 1,5 1,35 2,9 1,0
Cenizas (% PS) | 34,8 | 33,0 41,4 44.0 35,3 | 33,08 38,8 42,1
1 V)

Ilzg)’ra cruda(® | 75 | 63 4,3 5.0 78 | 5,76 | 4,1 4,5
Extracto no
nitrogenado (% | 33,5 | 45,0 33,8 36.0 33,1 | 45,62 36,3 39,8
PS)
Carbohidratos
totales (% PS) 40,7 | 51.3 38,1 41.0 40,9 | 50,40 40,4 44,6

Tabla 3-. Porcentajes de contenidos energéticos de M. pyrifera. (2n y 3n)

Los principales usos actuales de Macrocystis pyrifera comprenden la

abalonicultura e industria de los alginatos y potencialmente, produccién de

biocombustibles (bioetanol), gastronomia gourmet y su uso en agronomia

como fertilizante o alimento de ganado bovino. La posibilidad de obtener de

variedades con diferencias en la composicién quimica podria eventualmente

rentabilizar aun mas su cultivo en escalas mayores. Hasta el momento los
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resultados sugieren que la calidad quimica del triploide (tabla 3) no cambiaria
significativamente con respecto al que se esperaba para esta especie, sin
embargo podria ser diferente si el contenido energético se midiera en plantas
nuevas, juveniles y adultas. Esto, de la mano con un perfeccionamiento en la
ingenieria del cultivo haria altamente atractiva la actividad desde un punto de
vista no solo técnico sino econémico. Independiente de la demanda futura de
Macrocystis, es una de las alternativas mas prometedores que se vislumbran
para suministrar de forma sostenible biomasa de huiro a nivel regional,
nacional y especialmente hoy para alimento de abalones. Es necesaria mayor
investigacion en la diversificacién del uso de la biomasa y como variedad
triploides podrian relacionarse con estos usos.

Un resultado relevante en este estudio lo representa en los hallazgos de ploidia
en gametofitos masculinos y femeninos, que formula preguntas y dudas sobre
lo que significa haploide y diploides en ciclo de vida de Macrocystis. El analisis
de la citometria de flujo reveld que un gametofito masculino, de 6 gametofitos
frecuenciados donde era de esperar un DNA nuclear 1C, el andlisis representa
2C (Miiller et al 2015). Ello ocurriria de manera espontanea y natural en el
ambiente como lo demuestran un numero importante de gametofitos femeninos
de diferentes procedencias con un valor promedio superior. Es decir, un
gametofito que podria corresponder a un 2n, lo que significaria poder
encontrar en la naturaleza organismos triploides y tetraploides. Nuestros
resultados demuestran diferencias sexuales especificas en el DNA contenido
en el nucleo, de los gametofitos analizados. Esta condicién diplotenica hace
que la técnica de la citometria de flujo es la clave, para la mediciéon del
contenido de DNA nuclear. La medicion del nimero de cromosomas via
microscopica debe ser correlacionado con esta técnica de la citometria de
flujo, para explicar lo que estaria ocurriendo con el ciclo de vida de

Macrocystis en las costas del Pacifico y Atlantico Sur.
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5.

1i.

1ii.

iv.

Conclusiones

Objetivos Especificos v su relacién de éxito

Produccién de Banco de Gametofitos (2n): Logrado para el proyecto y
la técnica se ha perfeccionado.
Produccién de Esporofitos (3n): Logrado para el proyecto. Debe
seguirse produciendo un mayor numero y con resultados a evaluar en
diversos lugares /regiones en el mar.
Evaluacién de productividad (3n) en el laboratorio
» No hay diferencias significativas entre 2n y 3n.
Evaluacién de productividad en el Mar.
» 3indculos de un total de 10 altamente productivos
» Relacién de produccién de biomasa de 3n sobre 2n
es de un 60% superior.
Comprobacién de triploidia
» Microscopia nimero de cromosoma n= 20 ; 2n = 41-43
» Corte histolégico, no se detecté diferencias
morfoldgicas del talo entre 2n y 3n Debe mejorarse
esta técnica.
» Citometria de flujo
» En el mar existen los mayores valores de longitud y
biomasa en los triploides, lo que demuestra la certeza

del método.

Los cruces triploides crecieron significativamente mas que los controles
diploides, especialmente en el mar. Esto indicaria que nos aproximamos
a una mejora de la productividad y con ello en la acuicultura de este
recurso, a través de herramientas moleculares. Es una sefial clara de un
avance progresivo en la actividad de investigacién con este recurso en

Chile.
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Los ejemplares adultos y esporofitos, mostraron signos de ser
reproductivos. Sin embargo las esporas aunque germinan formando
gametofitos estos, no son viables. Esto permitiria tener cepas
susceptibles a ser protegidas y comercializadas sin riesgo de plagio o
copia. Se cumple con el objetivo del proyecto en el sentido que estos
triploides no tienen descendencia viable. Ello ocurrié en todos los

triploides analizados y puestos a cultivar en el mar.

No obstante, habrian otras variables que afectarian el crecimiento de los
triploides, y que deben ser conocidas para mejorar el crecimiento de
ellos. En el laboratorio generalmente las variables son controladas y
constantes, por lo que manteniendo el protocolo descrito en
Westermeier et al. (2006) para el cultivo de huiro las productividades
debiesen ser atractivas. En el mar la alta variacién de las distintas
variables bidticas (por ejemplo briozoos) y abidticas (e.g. nutrientes)
hacen necesario crear estrategias para predecir estas variables y
mitigar sus efectos en los cultivos. Se hace urgente conocer las
dinamicas de los nutrientes, corrientes, fisico —quimica del agua y

aparecieron de briozoos, entre otras variable de las bahias de Atacama.

De igual forma la época de siembra y la localidad geografica son
variables importantes a considerar para maximizar productividades.
Pensando en un centro productor de algas se deben generar medidas
que permitan conocer y poder predecir las estacionalidad (u otra
oscilacién en otro rango temporal) de estas variables, a modo de

rentabilizar aun mas los cultivos a un nivel comercial.
La estacionalidad de la composicién quimica proximal de las algas no es

significativa. Si lo es para el disco de fijaciéon con los porcentajes de

proteinas y con el estipe, frondas y aerocistos para los hidratos de
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carbono. Estos resultados abren expectativas para usar esta biomasa en

otros productos, lo que significa diversificar su uso.

El hallazgo de un gametofito masculinos 2C como también de varios
gametofitos femeninos 2C, y que se presentan espontaneamente en la
naturaleza (Miiller et al 2015), deben ser considerados para aplicaciones
en las politicas de Subpesca relacionados con los cultivos triploides e
incluso de otras ploidias de Macrocystis que pudiesen desarrollarse
naturalmente en las costas de Chile. No tiene sentido seguir pensando
que ello corresponde a procesos de manipulacién genética en el
laboratorio: con estos antecedentes de ploidia reportados en este
estudio se deberia descartar dicha consideracion para la realizacién de

cultivos de variedades mejoradas, por este organismo del Estado.

Estas variantes de ploidia determinadas y una vez probadas con mayor
certeza en el numero de ftriploides que se analicen tanto en el
laboratorio, como en el ambiente natural, deberian ser un prerrequisito
importante a considerar en planes futuros de cultivo y manejo en el

desarrollo de la agronomia marina de Macrocystis en Chile.

En los resultados obtenidos de este proyecto, el ciclo de vida de
Macrocystis pyrifera en Chile seria diferente al que se reporta en la
literatura y en textos de estudio para la ensefianza de la botanica marina
y en general de textos de biologia. A continuacién se sefialan las

principales diferencias encontradas:
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Ciclo de vida sin proyecto Ciclo de Vida con Proyecto

Gametofitos Masculino =n Gametofitos Masculino =n /2n
Gametofitos Femenino = n Gametofitos Femenino =n /2n
Esporofito =2n Esporofito = 2n o superior

Los resultados obtenidos en este proyecto son pioneros y fundamentales
para estudios posteriores. Demuestra que la técnica es viable, pero debe
evaluarse en un numero mayor de cruzamientos, es decir producir un
numero mayor de triploides y que deben ser probados a lo largo de la
costa de Chile, al menos desde Taracapa a Coquimbo, regiones donde la
extraccién estd siendo extremadamente fuerte por la necesidad de
biomasa utilizada especialmente en la alimentacién de abalones. El
futuro en la masificacion de la produccién de este invertebrado,
depende de este recurso algal.

Con un numero mayor de estos triploides se podra determinar ademas si
alguno de ellos presenta inmunidad a “pestes” como briozoos, que
fueron un factor gatillante en los valores de biomasa determinados y

reportados en este proyecto.
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j- Anexos

a. Anexo A. Crecimiento semanal de cruzamientos diploides y
triploides en condiciones de laboratorio.
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Fig. Al. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 194.
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Fig. A2. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 195.
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Fig. A3. Crecimiento semanal (en mm) del cruce triploide 196.
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Fig. A4. Crecimiento semanal (en mm) del cruce triploide 198.
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Fig. A5. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 200.

90
80
70
60
50
40
30
20
10

0 L T T T
0 10 20 30 40

==203

Semanas

Fig. A6. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 203.
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ii. Segundo Inoculo (Abril 2014)
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Fig. A1. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 205.
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Fig. A8. Crecimiento semanal (en mm) del cruce triploide 206.

66



Longitud (mm)

Longitud (mm)

200 -
180 -
160 -
140 -
120 -
100 -
80 - =208
60 -
40 -
20 -

0 10 20 30 40 50

Semanas

Fig. A9. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 208.
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Fig. Al10. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 209.
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Fig. All. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 210.
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Fig. Al2. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 211.
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Fig. Al3. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 212.
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Fig. Al4. Crecimiento semanal (en mm) del cruce triploide 213.
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Fig. Al5. Crecimiento semanal (en mm) del cruce triploide 214.
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Fig. Al6. Crecimiento semanal (en mm) del cruce triploide 215.
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iii. Terxcer Inéculo (Junio 2014)

=216

Longitud (mm)

20 30 40 50

Semanas
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Fig. Al8. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 217.
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Fig. A19. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 218.
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Fig. A20. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 219.
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Fig. A21. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 220.
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Fig. A22. Crecimiento semanal (en mm) del cruce diploide 221.
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Fig. A23. Crecimiento semanal (en mm) del cruce triploide 222.
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Fig. A24. Crecimiento semanal (en mm) del cruce triploide 224.
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b. Anexo B. Crecimiento mensuales de cruzamientos diploides
y triploides de Macrocystis en el mar

i. Siembra 1 (IMarzo 2014)
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Fig. Bl. Crecimiento mensual (en cm) del cruce triploide 196 en Bahia Inglesa.
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Fig. B2. Crecimiento mensual (en cm) del cruce triploide 198 en Bahia Inglesa.
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Fig. B3. Crecimiento mensual (en cm) del cruce diploide 200 en Bahia Inglesa.
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Fig. B4. Crecimiento mensual (en cm) del cruce triploide 196 en Bahia Salada.
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Fig. B5. Crecimiento mensual (en cm) del cruce triploide 198 en Bahia Salada.
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Fig. B6. Crecimiento mensual (en cm) del cruce diploide 200 en Bahia Salada.
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ii. Siembra 2a (Agosto 2014)
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Fig. B9. Crecimiento mensual (en cm) del cruce diploide 212 en Bahia Inglesa.
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Fig. B10. Crecimiento mensual (en cm) del cruce triploide 213 en Bahia Inglesa.
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Fig. Bl1. Crecimiento mensual (en cm) del cruce diploide 208 en Bahia Salada.
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Fig. B12. Crecimiento mensual (en cm) del cruce diploide 209 en Bahia Salada.
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Fig. B13. Crecimiento mensual (en cm) del cruce diploide 210 en Bahia Salada.
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Fig. Bl14. Crecimiento mensual (en cm) del cruce diploide 212 en Bahia Salada.
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Fig. B15. Crecimiento mensual (en cm) del cruce triploide 213 en Bahia Salada.
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Fig. B16. Crecimiento mensual (en cm) del cruce triploide 214 en Bahia Salada.
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iii. Siembra 2b (Octubre 2014)
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Crecimiento mensual (en cm) del cruce diploide 205 en Bahia Inglesa.
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Crecimiento mensual (en cm) del cruce triploide 206 en Bahia Inglesa.
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Fig. B19. Crecimiento mensual (en cm) del cruce diploide 210 en Bahia Inglesa.
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Fig. B20. Crecimiento mensual (en cm) del cruce diploide 211 en Bahia Inglesa.
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Fig. B21. Crecimiento mensual (en cm) del cruce triploide 214 en Bahia Inglesa.

86



180

160

140

120

100

80

60

Longitud (cm)

40

20

Fig. B22. Crecimiento mensual (en cm) del cruce diploide 205 en Bahia Salada.
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Fig. B23. Crecimiento mensual (en cm) del cruce triploide 206 en Bahia Salada.
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Fig. B24. Crecimiento mensual (en cm) del cruce diploide 211 en Bahia Salada.
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c. Anexo C. Tasas de crecimiento relativas maximas de
cultivos de Macrocystis y su relacion con la concentracion
de nutrientes en el mar

200|198 | 196 | 200 | 198 | 196 | 208 | 209 | 212 | 213 | 208 | 209 | 210|212 | 213 | 214 | 205 | 206 | 211 | 210 | 214 | 205| 206 | 211

Tasa de Crecimiento relativa maxima (%
mes-1)
N
.

Bl BS BI ‘ BS ‘ BI ‘ BS ‘

Siembra 1 (Marzo 2014) ‘ Siembra 2a (Agosto 2014) ‘ Siembra 2b (Octubre 2014) ‘

Fig. Cl. Tasas de crecimiento relativa (% mes-1) de cruzamientos diploides y triploides (en
rojo) de Macrocystis en el mar, durante el segundo mes de cultivo cuando estas fueron

maximas.
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Fig. C2. Correlacién entre tasas de crecimiento (méaxima) de Macrocystis en cultivo y la
concentracién de nitratos en el mar.
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Fig. C3. Correlacién entre tasas de crecimiento (imaxima) de Macrocystis en cultivo y la
concentracién de amonio en el mar.
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Fig. C4. Correlacion entre tasas de crecimiento (maxima) de Macrocystis en cultivo y la

concentracioén de fosfatos en el mar
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d. Anexo D: Composicion quimica de Macrocystis diploides y
triploides

i. Primera siembra

*

196198 |200|196|198|200|196|198 200196198 |200|196|198|200|196|198|200| 196|198 | 200|196 |198 | 200|196 |198 |200|196|198|200

B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Inglesa B. Salado

Discos de fijacion Estipes Frondas Esporofilas Aeracistos

Fig. D1. Composicién de proteinas (%) en distintas partes del talo de algas de cultivo de
Macrocystis pyrifera diploides y triploides (en rojo), provenientes de Bahia Salado y Bahia
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Lipidos (%)
N

1,5

0,5 1

Inglesa.

*

196|198|200|196 |198 | 200| 196|198 |200|196|158 | 200|196 198|200 196|198 200|196 |158|200|196|198|200|196|198|200|1596|198 | 200

B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Inglesa B. Salado

Discos de fijacion Estipes Frondas Esporofilas Aerocistos

Fig. D2. Composicién de lipidos (%) en distintas partes del talo de algas de cultivo de
Macrocystis pyrifera diploides y triploides (en rojo), provenientes de Bahia Salado y Bahia

Inglesa.

(*Insuficiente material para analisis).
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196|198 200|196 |198|200|196|198|200|196|198|200|196|198|200|196|198|200|196|198 | 200|196 |198 |200 | 196|198 200|196 |198 | 200

B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Inglesa B. Salado

Discos de fijacion Estipes Frondas Esporofilas Aeracistos

Fig. D3. Composicién de carbohidratos totales (%) en distintas partes del talo de algas de
cultivo de Macrocystis pyrifera diploides y triploides (en rojo), provenientes de Bahia Salado y

Fibra cruda (%)

O, N WA OO N OO

Bahia Inglesa.

*

196|198 |200 (196|198 |200|196 198|200 |196 198 200|196 /198 |200|196|198 200|196 |198 |200 196 198 | 200 196 198|200 |196 198|200

B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Inglesa B. Salado

Discos de fijacion Estipes Frondas Esporofilas Aerocistos

Fig. D4. Composicién de fibra cruda (%) en distintas partes del talo de algas de cultivo de
Macrocystis pyrifera diploides y triploides (en rojo), provenientes de Bahia Salado y Bahia
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196|198 |200|196|198 200|196 |198|200|196|198|200|196 198|200 |196|198|200|196|198|200 |196 |198 |200|196 (198|200 | 196|198 | 200
B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Inglesa B. Salado

Discos de fijacion Estipes Frondas Esporofilas Aeracistos

Fig. D5. Composicién de ceniza (%) en distintas partes del talo de algas de cultivo de
Macrocystis pyrifera diploides y triploides (en rojo), provenientes de Bahia Salado y Bahia
Inglesa. Los valores en blanco indican no presencia de suficiente biomasa del é6rgano a

analizar.

(*Insuficiente material para analisis)

92



Humedad (%)
O Rk N W B U O N ®

*

196|198 |200|196 198|200 |196|198|200 196|198 | 200|196 |198|200| 196|198 200|196 |198|200|196|198 200|196 |198 200 196|198 | 200
B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Inglesa B. Salado

Discos de fijacion Estipes Frondas Esporofilas Aerocistos

Fig. D6. Composicién de ceniza (%) en distintas partes del talo de algas de cultivo de
Macrocystis pyrifera diploides y triploides (en rojo), provenientes de Bahia Salado y Bahia
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196|198 |200|196|198 200|196 |198 200|196 |198|200|196|198|200 196|198 |200 196|198 |200 196|198 |200|196|198|200|196|198|200

B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Salado B. Inglesa B. Inglesa B. Salado

Discos de fijacion Estipes Frondas Esporofilas Aerocistos

Fig. D7. Composicién energética (Kcal por 100 g peso seco) en distintas partes del talo de algas
de cultivo de Macrocystis pyrifera diploides y triploides (en rojo), provenientes de Bahia Salado

y Bahia Inglesa.

(*Insuficiente material para analisis).

ii. Segunda y tercera siembra (B. Inglesa)
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Discos de fijacién Estipes Frondas Esporofilas Aerocistos

Fig. D8. Composicién de proteinas (%) en distintas partes del talo de algas de cultivo de
Macrocystis pyrifera diploides y triploides (en rojo), provenientes de Bahia Inglesa.
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Discos de fijacion Estipes. Frondas Esporofilas Aerocistos
Fig. D9. Composicién de lipidos (%) en distintas partes del talo de algas de cultivo de
Macrocystis pyrifera diploides y triploides (en rojo), provenientes de Bahia Inglesa.
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Fig. D10. Composicién de carbohidratos totales (%) en distintas partes del talo de algas de
cultivo de Macrocystis pyrifera diploides y triploides (en rojo), provenientes de Bahia Inglesa.

(*Insuficiente material para andlisis).
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Fig. D11. Composicién de fibra cruda (%) en distintas partes del talo de algas de cultivo de
Macrocystis pyrifera diploides y triploides (en rojo), provenientes de Bahia Inglesa.
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Fig. D12. Composicién de cenizas (%) en distintas partes del talo de algas de cultivo de
Macrocystis pyrifera diploides y triploides (en rojo), provenientes de Bahia Inglesa.
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Fig. D13. Composicién de humedad (%) en distintas partes del talo de algas de cultivo de
Macrocystis pyrifera diploides y triploides (en rojo), provenientes de Bahia Inglesa.
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Fig. D14. Composicién energética (Kcal por 100g peso seco) en distintas partes del talo de
algas de cultivo de Macrocystis pyrifera diploides y triploides (en rojo), provenientes de Bahia
Inglesa.

(*Insuficiente material para analisis)
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