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Resumen

La importancia econémica adquirida en los ultimos afios por el “Yuyo” Chondracanthus
chamissoi (Gigartinales), hacen de esta macroalga, un potencial recurso acuicola. Siendo
necesario conocer los principales aspectos de su cultivo; por lo que el presente trabajo tiene como
objetivo determinar el efecto de la iluminancia y la temperatura sobre el asentamiento,
germinacion y crecimiento de tetrasporofitos germinantes de C. chamissoi. Se sometieron
carposporas recién liberadas a dos condiciones de iluminancia (1200 y 2200 lux) y tres
temperaturas (18°, 20° y 22 °C) durante 6 semanas. La cuantificacion de carposporas asentadas,
se llevo a cabo luego de 7 dias de iniciada la inoculacion sobre bastidores de nylon y a partir del
dia 22 se procedi6 a realizar mediciones de los microtalos formados. Nuestros resultados muestran
un mayor asentamiento a 1200 lux/22 °C siendo 209,33 + 24,58 tetrasporofitos germinantes cm-
2, las menores densidades 74,66 + 45,52 y 57,00 + 37,64 de tetrasporofitos germinantes cm-2
fueron obtenidas en los tratamientos de 2200 lux/18 °C y 2200/20 °C lux respectivamente, también
se encontraron diferencias significativas en la interaccion de ambos factores; ademéas a 2200
lux/18 °C se logrd la mayor tasa de crecimiento especifico (TCE = 8,27% d-1 ), seguida de 2200

lux/22 °C y 2200 lux/20 °C con 8,187% d-1y 8,069% d-1 respectivamente.

Palabras clave: Tetrasporofitos germinantes, iluminancia, temperatura, asentamiento.
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Abstract

The economic importance acquired in recent years by the “Yuyo” Chondracanthus chamissoi
(Gigartinales) makes this macroalga a potential aquaculture resource. It is necessary to know
the main aspects of its cultivation. Therefore, this study aims to determine the effect of
illuminance and temperature on the settlement, germination and growth of germinating
tetrasporophytes of C. chamissoi., newly released carpospores were subjected to one of two
illuminance conditions (1200 and 2200 lux) and one of three temperatures (18, 20 and 22 2C)
for 6 weeks. The quantification of settled carpospores was carried out after 7 days of inoculation
on nylon racks, and from day 22, measurements of the microthalli that had formed from settled
disks were performed. Our results show a greater settlement at 1200 lux/22 °C with 209.33 +
24.58 germinating tetrasporophytes cm-2, and the lowest densities of 74.66 + 45.52 and 57.00
+ 37.64 germinating tetrasporophytes cm-2 were obtained in the treatments of 2200 lux/18 °C
and 2200/20 °C lux, respectively. Significant differences were also found in the interaction of
both factors. In addition, at 2200 lux/18 °C, the highest specific growth rate was achieved (SGR
=8.27% d-1), followed by 2200 lux/22 °C and 2200 lux/20 °C with 8.187% d-1 and 8.069% d-1,

respectively.

Key words: germinating tetrasporophytes, illuminance, temperature, settlement.
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Resumen

La importancia econdémica adquirida en los ultimos afios por el “Yuyo” Chondracanthus chamissoi
(Gigartinales), hacen de esta macroalga, un potencial recurso acuicola. Siendo necesario conocer los
principales aspectos de su cultivo; por lo que el presente trabajo tiene como objetivo determinar el efecto
de la iluminancia y la temperatura sobre el asentamiento, germinacion y crecimiento de tetrasporofitos
germinantes de C. chamissoi. Se sometieron carposporas recién liberadas a dos condiciones de iluminancia
(1200 y 2200 lux) y tres temperaturas (18°, 20°y 22 °C) durante 6 semanas. La cuantificacion de carposporas
asentadas, se llevd a cabo luego de 7 dias de iniciada la inoculacion sobre bastidores de nylon y a partir del
dia 22 se procedid a realizar mediciones de los microtalos formados. Nuestros resultados muestran un
mayor asentamiento a 1200 lux/22 °C siendo 209,33 + 24,58 tetrasporofitos germinantes cm, las menores
densidades 74,66 + 45,52 y 57,00 + 37,64 de tetrasporofitos germinantes cm fueron obtenidas en los
tratamientos de 2200 lux/18 °C y 2200/20 °C lux respectivamente, también se encontraron diferencias
significativas en la interaccion de ambos factores; ademéas a 2200 lux/18 °C se logrd la mayor tasa de
crecimiento especifico (TCE = 8,27% d), seguida de 2200 lux/22 °C y 2200 lux/20 °C con 8,187% d* y
8,069% d* respectivamente.

Palabras clave: Tetrasporofitos germinantes, iluminancia, temperatura, asentamiento.
1. Introduccion

Chondracanthus chamissoi (C. Agardh) Kiitzing 1843 es una macroalga carragendfita perteneciente a la
familia Gigartinaceae. Se distribuye desde Paita, Pert (5°S) hasta Chiloé en Chile (42°S) (Acleto 1986)
aunque también se ha reportado su distribucion por Corea y Japon (Yang et al. 2015). Generalmente esta
macroalga habita sobre sustratos duros, tales como rocas y conchuelas ubicadas en la zona intermareal o
submareal (Riofrio 2003; Calderdn et al. 2011). Esta especie, presenta un ciclo de vida trifasico con
alternancia de generacion isomorfica, donde la fase gametofitica (sexual haploide) es dioica; es decir se
encuentran organismos masculinos y femeninos. Posterior a la fecundacion, sobre el gametofito femenino
se da la formacion del cistocarpo o también llamado carposporofito (diploide). Dentro de los cistocarpos se
generan carposporas las cuales, al ser liberadas, se asientan y posteriormente germinan a lo que
denominamos en el presente estudio como tetrasporofitos germinantes (asexual diploide). Finalmente, esta
Gltima fase genera tetrasporas y las libera a través de los soros tetrasporangiales maduros; las cuales al
germinar dan lugar a organismos gametofiticos, completando asi el ciclo (Acleto 1986; Avila et al. 2011).

Segun el Ministerio de la Produccion (2018), el desembarque de algas en el Peru se incrementd de 13 779
toneladas métricas (TM) en el 2008 a 27 538 TM para el 2017. El interés comercial de C. chamissoi se debe
a las propiedades obtenidas de los ficocoloides, tales como el A-carragenano y el k-carragenano (Salas et
al. 2008). El costo por tonelada seca de esta macroalga para el 2007 fue de US$ 440 y en el 2014 fue de
US$ 840 (Rebours et al. 2014). Este incremento de los volumenes de produccion y precios esta
estrechamente relacionado con el mayor empleo en la industria farmacéutica, cosmética y gastrondmica
(Hayashi et al. 2013). En este contexto se genera un impacto negativo sobre las praderas naturales de dicha
especie (Vasquez y Vega 2001; Flores et al. 2015) que es posible agravar con el calentamiento global y la

mayor ocurrencia del evento “El Niflo” (Tarazona et al. 1999; Alvarez y Vodden 2009); motivos por los
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cuales es imprescindible generar estrategias de manejo de praderas, repoblamiento y mejoras en las técnicas
de cultivo de esta macroalga para que resulte viable econdmicamente.

La reproduccion via esporas en el cultivo de algas marinas permite obtener una alta produccion de
organismos con una reducida cantidad de individuos reproductivamente maduros; esto se debe a que el uso
de soluciones concentradas de esporas mejora la manejabilidad e inoculacion de sustratos artificiales, los
cuales son (tiles en el cultivo en campo (Pacheco-Ruiz et al. 1989; Castafieda et al. 2018). El asentamiento,
germinacién y crecimiento de las esporas son etapas cruciales en el establecimiento y desarrollo del primer
disco de fijacion sobre el sustrato (Fletcher y Callow 1992; Agrawal 2009). El desarrollo en estas primeras
etapas se encuentra influenciado por diversos factores; siendo uno de ellos, la disponibilidad de luz, al estar
estrechamente relacionada con la actividad fotosintética y dependiendo de la cantidad de la misma, puede
potenciar o inhibir el crecimiento (Miranda et al. 2012; Yu et al. 2013; Zhao et al. 2014); al igual que la
temperatura, factor que juega un papel importante en las tasas de crecimiento de C. chamissoi, siendo
mayores con el incremento de la temperatura (Tarazona et al. 1999; Bulboa y Macchiavello 2001; Bulboa
et al. 2010; Avila et al. 2011; Zhao et al. 2014).

Por todo lo detallado anteriormente, el objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de la
iluminancia y temperatura sobre el asentamiento y crecimiento de tetrasporofitos germinantes de C.
chamissoi, en condiciones semicontroladas de cultivo.

2. Materiales y métodos
2.1 Obtencién de la muestra e Induccién a la esporulacion

La Cooperativa de Trabajadores Pesqueros y Artesanales Algas Marinas (COTRAPALMAR) realizé la
extraccion manual (buceo auténomo; 5 m de profundidad) de 2,5 Kg de C. chamissoi procedentes de Playa
La Puntilla (13°48'29,2"S 76°14'58,9"W) en el distrito de Paracas, provincia de Pisco. ElI material
colectado, fue trasladado al Laboratorio de Investigacién de Cultivos Marinos (LICMA, Universidad
Cientifica del Sur - Sede Pisco) en una caja térmica a 10 °C, con la finalidad de evitar la esporulacion.

Una vez en el laboratorio, se procedid a seleccionar individuos reproductivamente maduros de la fase
carposporofitica (con presencia de cistocarpos). Luego, se procedié a extraer los epibiontes presentes
mediante la desinfeccidn con hipoclorito de sodio al 1%; inmediatamente, se paso por agua dulce, con la
finalidad de causar un cambio osmético reduciendo la presencia de microorganismos y esporas de otras
macroalgas. Posteriormente, las frondas completas se estresaron por desecacion durante 6 horas, induciendo
a la esporulacién (Agrawal 2012). Transcurrido ese tiempo, las algas fueron colocadas en matraces con
agua de mar (filtrada mediante una membrana de celulosa de 0,22 pum) y abundante aireacién. Las algas se
esporularon a una densidad de 150 g de alga reproductiva por litro, obteniendo tras tres horas de
esporulacion la densidad de 1,96x10* carposporas mL™.

2.2 Disefio experimental

Se evalu6 el efecto de la iluminancia (1200 y 2200 lux - equivalentes a 35 y 70 pmol m? s*
respectivamente) y la temperatura (18°C, 20°C y 22°C) de forma combinada sobre el asentamiento y
crecimiento de carposporas de C. chamissoi, cada tratamiento tuvo tres repeticiones. La iluminancia fue
regulada con la altura de un fluorescente sobre las unidades experimentales, mientras que las temperaturas
fueron mantenidas con el uso de termostatos; el fotoperiodo fue de 12h:12h (luz: oscuridad) y la aireacién
fue dosificada equitativamente a 6,5 mg O, L. El periodo experimental tuvo una duracion de 43 dias.

Las unidades experimentales consistieron en recipientes de 1L de capacidad, donde se mezclé 250 mL de
la solucién de esporas antes mencionada con 550 mL de agua de mar (salinidad = 37 ups; pH = 8,15;
desinfectada con hipoclorito de sodio al 0,1% siguiendo el protocolo propuesto por Kawachi y Noél (2005)
y filtrada hasta 0,22 um). En la base de dicho recipiente se colocaron pequefios bastidores con cuerdas de
nylon (como sustrato) obteniendo un area total de 6 cm?.

2.3 Parametros fisicoquimicos y bioldgicos

Se realizaron mediciones diarias de los pardmetros fisicoquimicos como temperatura, pH, salinidad e
iluminancia con el multipardmetro YSI Profesional plus y el luxémetro EZDO DL-204; asi mismo se
realizaron los ajustes correspondientes de salinidad, agregando agua destilada, con la finalidad de evitar el
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estrés osmatico. Se afiadio el fertilizante comercial Bayfolan ® al 0,1% como medio de cultivo (Castafieda
et al. 2018) y se realizaron recambios de agua del 100% cada siete dias. La biometria se realiz6
semanalmente evaluando la cantidad de esporas asentadas en los bastidores utilizando un microscopio Leica
DM500, durante los primeros 36 dias de evaluacion. A partir del dia 22 hasta el 43 se realiz6 la medicion
del crecimiento del talo con ayuda de un estereoscopio Leica Ez4E. No se evalud el asentamiento en el dia
0 para evitar el estrés y despegue de las esporas del sustrato; por otro lado, el diametro inicial de las
carposporas en la solucién fue de 10,9 £ 0,33 pum.

Con la finalidad de registrar informacion estadistica relacionada a la cantidad de carposporas dentro del
area de asentamiento; se tomaron fotografias utilizando el programa asociado al estereoscopio en mencion
LAS EZ 3.4.0; se seleccionaron éreas de 1 cm? aleatoriamente dentro de los bastidores, para ello se utilizé
una lamina milimetrada como referencia. Finalmente, en el caso de la tasa de crecimiento especifico (TCE)
se utilizé la formula propuesta por Ordufia-Rojas y Robledo (1999) multiplicado por 100 para obtener el
valor en porcentual: Donde L; es la longitud inicial y L la longitud en el tiempo t.

L,

TCE (%) = (ln (L—> X t—l) % 100

2.4 Andlisis estadisticos

Se realizo la prueba de Shapiro-Wilk con el fin de determinar la normalidad de los datos, asi como la prueba
de homocedasticidad de Bartlett; siendo la primera no significativa y la segunda determinando
heterocedasticidad en los datos, por lo que para determinar las diferencias entre los tratamientos se opt6 por
la prueba no paramétrica de Scheirer-Ray-Hare (SRH) (Scheirer et al. 1976).

3. Resultados
3.1 Parametros fisicoquimicos

Los valores promedios de temperatura fueron de 18 + 0,7°C, 20 + 0,65°C y 22 + 0,3°C mientras que los
valores promedio de iluminancia se mantuvieron en 1200 + 100 lux y 2200 + 50 lux respectivamente para
cada tratamiento; asimismo durante el periodo experimental la salinidad varid: 37,56 + 1,23 ups y el pH
7,89+0,3.

3.2 Asentamiento

La tabla 1 demuestra la influencia significativa de la interaccion entre factores, siendo la temperatura 22
°C, el nivel donde 1200 lux sobrepasa a 2200 lux en cuanto a la cantidad de tetrasporofitos asentados (Fig.
1). En términos del total de tetrasporofitos fijados por cm?; el mayor valor fue de 193 + 21,07 y 209,33 +
24,58 en el tratamiento de 1200 lux/22 °C y 2200 lux/20 °C respectivamente; mientras que la menor cantidad
observada fue de 57 + 37,64 a 1200 lux/20 °C (Tabla 2).

Tabla 1. Nivel de significancia de la prueba de SHR prueba no paramétrica sobre el nimero de
tetrasporofitos asentados de acuerdo con los niveles de iluminancia y temperatura.

Factor Grados de libertad P

lluminancia 1 0,20
Temperatura 2 0,19
lluminancia/ Temperatura 2 0,01

Tabla 2. Densidad de tetrasporofitos germinantes (DTG) de C. chamissoi por cm? en el dia 36 de cultivo,
bajo condiciones controladas, expresadas en promedio + desviacion estandar.

Iluminancia Temperatura DTG cm?
18 74,66 + 45,52
1200 20 57,00 + 37,64
22 209,33 + 24,58
18 137,00 + 50,69
2200 20 193,00 + 21,07
22 147,33+ 1,15
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Figura 1. Promedio de tetrasporofitos asentados al final del periodo experimental de acuerdo con los niveles
de iluminancia y temperatura (grafico de interaccién).

3.3 Crecimiento de los tetrasporofitos germinantes

La iluminancia ejerce un efecto significativo sobre el crecimiento de los microtalos (Tabla 3). Por otra
parte, como se evidencia en la tabla 4 las mayores longitudes de los microtalos fueron obtenidos a 2200 lux
y los mayores valores de TCE. Cabe destacar que, a esta iluminancia, a diferencia de 1200 lux, hubo mayor
cantidad de epifitos (Fig. 3), lo que indica una preferencia de estos sobre una intensidad luminica alta.

Tabla 3. Nivel de significancia de la prueba de Scherirer-Ray-Hare (SHR), sobre el crecimiento de los
tetrasporofitos germinantes de acuerdo con los niveles de temperatura e iluminancia.

Factor Grados de libertad P

lluminancia 1 0,00
Temperatura 2 0,50
lluminancia/ Temperatura 2 0,26

Tabla 4. Agrupamiento de la prueba de comparacion de pares por longitud promedio y tasa de crecimiento
especifica (TCE) de tetrasporofitos germinantes de acuerdo con los niveles de iluminancia y temperatura.
Letras diferentes indican diferencias significativas.

lluminancia (Lux) Temperatura (°C) Longitud (um) TCE (%)
2200 18 396,692 8,271
2200 22 356,602 8,187
2200 20 336,32% 8,069
1200 22 292,82 7,661
1200 20 251,49% 7,230
1200 18 235,561 7,140
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Figura 3. Tetrasporofitos germinantes de 43 dias de desarrollo correspondientes a los tratamientos de
tratamiento 1200 lux/22 °C (A) y 2200 lux/20 °C (B).

4. Discusion

La determinacion del método de cultivo en algas parte de las estrategias reproductivas que estas poseen, las
cuales difieren segun la especie (Braga 1990; Calderdn et al. 2011; Avila et al. 2011; Bulboa et al. 2013;
Bermejo et al. 2019). Por otro lado, las mediciones de pardmetros biométricos sobre las esporas, como la
tasa de germinacion, supervivencia, crecimiento, entre otros clarifican el potencial uso del ciclo de vida de
la macroalga para realizar su cultivo (Choi et al. 2006; Bulboa et al. 2010; Pacheco-Ruiz et al. 2011; Rafik
2016; Yeh et al. 2019).

4.1 Asentamiento

Los resultados demuestran una mayor cantidad de tetrasporofitos encontrados a condiciones de 2200 lux
con excepcién de 1200 lux/22 °C, esta Ultima iluminancia evidencia un decaimiento propio del éxito de
desarrollo de las carposporas (Tabla 2), influenciadas por la interaccion de los factores (Fig. 1) (Maggs y
Callow 2003; Agrawal 2009). Gonzalez y Meneses (1996) determinaron un mejor rendimiento en la
germinacion de carposporas en C. chamissoi a 60 pmol m2 sty 20 °C en experimentos que realizaron en
el verano, lo cual concuerda con nuestros resultados, encontrandose en la iluminancia de 2200 lux (aprox.
75 umol m2 s%) la mayor cantidad de tetrasporofitos germinantes a 20 °C.

Diversos factores influyen en el asentamiento de las carposporas, entre las que podemos indicar la
naturaleza del sustrato, las interacciones bioticas; asi como la presencia de peliculas bacterianas que alteran
las propiedades fisicoquimicas y topogréaficas del sustrato; ya que pueden inhibir o reducir el asentamiento
de las carposporas (Tabla 2) (Hughes et al. 2018; Arbaiza et al. 2019) y el desarrollo éptimo del disco de
fijacion, el cual es esencial para la supervivencia del alga (Pacheco-Ruiz et al. 2005; Aihua et al. 2006). Es
asi como se observé que diversos tetrasporofitos no se pudieron asentar y se desarrollaron sin adherirse al
sustrato (Fig. 3), por lo que esta peculiaridad no afecta el crecimiento del alga, pese a no estar fijada, pues
esta sigue desarrollandose normalmente, asi mismo la presencia de primordios aseguran una futura fijacion
(Barrientos y Otaiza 2014).

Sin embargo, la menor ocurrencia de tetrasporofitos a 2200 lux/22 °C (Fig. 1) se debi6 principalmente a la
competencia por espacio en el sustrato con Ulva sp. (Fig. 3), tal como menciona Bulboa et al. (2007) que
los zooides de esta alga y de Enteromorpha sp. se encuentran adheridos a los talos de C. chamissoi y con
mayor incidencia en gametofitos; también observadas en el trabajo de Castafieda et al. (2018), por lo que
el vector de contaminacion se encuentra principalmente en la preparacion de la solucién de esporas.

4.2 Crecimiento de los tetrasporofitos germinantes

El efecto causado por los factores ambientales sobre el crecimiento de las carposporas de C. chamissoi, ha
sido reportado por Bulboa et al. (2010), quienes determinaron una TCE de 9,3 + 0,2% d™* para individuos
procedentes de la localidad de Lechagua en primavera, donde las condiciones de trabajo fueron 15 °C y 60
umol m? s, En el presente trabajo el mayor valor de TCE es de 8,27% perteneciente al tratamiento de
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2200 lux/18 °C (75 pumol m2 s, aproximadamente), esta similitud en valores altos de TCE, indicarian que
las condiciones éptimas de cultivo para C. chamissoi se encuentran alrededor de los 15 °C — 20 °C/70 pumol
m?2s7,

De igual manera con Chondrus ocellatus, especie perteneciente a la misma familia de C. chamissoi
(Giartinaceae), se observé que el rango éptimo de condiciones de cultivo sigue la misma tendencia entre
20 °C a 60 pmol m? s (Li et al. 2010), concordando con lo mencionado en el parrafo anterior. Por otro
lado, Ordufia-Rojas y Robledo (1999), trabajando con una temperatura de 28 °C y 10 pumol m? s?
determinaron una tasa de crecimiento de 5.2% d! sobre carposporas de Gracilaria cornea, la cual es inferior
a los determinados para C. chamissoi.

5. Conclusién

Los resultados muestran que, se encontraron diferencias significativas en la interaccion de iluminancia y
temperatura sobre el asentamiento, mas no por separados, siendo producto de la competencia por espacio
con las algas verdes cuya presencia se ve favorecida por una mayor cantidad de luz, por otro lado, el
crecimiento de tetrasporofitos germinantes depende directamente de la iluminancia, encontrandose a 2200
lux los mayores valores de TCE.
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Abstract

The economic importance acquired in recent years by the “Yuyo” Chondracanthus chamissoi (Gigartinales)
makes this macroalga a potential aquaculture resource. It is necessary to know the main aspects of its
cultivation. Therefore, this study aims to determine the effect of illuminance and temperature on the
settlement, germination and growth of germinating tetrasporophytes of C. chamissoi., newly released
carpospores were subjected to one of two illuminance conditions (1200 and 2200 lux) and one of three
temperatures (18, 20 and 22 °C) for 6 weeks. The quantification of settled carpospores was carried out after
7 days of inoculation on nylon racks, and from day 22, measurements of the microthalli that had formed
from settled disks were performed. Our results show a greater settlement at 1200 lux/22 °C with 209.33 £
24.58 germinating tetrasporophytes cm? and the lowest densities of 74.66 + 45.52 and 57.00 + 37.64
germinating tetrasporophytes cm2 were obtained in the treatments of 2200 lux/18 °C and 2200/20 °C lux,
respectively. Significant differences were also found in the interaction of both factors. In addition, at 2200
lux/18 °C, the highest specific growth rate was achieved (SGR = 8.27% d!), followed by 2200 lux/22 °C
and 2200 lux/20 °C with 8.187% d and 8.069% d* respectively.

Key words: germinating tetrasporophytes, illuminance, temperature, settlement

1. Introduction

Chondracanthus chamissoi (C. Agardh) Kiitzing 1843 is a carrageenan macroalga belonging to the family
Gigartinaceae. It is distributed from Paita, Peru (5°S) to Chiloé in Chile (42°S) (Acleto 1986), although it
has also been reported in Korea and Japan (Yang et al. 2015). Generally, this macroalga inhabits hard
substrates, such as rocks and shells located in the intertidal or subtidal zone (Riofrio 2003; Calderén et al.
2011). This species presents a triphasic life cycle with alternating isomorphic generation, where the
gametophytic phase (haploid sexual) is dioecious; that is, male and female organisms are found. After
fertilization, the formation of the cystocarp, also called carposporophyte (diploid), occurs on the female
gametophyte. Within the cystocarps, carpospores are generated, which, when released, settle and
subsequently germinate what we call in the present study germinating tetrasporophytes (asexual diploid).
This last phase of the cycle generates tetraspores that are released through mature tetrasporangial sori and
that upon germination give rise to gametophytic organisms, completing the cycle (Acleto 1986; Avila et al.
2011).

According to the Ministry of Production (2018), the landing of algae in Peru increased from 13,779 metric
tons (MT) in 2008 to 27,538 MT by 2017. The commercial interest of C. chamissoi is due to the properties
obtained from phycocolloids, such as A-carrageenan and k-carrageenan (Salas et al. 2008). The cost per dry
ton of this macroalga for 2007 was US $440, and in 2014, it was US $840 (Rebours et al. 2014). This
increase in production volumes and prices is closely related to increased use in the pharmaceutical, cosmetic
and gastronomic industries (Hayashi et al. 2013). In this context, a negative impact is generated on the
natural meadows of this species (Vasquez and Vega 2001; Flores et al. 2015) that can be aggravated by
global warming and the greater occurrence of the “El Nifio” event (Tarazona et al. 1999; Alvarez and
Vodden 2009). Reasons for which it is essential to generate algal meadows management strategies,
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repopulation and improvements in the cultivation techniques of this macroalgae to make it economically
viable.

Reproduction via spores in the cultivation of marine algae allows high production of organisms with a
reduced number of reproductively mature individuals. This is because the use of concentrated spore
solutions improves the manageability and inoculation of artificial substrates, which are useful in field
cultivation (Pacheco-Ruiz et al. 1989; Castafieda et al. 2018). The settlement, germination and growth of
spores are crucial stages for the establishment and development of the first substrate fixation disk on a
substrate (Fletcher and Callow 1992; Agrawal 2009). Development in these early stages is influenced by
various factors; among them, the availability of light, which is closely related to photosynthetic activity and
depends on its amount, can enhance or inhibit growth (Miranda et al. 2012; Yu et al. 2013; Zhao et al.
2014), as well as temperature, a factor that plays an important role in the growth rates of C. chamissoi,
being higher with increasing temperature. (Tarazona et al. 1999; Bulboa and Macchiavello 2001; Bulboa
et al. 2010; Avila et al. 2011; Zhao et al. 2014).

The objective of this study was to determine the effects of illuminance and temperature on the settlement
and growth of germinating tetrasporophytes of C. chamissoi, under semi-controlled culture conditions.

2. Materials and methods
2.1 Sampling and sporulation induction

The cooperative of Fish and Artisanal Seaweed Workers (COTRAPALMAR) carried out manual extraction
(autonomous diving; 5 m depth) of 2.5 kg of C. chamissoi from La Puntilla Beach (13°48'29,2"S
76°14'58,9"W) in the district of Paracas, province of Pisco-Per(. The collected material was transferred to
the Marine Cultivation Research Laboratory (LICMA) of the Universidad Cientifica del Sur - Pisco
Campus, in a thermal box at 10 °C to avoid sporulation.

Once in the laboratory, the reproductively mature individuals of the carposporophytic phase (with the
presence of cystocarps) were selected. Then, the epibionts present were extracted by disinfection with 1%
sodium hypochlorite; immediately, it was passed through fresh water to cause an osmotic change, reducing
the presence of microorganisms and spores of other macroalgae. The complete fronds were stressed by
desiccation for 6 h to induce sporulation (Agrawal 2012) and then placed in flasks with 0.22 pm filtered
seawater under abundant aeration at a density of 150 g of reproductive algae per liter. After 3 h of
sporulation, a density of 1.96 x 10* carpospores mL™ was obtained.

2.2 Experimental design

The effect of illuminance (1200 and 2200 lux - equivalent to 35 and 70 pmol m2 s respectively) and
temperature (18 °C, 20 °C and 22 °C) were evaluated in a combined manner on the settlement and growth
of C. chamissoi carpospores, and each treatment had three replicates. The illuminance was regulated with
the height of a fluorescent on the experimental units, while the temperatures were maintained with the use
of thermostats; the photoperiod was 12 h:12 h (light:dark), and the aeration was dosed equally at 6.5 mg O
L%, The experimental period lasted 43 days.

The experimental units consisted of 1 L capacity containers, where 250 mL of the aforementioned spore
solution was mixed with 550 mL of seawater (salinity = 37 ups; pH = 8.15; disinfected with sodium
hypochlorite at 0, 1% following the protocol proposed by Kawachi and Noél (2005) and filtered to 0.22
pum). Small racks with nylon ropes (as substrate) were placed at the base of the container, obtaining a total
area of 6 cm?.

2.3 Physicochemical and biological parameters

Daily measurements of physicochemical parameters such as temperature, pH, salinity and illuminance were
performed with the YSI Professional plus multiparameter and the EZDO DL-204 luxmeter. Likewise, the
corresponding salinity adjustments were made, adding distilled water to avoid osmotic stress. The
commercial 0.1% Bayfolan ® fertilizer was added as culture medium (Castafieda et al. 2018), and 100%
water changes were made every seven days. Biometry was performed weekly to evaluate the amount of
spores settled in the racks using a Leica DM500 microscope during the first 36 days of evaluation. From
day 22 to day 43, thallus growth was measured using a Leica Ez4E stereoscope. Settlement was not
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evaluated on day 0O to avoid stress and spore detachment from the substrate; on the other hand, the initial
diameter of the carpospores in the solution was 10.9 + 0.33 pum.

To record statistical information related to the number of carpospores within the settlement area,
photographs were taken using the program associated with the stereoscope mentioned LAS EZ 3.4.0; 1 cm?
areas were selected randomly within the frames, for which a millimeter sheet was used as a reference.
Finally to determine specific growth rate (SGR), the formula proposed by Ordufia-Rojas and Robledo
(1999) was used, with the value multiplied by 100 to obtain the percentage value, where L is the initial
length and L; is the length at time t:

L,
SGR (%) = (ln (L—> X t—l) x 100

1

2.3 Statistical analysis

The Shapiro-Wilk test was performed to determine the normality of the data, the results of which were not
significant. The Bartlett homoscedasticity test was performed to determine the heteroscedasticity in the
data. To determine the differences among treatments, the nonparametric Scheirer-Ray-Hare (SRH) test
(Scheirer et al. 1976) was used.

3. Results
3.1 Physicochemical parameters

The mean temperature values were 18 + 0.7 °C, 20 £ 0.65 °C and 22 £ 0.3 °C, while the average illuminance
values were maintained at 1200 + 100 lux and 2200 + 50 lux, respectively for each treatment; also, during
the experimental period, the salinity varied: 37.56 + 1.23 ups and the pH 7.89 £ 0.3.

3.2 Settlement

Table 1 shows the significant influence of the interaction between factors, with the temperature being 22
°C, the level where 1200 lux exceeds 2200 lux in terms of the amount of settled tetrasporophytes (Fig. 1).
In terms of the total fixed tetrasporophytes per cm?, the highest values were 193 + 21.07 and 209.33 + 24.58
in the 1200 lux/22 °C and 2200 lux/20 °C treatments, respectively, while the lowest amount observed was
57 + 37.64 at 1200 lux/20 °C (Table 2).

Table 1. Significance of the nonparametric SRH test of the number of settled tetrasporophytes according to
the levels of temperature and illuminance.

Factor Degrees of freedom p

Illuminance 1 0.20
Temperature 2 0.19
Temperature/llluminance 2 0.01

Table 2. Germinating tetrasporophyte density (GTD) of C. chamissoi per cm? on day 36 of culture under
controlled conditions.

Illuminance Temperature GTD cm™
18 74.66 + 45.52
1200 20 57.00 + 37.64
22 209.33 + 24.58
18 137.00 + 50.69
2200 20 193.00 £ 21.07
22 147.33+1.15
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Figure 1. Average tetrasporophytes settled at the end of the experimental period according to the
illuminance and temperature levels (interaction graph).

3.3 Growth of germinating tetrasporophytes

Illuminance exerts a significant effect on the growth of microthalli (Table 3). On the other hand, as shown
in Table 4, the longest microthalli lengths were obtained at 2200 lux and the highest SGR values. It should
be noted that, at this illuminance, unlike 1200 lux, there was a greater amount of epiphytes (Fig. 3), which
indicates a preference of these over a high light intensity.

Table 3. Significance of the Scherirer-Ray-Hare (SRH) nonparametric test of the growth of germinating
tetrasporophytes according to the levels of temperature and illuminance.

Factor Degrees of freedom p

Illuminance 1 0.00
Temperature 2 0.50
Temperature/llluminance 2 0.26

Table 4. Grouping of the pairwise comparison test by average length and specific growth rate (SGR) of
germinating tetrasporophytes according to the levels of and illuminance and temperature, different letters

indicate significant differences.

Illuminance (Lux) Temperature (°C) Length (um) SGR (%)
2200 18 396.692 8.271
2200 22 356.60% 8.187
2200 20 336.32% 8.069
1200 22 292.82 7.661
1200 20 251.49% 7.230
1200 18 235.56¢ 7.140
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Figure 2. Germinating tetrasporophyte of 43 days of development corresponding to the treatment treatments
1200 1ux/22°C (A) and 2200 lux /20°C(B).

4. Discussion

The type of culture method to use with algae is determined based on their reproductive strategies, which
vary among species (Braga 1990; Calderdn et al. 2011; Avila et al. 2011; Bulboa et al. 2013; Bermejo et
al. 2019). Biometric parameter measurements of spores, such as germination rate, survival, and growth
clarify the potential use of the macroalga life cycle to cultivate it. (Choi et al. 2006; Bulboa et al. 2010;
Pacheco-Ruiz et al. 2011; Rafik 2016; Yeh et al. 2019).

4.1 Settlement

The results show a greater amount of tetrasporophytes found at conditions of 2200 lux with the exception
of 1200 lux/22 °C. This last illuminance evidence a decay of the development success of the carpospores
(Table 2), influenced by the interaction of the factors (Fig. 1) (Maggs and Callow 2003; Agrawal 2009).
Gonzalez and Meneses (1996) determined a better performance in the germination of carpospores in C.
chamissoi at 60 pmol m2 s and 20 °C in experiments performed in the summer, which agrees with our
results, finding in the illuminance of 2200 lux (approx. 75 umol m2 s'1) the greatest amount of germinating
tetrasporophytes at 20 °C.

Several factors influence the settlement of carpospores, among which we can indicate the nature of the
substrate, biotic interactions, and the presence of bacterial films that alter the physicochemical and
topographic properties of the substrate, since they can inhibit or reduce the settlement of carpospores (Table
2) (Hughes et al. 2018; Arbaiza et al. 2019) and the optimal development of the fixation disk, which is
essential for the survival of the algae (Pacheco-Ruiz et al. 2005; Aihua et al. 2006). This is how it was
observed that various tetrasporophytes could not settle and developed without adhering to the substrate
(Fig. 3), so this peculiarity does not affect the growth of the algae, despite not being fixed, as it continues
to develop normally; thus, likewise, the presence of primordia ensures future fixation (Barrientos and Otaiza
2014).

However, the lower occurrence of tetrasporophytes at 2200 lux/22 °C (Fig. 1) was mainly due to the
competition for space in the substrate with Ulva sp. (Fig. 3), as mentioned by Bulboa et al. (2007), that the
zooids of this algae and Enteromorpha sp. are attached to the thallus of C. chamissoi and with greater
incidence in gametophytes; as also observed by Castafieda et al. (2018), therefore the contamination vector
is mainly found in the preparation of the spore solution.

4.2 Growth of germinating tetrasporophytes

The effect caused by environmental factors on the growth of C. chamissoi carpospores has been reported
by Bulboa et al. (2010), who determined an SGR of 9.3 + 0.2% d* for individuals from the town of
Lechagua in spring, where the working conditions were 15 °C and 60 umol m2 s, In the present study, the
highest SGR value was 8.27%, belonging to the 2200 lux/18 °C treatment (approximately 75 umol m= s°
). This similarity in high SGR values indicates that the optimal culture conditions for C. chamissoi are
approximately 15 °C - 20 °C/70 umol m2 s,
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Similarly, with Chondrus ocellatus, a species belonging to the same family of C. chamissoi (Giartinaceae),
it was observed that the optimal range of culture conditions follows the same trend between 20 °C to 60
umol m2 st (Li et al. 2010), agreeing with what was mentioned in the previous paragraph. On the other
hand, Ordufia-Rojas and Robledo (1999), working with a temperature of 28 °C and 10 umol m? s*
determined a growth rate of 5.2% d* on Gracilaria cornea carpospores, which is lower than those
determined for C. chamissoi.

5. Conclusion

The results show that significant differences were found in the interaction of illuminance and temperature
on the settlement, but not separately, being a product of competition for space with green algae whose
presence is favored by a greater amount of light. On the other hand, the growth of germinating
tetrasporophytes depends directly on the illuminance, with the highest SGR values at 2200 lux.
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