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Resumen

Mazzaella laminarioides es un alga roja que se distribuye en una amplia
banda intermareal, desde la regién subantartica hasta la region templada de
Chile. A lo largo de su distribucidn esta especie esta expuesta a un gran
gradiente ambiental. En este contexto, el objetivo principal de este estudio fue
comprender la estrategia adaptativa involucrada en la respuesta de Mazzaella
laminarioides a la heterogeneidad ambiental. En esta direccién se abordaron los
siguientes objetivos (1) Caracterizarialgunas variables ecofisiolégicas en
terreno, relacionando su comportamiento con la heterogeneidad ambiental, @)
describir la curva de respuesta a factores abidticos relevantes (temperatura y
desecacién), evidenciando la presencia de diferenciacién genética entre
individuos de distinto rigen espacial, y (3) evaluar la variabilidad genetica a

diferentes escalas espaciales.

(1) En terreno, la evaluacion de variables ecofisiolégicas (tasa de
fotosintesis y eficiencia fotosintética) permitié describir la variabilidad de
la respuesta de M. laminarioides ante gradientes ambientales a escala
local y regional. El gradiente ambiental al nivel local (intermareal) fue
mas determinante que el regional para definir diferencias en las
respuestas fisiologicas entre las plantas. En la franja intermareal, las
plantas del extremo superior fueron significativamente mas afectadas

que las del extremo inferior por las condiciones ambientales. A lo largo




del dia, las plantas de la parte alta reducen su eficiencia fotosintética
debido particularmente a la irradiacion y la desecacion. Estacionalmente
la eficiencia fotosintética evidencia una significativa reduccién durante la
primavera y el verano, pero durante el otofio e invierno alcanza valores
altos, semejantes a los de las plantas del margen inferior. Estas
diferencias estacionales reflejan diferentes niveles de aclimatacion a las
condiciones ambientales en plantas de diferente altura intermareal. A
escala regional, las diferencias entre localidades en el comportamiento
estacional de las variables fisiologicas parecen evidenciar diferencias

locales en los factores ambientales que afectan la fisiologia fotosintética.

(2) En el laboratorio, la evaluacién fisioldgica indica que las plantas de M.
laminarioides, independiente de su origen, tiene una amplia curva de
tolerancia a factores ambientales (temperatura y desecacion). Estas
plantas mantienen una tasa de fotosintesis positiva en un amplio rango
térmico (5 - 25° C) y pueden mantener una gran estabilidad cuando son
sometidas transitoriamente a altas temperaturas (30° C). A niveles
moderados de desecacion las plantas pueden incrementar su eficiencia
fotosintética, aunque esta es deprimida significativamente a mayor
pérdida de agua. Sin embargo, las plantas son capaces de recuperar
completamente dicha eficiencia atn después de perder hasta el 60% de
contenido hidrico. No obstante, las diferencias observadas en el 6ptimo

fotosintético, entre plantas de diferentes localidades, evidencia algun




grado de diferenciacién genética en respuesta a los factores

ambientales.

Por ofra parte, juveniles de M. laminarioides pueden crecer en un amplio
rango térmico (5 — 25° C), y a distintos grados de desecacion (0 -4 h de
emersion). No obstante, el crecimiento en juveniles de diferentes
localidades mostr6 diferencias significativas a través del gradiente
térmico (a los 10° y 25° C). En este contexio, no se observaron
diferencias significativas entre juveniles de distintas fases reproductivas,
pero si se observaron entre juveniles provenientes de plantas colectadas
a distintas alturas del intermareal. Por otra parte, la respuesta de
crecimiento a diferentes niveles de desecacién evidencid diferencias
significativas entre juveniles provenientes de plantas de distinta localidad,

fases reproductiva y altura intermareal.

(3) El estudio de la diversidad genética molecular permitié evidenciar que la
estructuracion de la variabilidad genética varia con la escala espacial. La
distancia genética permitié ordenar las poblaciones en dos grandes
regiones. En cada region la relacién entre el grado de diferenciacion y la
escala espacial mostré diferentes patrones. En la regién centro — norte la
diferenciacion genética exhibi6 una clara relacion con la escala espacial,
aumentando progresivamente desde el nivel de parcelas hasta el

regional. En la region centro — sur, en cambio, la diferenciacién entre

Xi




poblaciones muestra una paobre relacién con la distancia, indicando en
algunos casos una mayor diferenciacién entre parcelas de la misma
localidad que entre aquellas separadas por varios kilémetros. Por ofra
parte, el anélisis jerarquico de la variabilidad evidencié que el alcance
del flujo génico en esta especie no es superior a 25-30 m, indicando que
a mayor distancia el flujo génico es insuficiente para contrarrestar la
diferenciacién genética producida por la deriva génica o la adaptacion
local. Sin embargo, atin a menor escala espacial (entre 5 y 30 m), se
observaron diferencias en el grado de la diferenciacién entre individuos.
Esto revela que, a este nivel, la estructuracién de la variabilidad genética
en M. laminarioides es afectada por factores distintos a los referidos a la
distancia. En este contexto, la reducida pero significativa diferenciacién
entre individuos de diferente altura de marea puede estar relacionada
con el gradiente intermareal. Los factores ambientales que definen este
gradiente podrian afectar de manera selectiva la sobrevivencia y/o el
crecimiento de los individuos, y con ello la estructuracién de la

diversidad genética.

En consecuencia, en M. laminarioides tanto la amplia curva de tolerancia
como la diferenciacion genética permiten responder al amplio gradiente
ambiental en el que se distribuye. La plasticidad fisiologica de esta especie
puede dar cuenta de gran parte de la heterogeneidad ambiental. No obstante,

donde las condiciones ambientales ejercen una fuerte presion selectiva la

xii




diversidad genética sera reducida, los individuos con diferente respuesta son

seleccionados en distintas partes del gradiente ambiental.
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Abstract

Mazzaella laminarioides is a red alga that occurs in a wide intertidal band from
subantartic to temperate areas of Chile. Along its distribution this especie is
expose to a great environmental gradient. The main objective of this study was
to understand the adaptive strategy of Mazzaella laminarioides to local and
latitudinal environmental heterogeneity, through (1) the contrasting of various
ecophysiological parameters measured in the field, with environmental
heterogeneity, (2) determination of the species physiological response and
genetic differentiation under laboratory conditions, and (3) evaluation of genetic
differentiation at different spatial scales.

(1) The evaluation of physiological parameters in the field (e.g. rate of
photosynthesis, photosynthetic efficiency) allowed the description of M.
laminarioides response to environmental variability. Local environmental
gradients (tidal height) were more important than regional variability in
explaining physiclogical differences among plants. Mazzaella
laminarioides from the upper intertidal were more affected by
environmental conditions than those from the lower zone. Plants higher
up the intertidal band reduced their photosynthetic efficiency throughout
the day in response to higher irradiation and desiccation rates.
Furthermore, photosynthetic efficiency also varied seasonally, so that
values were reduced in spring and summer. On the other hand, high
efficiency rates were observed in autumn and winter, similar to values

displayed by plants from the lower intertidal. Seasonal differences
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observed between plants evidenced their confrasting acclimation
capacity to fluctuating environmental conditions. Contrasting local
patterns of physiological seasonality suggest that environmental
conditions affect the photosynthetic physiology at a regional scale.

(2) Adult plants showed a wide curve of physiological response to controlled
environmental variables (temperature and desiccation), independent of
their geographic origin. Plants sustained a positive photosynthetic rate
throughout a wide thermal range (from 5 to 25 °C), and additionally
showed great thermal stability when shortly exposed to high temperature
(30 °C). Photosynthetic efficiency improved at moderate levels of
desiccation, although this variable decreased with increased water loss.
However, photosynthetic efficiency recovered its inital level in rehydrated
plants, even when water loss had reached 60%. How ever, in spite of the
wide range of physiological response in M. laminarioides, the regional
differences in optimal photosynthesis and photosynthetic efficiency at
high temperature, evidenced some genetic differentiation in response to
environmental variables.

Furthermore, juvenile plants also grew within a wide thermal range (from
5 to 25 °C) and at different degrees of desiccation (0,1,2,3 and 4 h of
emersion). Nevertheless, the juvenile growth showed differences in plants
from different localities throughout the thermal gradient (at 10° an 25° C).
In this context, juvenile from different reproductive phase was no different

but significant differences were detected in juveniles originating from




plants collected at different tidal level. Furthermore, the degree of
desiccation in juvenile plants affected their growth, but also depended on
their reproductive phase, geographic origin and location within the

intertidal zone.

(3) Restlts on the species genetic diversity showed two spatially divided
groups. The first group, conformed into a north-central region, showed
that genetic differentiation increased progressively from plot to a regional
level. In contrast, differentiation in plants from the south-central region
was poorly related to spatial scale. In some cases, higher differentiation
was shown between plots from the same localities, than those separated
by several kilometers. On the other hand, hierarchical analysis of genetic
variability indicated that gene flow does not go beyond 25-30 m. The
latter implies that gene flow cannot explain differentiation produced by
genetic drift at greater distance. However, different levels of genetic
differentiation were observed within a 5 to 30 m scale. Thus, results
suggested that genetic structure in M. faminarioides was affected by
alternative variables. In this context, significant differentiation observed
in plots from different tidal elevation suggested the effect of an intertidal
gradient. The environmental factors acting within this gradient could
selectively affect the survival and/or growth of plants, thus resulting in

confrasting genetic structures.
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In consequence, the wide curve of tolerance and the genetic
differentiation of M. laminarioides allows to response to the environmental
gradient within its distribution. Thus, the physiological plasticity allows it to
cope with a great part of the environmental heterogeneity. However, high
environmental selective pressure will tend to reduce genetic diversity through
selection of individuals with contrasting responses to particular conditions

throughout environmental gradient.
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CAPITULO |

El problema de estudio




Introduccién

Factores como temperatura, intensidad luminosa, fotoperiodo, salinidad,
desecacién y disponibilidad de nutrientes, pueden variar considerablemente a lo
largo de la costa tanto temporal como espacialmente, y con ello afectar la
distribucién de macroalgas, especialmente intermareales (Liining 1990, Lobban
& Harrison 1994). En este contexto, la temperatura juega un rol preponderante
en los patrones de distribucion de macroalgas a escala latitudinal (para
revisiones ver Breeman 1988, Liining 1990, Wiencke & tom Dieck 1990, Peter &
Breemam 1993, Lobban & Harrison 1994). En el intermareal, los cambios de
marea exponen a las macroalgas a un ambiente fisico cambiante. Durante la
emersion, estos organismos quedan expuestos a una variedad de condiciones
ambientales potencialmente adversas que incluye altas temperaturas, mayor
radiacién solar, desecacion y reduccién en la disponibilidad de nutrientes
(Loining 1990, Lobban & Harrison 1994). Ante este gradiente ambiental, la
tolerancia a la desecacidn seria determinante en la estructuracion vertical de las
algas intermareales (Brown 1987, Thomas et al. 1987a,b, Madsen & Maberly

1990, Beer & Kautsky 1992, Chapman 1985, Davison & Pearson 1996)

Ante la heterogeneidad ambiental, 4cual es la capacidad o rango de
respuesta de las macroalgas intermareales? ¢Es suficiente la capacidad que

tiene cada individuo para responder a todo el gradiente ambiental en que vive la




especie? ¢Existe una capacidad diferencial entre los individuos para responder

al ambiente que varia espacial y temporalmente?

Para entender como responde una especie a la heterogeneidad
ambiental es necesario conocer su rango de respuesta en un contexto
poblacional. Por una parte, el rango de respuesta de una especie puede ser
definido por la amplia capacidad de un individuo, suponiendo que en la
poblacién todos los individuos tienen un rango de respuesta similar, es decir,
cada uno es capaz de asentarse, crecer y reproducirse en todo el gradiente
ambiental en el que se distribuye la especie. En el otro extremo tedrico, cada
individuo en la poblacién puede estar especializado para responder a una cierta
fraccién del gradiente ambiental, de tal forma que el rango de respuesta de Ia
especie es definido por el conjunto de variantes que componen la poblacién
(Lynch & Gabriel 1987, Sultan 1987, 1992, Parsons 1991, 1992, Stearn 1992,
Hoffmann & Blows 1994, Bazzaz 1996). En el primer caso, la plasticidad
fenotipica de cada individuo le permite generar un apropiado fenotipo en un
ampiio rango de condiciones ambientales (Fig. 1-1a). En el segundo, en tanto,
la variacion genética permite que diferentes genotipos, relativamente menos

plasticos, puedan dar cuenta de la heterogeneidad ambiental (Fig. 1-1b).

Plasticidad fenotipica
En general, ambientes heterogéneos donde los individuos experimentan

perfodos frecuentes de estrés relativamente previsibles y de magnitudes no




excesivas, pueden ser determinantes en la seleccién de individuos que
describen una amplia curva de tolerancia a dichas condiciones (Lynch & Gabriel
1987, Parsons 1991). Una amplia curva de tolerancia a las condiciones
ambientales contribuye a que, a pesar del gradiente ambiental, la adecuacion
biolégica sea significativamente afectada sdlo hacia los extremos de
distribucion, donde las condiciones para la sobrevivencia, el crecimiento y/o la

reproduccion se acercan a los limites de tolerancia (Fig. 1-1a).

Esta relacién entre la heterogeneidad ambiental y la seleccién de
individuos con amplia curva de respuesta es coincidente con el habitat que
ocupan las macroalgas intermareales y el rango de folerancia que exhiben
estas especies ante la variabilidad ambiental (Russell 1986, Chapman 1986).
Ante la variabilidad térmica de su ambiente, estudios ecofisioldgicos han
evidenciado que las macroalgas intermareales presentan amplios rangos de
tolerancia, particularmente aquellas especies de regiones templado-frias
(Breeman 1988, Liinning 1990, Peters & Breeman 1993, Pakker et al. 1995).
Mas aun, estudios ecofisiolégicos han evidenciado que el rango de temperatura
en el que vive una especie pareciera ser un rasgo que varia muy poco a lo largo
del rango de distribucién (Breeman 1988, Liining 1990, Peters & Breeman
1992). En este sentido, diferencias en los requerimientos térmicos entre
individuos colectados en distintos sitos a lo largo del rango de distribucién
podria indicar que las muestras corresponden a diferentes especies.

Consecuentemente, rasgos como extremos de tolerancia y amplitud del rango




de tolerancia térmica han sido considerados en el estudio de problematicas
histdricas y biogeograficas (Peters & Breeman 1992, Pakker et al 1994, 1995,

Bischoff & Wiencke 1996).

Por otra parte, en el ambito local, el rango de tolerancia a la desecacion
ha sido estrechamente correlacionado con la altura intermareal ocupada por las
distintas especies (Smith & Berry 1986, Smith et al. 1986, Brown 1987, Madsen
& Maberly 1990, Beer & Kauisky 1992, Davison & Pearson 1996). Especies con
una capacidad de tolerar mayores niveles o tiempos de exposicion a la
desecacion ocupan posiciones mas altas en la zona intermareal. Una relacién
semejante ha sido observada respecto a la tolerancia a la temperatura (Smith &

Berry 1986) y a la tasa de incorporacién de nutrientes (Hurd & Dring 1990).

Un amplio rango de tolerancia a las condiciones ambientales implica que
los individuos son capaces de adecuar su fenotipo (bioquimica, fisiologica o
morfolégicamente), respondiendo con relativa eficiencia a los requerimientos del
ambiente. En este contexto, la curva de respuesta que describe la adecuacion
bioldgica de un genotipo a través de un gradiente ambiental podria ser
considerada como una expresién especial de la norma de reaccion (Fig. 1-1a;
Lynch & Gabriel 1987). Esta particular norma de reaccion, que describe un
Optimo y un rango de tolerancia a través de un gradiente ambiental, puede ser
entendida, dependiendo de su amplitud, como la relativa insensibilidad de Ia

adecuacion biolégica de un genotipo a través de un determinado rango




ambiental (Lynch & Gabriel 1987, Stearns 1992). En consecuencia, la curva de
tolerancia observada en una especie de macroalga intermareal, ante faciores
ambientales como la temperatura o la desecacidon, puede ser concebida como

un caso particular de plasticidad fenotipica.
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Figura 1-1: Modelos de respuestas de una especie a la heterogeneidad
ambiental en un contexto poblacional. a}) Amplia curva de respuesta fenotipica
(norma de reaccidn) de un genotipo representando a todos los individuos de la
poblacion, los cuales tienen una curva de respuesta similar; b) Curvas de
respuestas fenotipicas de distintos genotipos en una poblacion, respondiendo
cada uno a una fraccion diferente del gradiente ambiental.




Variacion genotipica
Complementariamente, la sensibilidad de una especie a ambientes

variables debe ser considerada como una funcion tanto de la amplitud
adaptativa (o plasticidad) de cada genotipo, como de la variacidn (o
diferenciacidn) de los distintos individuos en torno a un éptimo (Fig. 1-1b; Lynch
& Gabriel 1987, Parsons 1991, 1992, Stearn 1992, Hoffmann & Blows 1994,
Hoffmann et al. 1995). Por consiguiente, la amplitud de tolerancia individual y la
variacién genética poblacional de la respuesta pueden constituir mecanismos
de adaptacion complementarios, que desarrollan especies expuestas a

ambientes variables (Parsons 1991, 1992, Sultan 1992, Pigliucci 1996).

En este sentido, la gran extension latitudinal de muchas especies de
macroalgas, y su relativa estabilidad a lo largo del gradiente climatico, permite
esperar una respuesta de diferenciacién clinal o ecotipica a lo largo de su
distribucion geografica. Diferentes ejemplos de diferenciacion ecotipica han sido
reportados para muchas especies de algas a través de experimentos de
transplante y cuitivos en laboratorioc bajo condiciones semejantes (“jardin
comun”) (Breeman 1988, Gerard 1990, Wiencke & tom Dieck 1990, Pakker et
al. 1994, Molenaar & Breeman 1994, Molenaar et al. 1996). Asi, por ejemplo, a
escala geografica se han identificado diferencias fisiologicas y ecolégicas con
eventual base genética, gatilladas por gradientes de temperatura, salinidad y
cambios en fotoperiodo. A escala micro-geografica, la informacién de

diferenciacion genética es més reducida (Chapman 1986, Innes 1988, Coyer et




al. 1997, Lu & Williams 1994, Williams & Di Fiori 1996), aunque, se destacan los
trabajo de Innes (1988) y los de Willimas y Di Fiori (1996) que, estudiando
sistemas enzimaticos, evidenciaron la diferenciacion de fenotipos
electroforéticos a muy pocos metros de distancia tanto en Enteromorpha linza
(Chlorophyta) como en Silvetia compresa (Phaeophyta) respectivamente.
Ambos trabajos discuten el posible efecto del fuerte gradiente intermareal en la

diferenciacion local encontrada.

De acuerdo a estos antecedentes, cabe la pregunta sen qué medida la
plasticidad fenotipica o curva de tolerancia, y la variabilidad genética en la
expresion de esta curva, forman parte de las adaptaciones con que las
macroalgas intermareales pueden responder al gradienie ambiental en que se

distribuyen?

Especie de estudio

Mazzaella laminarioides (Bory) Frederiq (Gigartinales, Rhodophyta)
reune atributos bioldgicos que son relevantes para el estudio del problema
descrito. Esta especie presenta un ciclo de vida trifasico caracteristico de algas
rojas (Fig. 1-2), donde dos de sus fases reproductivas son isomérficas de vida
libre: la fase gametofitica (haploides) y la tetrasporofitica (diploide). Dado que
su sistema reproductivo es dioico, la especie presenta dos tipos de individuos
gametofiticos: machos y hembras. Los individuos de ambas fases reproductivas

estan formados por un disco basal y un variado niimero de frondas lanceoladas
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Fecundacioén

Gametofito
Femenino (n)

Gametofito
Masculino (n)

= b
Carposporofito
(2n)

Carpoesporas

Tetraesporas (n) ‘ MelOSIS/ (2n)

Esporofito (2n)
c (Tetraesporofito)

Fig. 1-2: Mazzaella laminarioides . a) Planta sin estructuras reproductivas
visibles, b) Planta gametofitica femenina con cistocarpos (carposporofito y tejido
gametofitico envolvente) insertos en la fronda, c) Ciclo de vida trifasico,
mostrando las tres fases reproductivas (gametofito, esporofito y carposporofito).
La fecundacion ocurre en la fronda del gametofito y la meiosis en la fronda del

esporofito.
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que pueden alcanzar hasta 30 cm de largo y 5 cm de ancho (Fig. 1-2a y b). Su
distribucién se extiende desde algunas islas subantarticas por el sur hasta
Coquimbo por el norte (30° S) (Fig. 1-3; Hoffmann & Santelices 1998). La zona
intermareal, particularmente en la zona central de Chile, llega a presentar
poblaciones extensas que forman un amplio cinturén permanente (Fig. 1-4;
Hannach .& Santelices 1985, Hannach & Waaland 1986, Santelices 1989,

Hoffmann & Santelices 1998).

Latitudinalmente, la temperatura pareciera ser determinanie en la
distribucion de esta especie. La evaluacion de los requerimientos de
temperatura para crecimiento y supervivencia, hecha por Wiencke y tom Dieck
(1990) para varias especies, establecié para gametofitos de M. faminariocides un
rango entre 0 y 15° C, lo cual coincidié con el limite sur, pero fue inconsistente
con su extremo norte de distribucion, que se extiende aproximadamente hasta
la isoterma de verano de 18° C. Los autores de este estudio sugieren la
existencia de ecotipos entre las poblaciones de las islas del extremos sur donde
fueron tomadas las muestras vy las de! limite norte de distribucion. Estos
resultados experimentales también contrastan con aquellos obtenidos en una
poblacién de Chile central (Luxoro & Santelices 1989) donde se observd una
alta tasa de crecimiento a 20° C en individuos juveniles de ambas fases

reproductivas.




12

-20

Cogquimbo -30
*— Santiago

=40

=50

=" Pta. Arenas

Fig. 1-3: Distribucién geografica de M. laminarioides Esta especie también
crece en las Islas subantarticas de Kerguelen y Crozet (no indicadas en el

mapa).
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Figura 1-4: Distribucion intermareal de M. /laminarioides. Las llaves (en rojo)

indican el ancho del cinturén intermareal ocupado por la especie.
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Localmente, los factores abidticos parecen ser determinantes en la distribucién
de esta especie en la zona intermareal. Su limite superior, por ejemplo, parece
estar determinado por factores ambientales adversos, incluyendo alta
intensidad luminosa, altas temperaturas y desecacion, pues las plantas
ubicadas a mayor altura en el intermareal se decoloran y pierden trozos de
fronda durante el verano (Santelices 1989). Los estados juveniles parecen ser
muy sensibles a los factores abidticos como la desecacién, requiriendo de
sistemas frondosos de ofras especies (Santelices 1989), o conespecificos, para
su crecimiento. Consecuentemente, mucho del reclutamiento se realiza bajo el
dosel de plantas de la misma especie. Diferencias en la sobrevivencia a la
desecacién y en la tasa de crecimiento a distintas temperaturas entre individuos
juveniles de distinta fase reproductiva han sido sugeridas como responsables
de la dominancia diferencial de ambas fases en distintos niveles del intermareal
(Luxoro & Santelices 1989). En las zonas mas altas del intermareal se observa
que la fase gametofitica es relativamente mas abundante que la esporofitica. En
tanto que la abundancia de la fase esporofitica parece ser mas dominante hacia
niveles mas bajos del intermareal (Hannach & Santelices 1985, Santelices
1989, Hoffmann & Santelices 1998). Estas diferencias pueden ser consideradas
como una respuesta adaptativa o divergencia ecoldgica en un ambiente
fluctuante (Littler & Littler 1983, Luxoro & Santelices 1989, Destombe et al.
1993). Si bien la informacion disponible indica que ambas fases parecen

responder de manera diferencial a las condiciones ambientales, no existe
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informacion ecofisiolégica que compare individuos provenientes de distintos

niveles en la zona intermareal.

Asi, en virtud de estos antecedentes es posible reformular las preguntas
planteadas anteriormente en el contexto de la especie en estudio: jEn qué
medida la curva de tolerancia de un individuo puede responder a la variabilidad
ambiental a la que esta expuesta M. laminarioides a lo largo de su distribucién
latitudinal? O ;existen diferencias en la curva de tolerancia a las condiciones
ambientales entre individuos de distinto origen geografico? Del mismo modo,
¢puede la curva de tolerancia de un individuo responder a la heterogeneidad
ambiental en que vive esta especie en el intermareal? Por Ultimo, y de manera
complementaria, /existen diferencias en la curva de tolerancia entre individuos

de distinta fase reproductiva?




Hipotesis
Como ha sido descrito para otras macroalgas intermareales, el ambiente
en que se distribuye M. laminarioides puede ser altamente heterogéneo. En
este contexto, la respuesta adaptativa de una especie puede estar definida por
una amplia curva de tolerancia al gradiente ambiental (Lynch & Gabriel 1987,
Parsons 1991). Los aniecedentes indican que M. laminarioides presenta un
amplio rango de tolerancia a la temperatura en individuos juveniles (Luxoro &
Santelices 1989, W}encke y Dieck 1990). Sin embargo, las discrepancias entre
observaciones realizadas con individuos de diferente latitud parecen indicar la
presencia de diferenciacion clinal o ecotipica en respuesta al gradiente térmico.
Esta diferenciacion podrfa estar favorecida por la limitada capacidad de
dispersion evidenciada en esta especie (Camus & Hoffmann 1989), la que
dependiendo de la distancia puede promover diferentes grado de diferenciacion
genética (Faugeron 2002). En consecuencia, a nivel latitudinal, es posible
predecir que:
1. Junto a una amplia curva de tolerancia individual, debieran
observase diferencias en la curva de tolerancia (i.e a la
temperatura) entre individuos de distinto origen geografico (Fig.

1-5).

A nivel local no existen antecedentes que permitan advertir la existencia
de diferencias en la curva de tolerancia a la temperatura o la desecacion entre

individuos que ocupan alturas diferentes en la zona intermareal. Aunque en
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algunas pocas especies de algas existen evidencias de diferenciacidn a
pequefia escala (Innes 1988, Williams & Di Fiori 1996, Wright et al. 2000}, en M.
laminarioides los antecedentes indican que la diferenciacion genética aparece a
partir de 25-30 m (Faugeron et al. 2001), por lo cual no debiera esperarse la
ocurrencia de diferenciacion genética en la reducida escala espacial en la que
se establece gradiente intermareal. Por consiguiente, es posible predecir:

2. Ausencia de diferencias en la curva de folerancia enire individuos

que ocupan diferente altura en el intermareal (Fig. 1-1a).

Sin embargo, las diferencias en sobrevivencia a la desecacion y en la
tasa de crecimiento a distintas temperaturas entre individuos juveniles de
distintas fases reproductivas (Luxoro & Santelices 1989) y la dominancia
diferencial de cada fase en distintos niveles del intermareal (Hannach &
Santelices 1985), permite distinguir diferencias en la respuesta al gradiente
intermareal entre individuos de distinta fase. Por lo cual es posible predecir:

3. La existencia de diferencias en la curva de tolerancia entre

individuos de distinta fase reproductiva (gametofitica vy

esporofitica).

A modo de hipotesis general, se plantea que la respuesta adaptativa de
M. laminarioides estd determinada principalmente por una amplia curva de

tolerancia individual con el que responde al gradiente ambiental en el que vive,
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aunque también presenta diferencias en la amplitud de respuesta entre

individuos de distinto origen geografico y diferente fase reproductiva.

d
N
5
4]
i)
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=%
n
[
14
>
Gradiente ambiental
b
N
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[12]
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o
(14
>
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Fig. 1-5: Modelos de respuestas de una especie a la heterogeneidad ambiental
en un contexto poblacional. a) Curvas de tolerancia de distintos genotipos que
difieren en la magnitud (optimo) de respuesta ante el gradiente ambiental; b)
Curvas de tolerancia de distintos genotipos que difieren en la magnitud y/o la
amplitud (limites) de tolerancia ante el gradiente ambiental.




19

Objetivos

En orden a comprender la estrategia adaptativa involucrada en la

respuesta de M. laminarioides a la heterogeneidad ambiental en que se

distribuye, en el presente estudio se plantearcn los siguientes objetivos:

1.

Caracterizar algunos parametros fotosintéticos en terreno, relacionando su
comportamiento con la heterogeneidad ambiental en que se distribuye M.

laminarioides en la zona intermareal (Capitulo II).

Describir la curva de respuesta de M. laminarioides a factores abibticos
relevantes como la temperatura y desecacion y, eventualmente, evidenciar
la presencia de variabilidad en la capacidad de respuesta entre individuos
de distinto origen espacial (geografico e intermareal) y diferente fase

reproductiva (Capitulo I).

Caracterizar la variabilidad genética y su patrén de estructuracion en M.
laminarioides, evaluando el grado de diferenciacion genética entre
poblaciones a nivel regional y local, la escala a la cual ocurre la extensién
del flujo génico, y la distribucién de la variabilidad genética en la zona

intermareal (Capitulo 1V).




CAPITULO I

Variabilidad de la respuesta fotosintética de

M. laminarioides en terreno
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INTRODUCCION

A lo largo de su distribucidn, las macroalgas que habitan [a zona
intermareal estan expuestas a fuertes gradientes ambientales locales y
regionales (Liining 1990, Lobban & Harrison 1994). Alli, tanto el gradiente
climatico latitudinal como la variabilidad estacional y las fluctuaciones de marea,

generan un ambiente altamente heterogéneo.

Numerosos trabajos han procurado dilucidar el efecto de esias
condiciones estresantes sobre las algas intermareales, enfatizando los efectos
de la temperatura (i.e. Davison 1891, Kiiber & Davison 1993, Peter & Breemam
1993, Bruhn & Gerard 1996), de la intensidad luminosa (Harbert & Waaland
1988, Franklin et al. 1992, Henley 1993), de la incorporacion de nutrientes (Hurd
& Dring 1990, Madsen & Maberly 1990, Einav et al. 1995), o de la desecacién

(Smith & Berry 1986, Smith et al. 1986, Brown 1987, Beer & Kautsky 1992).

A pesar de que estos estudios han contribuido con una detallada
informacién sobre los efectos fisiologicos de algunos factores ambientales
especificos, muchos de ellos han sido desarrollados en laboratorio, prestando
escasa atencion a la heterogeneidad ambiental y sus efectos fisiologicos sobre

las algas a lo largo de su distribucion (vertical y latitudinal).
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Un cierto namero de estudios de parametros fisioldgicos en terreno ha
entregado informacion relevante con respecto a los efectos de la variabilidad
ambiental sobre las plantas en la zona intermareal. En este contexio, la
susceptibilidad de la fotosintesis a diferentes faciores ambientales {Davison
1991, Havaux 1992, Hanelt et al. 1993, Matta & Chapman 1995, Davison &
Pearson 1996), hace que la evaluacién de parametros fotosintéticos constituya
una aproximacion especialmente pertinente para analizar los efectos que Ia
variabilidad de las condiciones ambientales impone sobre las algas en terreno.
La productividad de una planta estd directamente relacionada con la tasa
fotosintética, la cual a su vez esta determinada por una compleja interaccion
entre el aparato fotosintético y el ambiente. Si bien las caracteristicas del
aparato fotosintético determinan la capacidad maxima de la fotosintesis, la
medida en que esta capacidad es alcanzada depende de los parametros
ambientales. Asi por ejemplo, la variabilidad temporal y espacial de las
condiciones de luminosidad demanda, en las macroalgas, un ajuste constante
del proceso fotosintético, con el objeto de alcanzar una mayor capacidad y
prevenir la fotoinhibicién (reduccién de la eficiencia fotosintética debida a alta
intensidad luminosa; Herbert & Waaland 1988, Hanelt et al. 1993, Bruhn &
Gerard 1996, Ensminger et al. 2000). Adicionalmente, otros factores como la
temperatura pueden, dentro de un cierto rango, favorecer la eficiencia de la
fotosintesis, y en otros exacerbar los efectos fotoinhibitorios de la luz (Havaux
1992, Kiibler & Davison 1923). Por otra parte, la desecacion puede conferir

cierta proteccion contra la fotoinhibicion (Havaux 1992, Lu & Zhang 1999).
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La tasa de fotosintesis, evaluada a través de la produccién de oxigeno, y
la eficiencia fotosintética o cuantica maxima (opp), estimada a través de la
emision de fluorescencia de la clorofila a, son dos de los parametros usados en
estudios sobre los efectos de las condiciones ambientales sobre macroalgas
(Herbert & et al. 1988, Hanelt et al. 1993, Ensminger et al. 2000 y 2001). La
vuinerabilidad del sistema fotosintético frente a los distintos factores de estrés
depende de la estabilidad del fotosistema Il (PSIl), y de los mecanismos de
proteccién o reparacién de este fotosistema (Havaux 1992, Strasser ef al. 1995,
Lu & Zhang 1999). En este contexto, el andlisis de la sefial de fluorescencia
constituye una técnica de estudio poderosa y no invasiva, ya que provee
informacién acerca de la estructura, conformacién y funcidon del aparato
fotosintético y, especialmente, del PSIl (Havaux 1992, Strasser et al. 1995,

Canningham et al. 1996, Lazar 1999).

En consecuencia, el objetivo del presente capitulo es evaluar la tasa de
fotosintesis y eficiencia fotosintética maxima en terreno y, con ello, relacionar su
comportamiento con la variabilidad ambiental en que viven las algas en la zona

intermareal.

En el contexto de este objetivo, Mazzaella laminarioides (Bory) Frederig
(Gigartinales, Rhodophyta), una especie intermareal, reline atributos

especialmente relevantes para la evaluacién propuesta. Su extensa distribucion




24

a lo largo de la costa de Chile (desde las islas subantarticas hasta Coquimbo)
permite comparar los parametros fisiolégicos entre localidades. Por otra parte,
en la zona intermareal, particularmente en la zona central de Chile, esta especie
presenta extensas poblaciones que forman un cinturén permanente y
monoespecifico a una altura media (Fig. 1-4; Hannach & Santelices 1985,
Hannach & Waaland 1986, Santelices 1989, Hoffmann & Santelices 1998), lo
que permite hacer comparaciones fisioldgicas entre individuos ubicados a

diferentes alturas en la zona intermareal.

Adicionalmente, las diferencias fisiolégicas y ecoldgicas observadas en
esta especie entre las fases reproductivas de vida libre (Hannach & Santelices
1985, Luxoro & Santelices 1989) permiten predecir un comportamiento
diferencial de los parametros fotosintéticos entre ambas fases reproductivas,
por lo cual también resulta de interés distinguir entre ambas fases al comparar

la fisiologia fotosintética en terreno (Cap. 1).
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MATERIALES Y METODOS
Material y sitios de estudio

Frondas de M. laminarioides fueron recolectadas en tres localidades:
Parque Nacional Fray Jorge (30° 40’ S); Maitencillo (32° 38" S); y Pucatrihue
(40° 28" 8) (Fig. 2-1). En el Parque Nacional Fray Jorge, localidad cercana al
extremo norte de su distribucién, M. laminarioides conforma una franja en el
intermareal medio, muy semejante a lo descrito para la zona central (Santelices
1989). No obstante, la irregularidad del roquerio no permite observar
plataformas muy extensas (Fig.2-2a). El sitio de estudio en esta localidad
estuvo conformado por un conjunto rocoso irregular con amplia franja
intermareal de 1,5 a 2,5 m de ancho ocupada M. laminarioides, con sitios
expuestos y semiexpuestos al oleaje. El limite superior de esta franja alcanzé a
los 2,8 - 3,2 m de altura, en tanto que el limite inferior estuvo entre 1 y 1,5 m de

altura sobre el nivel mas bajo de mareas (0 m).

En la localidad de Maitencillo, ubicada al centro — norte de distribucién de
la especie, las poblaciones de M. laminarioides forman un amplio cinturén que
ocupa el nivel medio de la zona intermareal (Fig. 2-2b). El sitio de estudio lo
constituyd un conjunto rocoso continuo de 10 a 20 m de extension lineal, y de
exposicion variable al oleaje. Dependiendo del grado de inclinacion de las rocas
las plantas se distribuyen en una franja intermareal de 1,5 a 3,6 m de extension

vertical, cuyo limite superior se situd entre 2,3 y 2,5 m de altura, en tanto que el
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borde inferior se ubico alrededor de 1 m de altura sobre el nivel mas bajo de

marea (0 m).

En Pucatrihue, situada en el centro — sur de la distribucién de M.
laminarioides, la especie cubre extensas superficies (Fig. 2-2c). Como sitio de
estudio fue seleccionado un conjunto de formaciones rocosas donde se
distingui6é una franja variable, dependiendo de la pendiente, de 1 — 2,5 m de
extension vertical. Su limite superior se ubicé entre 1,8 y 3,4 m de altura sobre
el nivel mas bajo de mareas (0 m), en tanto que el inferior se situd entre 1,0 y

1,3 m sobre el nivel cero.

En cada localidad, y para los diferentes experimentos, se recolectaron
dos grupos de plantas. El primero, constituido por plantas del intermareal alto,
es decir, provenientes de una franja de 30 a 40 cm de ancho ubicada en el
borde superior del cinturén intermareal de M. laminarioides; y el segundo, por
plantas ubicadas en el nivel intermareal mas bajo, definido por los Gltimos 30 a

40 cm de la franja (Fig. 2-3).

El procedimiento experimental seguidc en este estudio evaliia la
variabilidad de la tasa de fotosintesis y la eficiencia fotosintética (a) en distintos
momentos del dia (seguimiento diario} y (b) en distintos periodos del afio

(seguimiento estacional) en distintas localidades.
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Fray Jorge

Maitencillo -

Pucatrihue

Figura 2-1: Ubicacidon geogréafica de las localidades usadas para realizar el

estudio.
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Figura 2-3: Cinturén intermareal de M. laminarioides. Las lineas blancas

demarcan los limites de la distribucion de esta especie en el intermareal. Las
llaves (en rojo) indican la franja en el borde superior y la del borde inferior del
cinturén de donde fueron colectadas, respectivamente, las plantas de la parte
alta y baja del intermareal.
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a) Seguimiento diario

Fotosintesis. La evaluacion de la tasa de fotosintesis en distintos horas del dia
se llevd a cabo en Maitencillo durante la primavera (noviembre del 2000). En
esta localidad se tomaron muestras de plantas de ambas alturas del intermareal
y de ambas fases reproductivas (cistocarpicas (gametofitos femeninos) vy
tetrasporofiticas), identificando cada fase por la presencia de estructuras
reproductivas. De cada planta se seleccionaron frondas libres de enddfitos y
estructuras reproductivas, las que fueron cepilladas y enjuagadas con agua de
mar filtrada. Con la ayuda de un cilindro metalico se obtuvo, de la zona media
distal de cada fronda, uno o mas discos de tejido de aproximadamente 1 cm de
diametro. Estos discos fueron colocados en frascos de vidric (256 mL) vy
mantenidos en agua de mar filtrada durante foda la noche, a temperatura

ambiente.

Al amanecer del dia siguiente, los frascos con discos fueron expuestos a
las condiciones ambientales, a 3 — 5 m de donde fueron colectadas las plantas.
Para ello, los frascos destapados fueron colocados en bandejas, de
aproximadamente 8 cm de profundidad, conteniendo agua de mar. El agua en
la bandeja fue cambiada cada 10 o 15 min (o con mayor frecuencia cuando fue

necesario) a fin de mantener la temperatura relativamente constante (15 £ 2° C).

A partir de las ©:00 y hasta las 19:00 h se evalué la tasa de fotosintesis

de los discos a intervalos de 2 h. En cada oportunidad, se tomaron dos discos
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de 5 plantas de ambas alturas en el intermateal, transfiriendo cada par a un
nuevo frasco. Cada uno de éstos fue llenado con agua de mar microfiltrada (0,2
um) y herméticamente cerrado, cuidando de no dejar burbujas en su interior.
Para tres frascos controles, sin muestras en su interior, se sigui® el mismo
procedimiento de llenado. Luego, cada frasco fue expuesto al ambiente en una
nueva bandeja con agua de mar fresca por 30 - 35 min. La concentracion de O»
disuelta en el agua al inicio y al final de este periodo de exposicién fue
registrada mediante un oxigenometro (Oxical-S WTW EO-196). La tasa de
fotosintesis fue determinada a fravés de la diferencia en la concentracion de O»

entre el inicio y final de la exposicién a las condiciones ambientales.

Fluorescencia. La emision de fluorescencia fue evaluada en la {ocalidad de
Maitencillo y procurd evidenciar el efecto de los cambios de marea sobre el
aparato fotosintético en plantas ubicadas a distinta altura en la zona
intermareal. Por consiguiente, el registro de la fluorescencia se realizé en
muestras recolectadas en al menos tres momentos diferentes del dia: durante
marea alta, en marea baja y cuando la marea se encuentra subiendo. En cada
ocasién se recolectaron 10 plantas de ambas alturas del intermareal, sin
distinguir entre fases reproductivas. Inmediatamente después, se tomaron
muestras de tejido de aproximadamente 1 cm de diametro, de la zona media -

distal de frondas estériles y libres de epifitos. Estas muestras fuercn dispuestas

individualmente en pequefias bolsas plasticas (de 10x15 cm) sin agua, a modo
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de conservar el nivel de desecacién alcanzado al momento de ser colectadas.
Las bolsas con muestras de tejido fueron mantenidas en oscuridad y a una
temperatura de 8 = 2° C por 30 a 40 min. Luego de este periodo se midio la
emision de fluorescencia de cada muestra usando un fluorimetro portatil (Plant
Efficiency Analyser PEA, Hansatech Ltda., King's Lynn, Norfolk, Inglaterra).
Este monitoreo de la emision de fluorescencia de distintas horas del dia se
realizd en la misma localidad en tres épocas del aifio: en abril y noviembre del
2000, y en enero del 2001. En esta ultima evaluacion las muestras de plantas
del nivel alto del intermareal fueron colocadas en bolsas plasticas vacias y en
bolsas con agua de mar filtrada, con el objeto de registrar {a fluorescencia en
plantas tanto con el nivel de desecacidn alcanzado al momento de la colecta

como en muestras rehidratadas.

Durante las observaciones realizadas en verano (enero del 2001) se
evaluaron distintas variables que son resumidas en la Tabla 2-1. A lo largo del
dia se registré la densidad de flujo foténico (usando un fotémetro Li-cor Mod. Li-
189), la temperatura y la humedad relativa del aire (usando un higrometro Delta
OHM HB8501H). La temperatura en la franja del intermareal ocupado por M.
faminarioides también fue registrada: a una altura de 3 - 5 cm de la superficie de
la roca descubierta, directamente en contacto con ella, y entre las plantas de

ambas alturas en el infermareal. El nivel de desecacion alcanzado por las

plantas de
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Tabla 2-1: Variables ambientales medidas en la localidad de Maitencillo. Los
valores registrados corresponden a los de un dia despejado en el mes de
Enero, donde la altura de la marea mas baja alcanzé a los 0,42 m sobre el nivel
0 m de marea, a las 14:40 hr. Las variables t,° y %HR, corresponden a la
temperatura (°C) y la humedad relativa del aire (%), medidas en el sitioc de
estudio; ts°, %HRg; la temperatura y la humedad relativa obtenida entre 2 a 5
cm sobre la roca en zonas mas altas A) y mas bajas (B) de la franja intermareal
ocupado por M. laminarioides, en areas carentes de plantas; t.° temperatura
registrada en contacto con [a roca; t,° corresponde a la temperatura medida
entre las frondas de las plantas de distintas alturas en el intermareal; %HR,
humedad relativa medida de las frondas de distintas plantas de diferentes
alturas en el intermareal.

Ambiental Sobre Roca Roca En plantas
Hora t.°  %HR, Altura t° %HR,, te ta° %HR,
12:30 18,5 83 20-23 - - 20-22 69,5+2,8
18 -19 - - 18 —18 73,7+0,6

13:30 19,5 83 20-21 72-74 27-28 21-25 74,4 +2,0

18-23 85-—-86 21-23 19-23 743+1,0
25-27 55-72 31-33 31-33 44517
24-29 5577 26-28 23-27 73,8+43
26-30 45-48 33-34 27-30 3271
21-23 75-77 20-22 21-21 749+ 1,8

15:30 20,5 88

17:30 20,0 80

D>rmPw >W P

ambos extremos del intermareal fue estimado a través de un protimetro
(Protimeter plc, Digital Mini). Este instrumenio registra la humedad relativa del
tejido, entregando valores de entre el 70% y 75% para frondas completamente
hidratadas y de 30 y 35% para frondas que han perdido entre 70% y 75% de su
contenido de agua. En este rango, bajo condiciones de laboratorio, la. pérdida

de agua desde las frondas es una funcién lineal del tiempo (y= 0,46x + 91,9; r2

= 0,94).
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b) Seguimiento estacional

Fotosintesis. La evaluacién de la tasa de fotosintesis procurd comparar el
comportamiento fotosintético entre dos localidades y en distintas épocas del
afo. En Maitencillo y Pucatrihue se realizd durante el invierno (agosto de 1999},
el verano y el otofio (enero y abril - mayo del 2000). En Fray Jorge y Pucatrihue
la evaluaciéon se llevé a cabo durante el invierno y la primavera (julio y
noviembre del 2000). En cada localidad, para cada evaluacion, se colectaron 10
plantas de ambas alturas en la zona intermareal y fases reproductivas. La
seleccion de frondas y obtencién de muestras de tejido se realizé de la forma ya
indicada en la seccion anterior. Sin embargo, la exposicion a condiciones
ambientales y la evaluacion de la tasa de fotosintesis se realizé sélo en un
momento del dia, procurando evitar exposiciones a densidades de flujo foténico
por sobre los 1500 pmoles fotones m? s; radiaciones en las que las plantas se

podrian evidenciar sintomas de fotoinhibicion.

Fluorescencia. El monitoreo de la emisién de fluorescencia en este caso,
procuré evaluar de manera comparativa el comportamiento del aparato
fotosintético entre distintas localidades y periodos del afio. Este monitoreo se
realizé en forma paralela a la evaluacién anterior, incluyendo observaciones
adicionales en primavera (octubre — noviembre de 1999) en Maitencillo y

Pucatrihue. Como en la seccion anterior para cada evaluacion se colectaron 10

plantas de ambas alturas en el intermareal, y fases reproductivas. Las muestras
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de tejido obtenidas de la forma ya indicada fueron transportadas al laboratorio,
debidamente individualizadas en bolsas plasticas con agua de mar micro
filtrada, manteniéndolas a 8 + 2° C. Veinticuatro horas después de la colecta, y
luego de un previo periodo de oscuridad de 30 a 40 min en el laboratorio, se

registré la emision de fluorescencia.

El analisis estadistico de los resultados incluyé un analisis de varianza
multivariado de medidas repetidas (ANOVA, Statatistica, StatSoft, Inc. 1998),
para evaluar las observaciones de la eficiencia fotosintética a lo largo del
tiempo. Dado que las condiciones de determinacion de la tasa fotosintética
difieren entre localidades y épocas del afo la evaluacion estadistica se realizo
para cada determinacion por separado. Para evaluar la significancia de
variables en cada observacion independientemente se utilizé un Analisis de
Varianza de Dos Vias (ANOVA, Statistica, StatSoft, Inc. 1998), considerando la

fase reproductiva y la altura en la zona intermareal como variables fijas. La

deteccion de diferencias a posteriori se realizo a través del test de Tuckey HSD.
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RESULTADOS
a) Seguimiento diario

La tasa fotosintética a lo largo del dia, evaluada en el mes de noviembre
(Fig. 2-1), mostrd un incremento progresivo desde las primeras horas de la
mafiana, hasta alcanzar un maximo de alrededor de 25 pmoles O, h™' g cerca
del medio dia. Esta tasa de fotosintesis promedio mas alta se mantuvo
constante por alrededor de 5 horas, coincidiendo con la densidad de flujo
fotonico en torno a los 2000 pmoles fotones m™ s, para luego declinar a partir
de las 17 horas. La tasa de respiracién promedio, evaluada en las mismas
muestras, alcanzé valores de 14,8 + 3,3 umoles O, h™ g™, indicando que las
plantas exhiben una alta productividad neta ya desde muy temprano, a

intensidades de luz de alrededor de 400 — 500 pmoles fotones m? s™.

La comparacidon de la tasa fotosintética entre plantas de distinta fase no
indico diferencias significativas a lo largo del dia (Fig. 2-5a). Por el contrario, la
comparacion entre las plantas de distintos niveles en la zona intermareal mostrd
diferencias significativas (F= 11,42; p= 0,005; g.l.= 1), principalmente durante la
mafiana. En este caso, las plantas de la parte baja del intermareal mostraron
una tasa de fotosintesis mayor durante las primeras horas del dia,

incrementando progresivamente hasta alcanzar un maximo hacia fines de la

tarde. La tasa de fotosintesis de las plantas del intermareal alto, en cambio,
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muestra valores méas bajos durante la mafiana y alcanzan el maximo alrededor

del medio dia (Fig. 2-5b).

Los valores de eficiencia fotosintética maxima {(gy,), estimada a partir de
la emisién de fluorescencia, mostraron un comportamiento diferencial entre las
plantas situadas a ambos extremos del gradiente intermareal al ser evaluadas a
lo largo del dia, y en distintos momentos del afio. (Fig. 2-6). Las mediciones
hechas en otorio (Abril en la Fig. 2-6) exhibieron, a lo largo del dia, altos valores
de @po para ambos grupos de plantas, sin diferencias significativas entre ellas
(F= 2,5; p= 0,16; g.l.= 1). En ambos casos la @pe exhibié su menor valor al
medicdia, experimentando un significativo (F= 18,1; p< 0,001; gl= 2)
incremento hacia la tarde. Durante la primavera (chlfiembre en la Fig. 2-6) las
diferencias entre ambos grupos de plantas son claras y significativas (F= 20,2;
p=0,01; g.l.= 1); sdlo las plantas del intermareal bajo alcanzan valores altos de
eficiencia fotosintética. A pesar de que las plantas de ambos grupos alcanzan
valores minimos hacia mediados de la tarde no se observaron diferencias
significativas a lo largo del dia (F= 1,3; p= 0,33; g.l.= 5). Durante el verano
(Enero en la Fig. 2-6) los resultados indican que, si bien la gp, es reducida en
ambos grupos de plantas, las diferencias entre ellas siguen siendo significativas
(F= 135,5; p< 0,001; g.l.= 1). En esta estacién, los valores de Ia Ppo SON

reducidos significativamente (F= 4,5; p= 0,014; g.l.= 3), hacia mediados de la

tarde (15 h) en plantas del intermareal bajo y hacia finales de la tarde en plantas
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del intermareal alto. Sélo las plantas del intermareal bajo recuperan los valores

de la @po durante la tarde.

En verano (Enero), la relacién entre la variables ambientales y la g,
depende de la altura en que se encuentran las plantas en el intermareal (Fig. 2-
7). La @po en plantas del infermareal alto se reduce progresivamente desde el
medio dia, coincidiendo con el aumento los niveles de desecacion. Sus valores
mas bajos los alcanza hacia finales de la tarde cuando la humedad relativa del
tejido es cercana al 30% (Fig. 2-7a). Estas mismas muestras rehidratadas
exhiben un comportamiento semejante, reduciendo también la @, desde el
mediodia, pero alcanzando su menor valor a mediados de la tarde,
recuperandose hacia el final de esta. Este comportamiento muestra una
relacién inversa con la intensidad luminosa y la temperatura, que aumentan
desde el medio dia y declinan hacia finales de la tarde (Fig. 2-7c v e). En las
plantas procedentes del intermareal bajo la @po no es afectada por la
desecacion (Fig. 2-7b) Sin embargo, la @po se reduce progresivamente a partir
del medio dia, alcanza un minimo hacia mediados de la tarde, recuperandose
hacia el final de ésta. También en este caso la variacion de la gpe a lo largo del

dia se relaciona de manera inversa con la intensidad luminosa y la temperatura

(Fig. 2-7d y f).
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b) Seguimiento estacional

El comportamiento de la tasa de fotosintesis y la eficiencia fotosintética
en cada localidad y en distintas épocas del afio evidenciaron diferencias
significativas tanto entre plantas de ambas fases reproductivas como entre
plantas de diferentes alturas en el intermareal (Fig. 2-8; Tabla 2-2). En la
localidad de Maitencillo la comparacion de la tasa fotosintética entre plantas de
distinta fase reproductiva mostrd diferencias significativas en los meses
evaluados (Tabla 2-2). En cada caso la tasa de fotosintesis de las plantas
cistocarpicas fue menor que en las tetrasporofiticas (Fig. 2-8). La comparacién
hecha entre plantas de diferente origen intermareal también exhibi6é diferencias
significativas, aunque soélo en dos de los tres meses evaluados (Tabla 2-2); en
los meses de enero (verano) y abril (otofio) la tasa fotosintética de las plantas
del intermareal alto fue menor que la exhibida por plantas del nivel intermareal
bajo (Fig. 2-8). En esta misma localidad, la ¢, no mostro diferencias entre las
plantas de diferentes fases reproductivas, pero si evidencié diferencias
significativas entre plantas de diferentes alturas en el intermareal. En este caso,
en todos los meses evaluados la ¢, fue menor en plantas de la parte alta del

intermareal (Fig. 2-8; Tabla 2-2).

En Pucatrihue la tasa fotosintética también evidenci6 diferencias
significativas entre plantas de diferentes fases reproductivas (Fig. 2-8; Tabla 2-

2), aunque el sentido de estas diferencias no fue siempre el mismo. En el mes
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de agosto las plantas cistocarpicas presentaron una tasa fotosintética
significativamente mayor que las tetraspordrica, en tanto que en los meses de
enero y mayo estas ultimas mostraron una tasa significativamente mayor (Fig.
2-8; Tabla 2-2). Entre las plantas-de distinta altura en el Intermareal, la tasa de
fotosintesis mostrd diferencias significativas sélo en el mes de enero, siendo
menor en plantas procedentes de la parte alta del intermareal (Fig. 2-8; Tabla 2-
2). Por su parte, a través de la @, se evidenciaron diferencias significativas
entre plantas de distintas fases reproductivas en tres de los cinco meses
evaluados (Tabla 2-2). En cada uno de estos meses (agosto, mayo 'y julio) las
plantas cistocarpicas exhibieron una menor eficiencia fotosintética que en las
plantas tetraspoéricas (Fig. 2-8). Entre las plantas de diferente altura en la zona
intermareal la @, exhibié diferencias significativas en tres de los cinco meses
evaluados (agosto, noviembre y enero, en Fig. 2-8; Tabla 2-2), y en todos estos
casos la ¢y en plantas de la parte alta del cinturon intermareal fue mas baja

que las del extremo inferior.

Las observaciones realizadas en Fray Jorge evidenciaron soélo
diferencias significativas en la tasa fotosintética entre plantas de diferente fase
reproductiva durante el invierno (agosto en la Fig. 2-9; Tabla 2-3), donde las
plantas cistocarpicas mostraron una mayor productividad que las
tetrasporofiticas. La evaluacion de la g, no evidencid diferencias entre plantas

de diferente fase ni altura en el intermareal. En este mismo periodo, en
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Pucatrihue la tasa de fotosintesis mostrd diferencias significativas entre plantas
de distinta fase y de distinto origen intermareal en los meses de julio y
noviembre respectivamente; en cada caso las plantas cistocarpicas y del
intermareal alto presentaron los menores valores (Fig. 2-9; Tabla 2-3). Este
mismo patron fue evidenciado a través de las observaciones de la g,,; también
en este caso las plantas cistocarpicas y las del intermareal alto exhibieron

valores significativamente menores (Fig. 2-9; Tabla 2-3).

El analisis comparativo de los valores de ¢p, entre Maitencillo y
Pucatrihue, considerando las diferentes mediciones temporales como
evaluaciones estacionales (Fig. 2-10), mostré diferencias significativas entre
ambas poblaciones (F= 35,3; p= 0,027; g..= 1). El analisis también indicod
diferencias significativas al nivel de la interaccion enire localidad y tiempo
(estacién) de la observacion (F= 4,2; p= 0,041; g.l.= 5). En este contexto, el
andlisis a posteriori indicé que las diferencia entre localidades se debe
principalmente a los resultados de invierno (julio del 2000), donde los valores de
Pucatrihue son significativamente mayores que los de Maitencillo (Fig. 2-10). Un
analisis semejante realizado entre Fray Jorge y Pucatrihue, para los dos meses
evaluados, también reveld diferencias significativas entre ambas localidades
(F= 150,5; p< 0,001; g.l.= 1), en este caso los valores de junio en Pucatrihue
fueron mayores que los observados en agosto en Fray Jorge, y menores que

los de esta [ocalidad en noviembre (Fig. 2-9).
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El analisis del comportamiento de la @p, a lo largo de un curso anual
mostrd diferencias significativas entre las observaciones estacionales en
Maitencillo y Pucatrihue (Tabla 2-4). En ambas localidades los valores mas
bajos se observaron en los meses de primavera — verano (noviembre — enero),
en tanto que los valores més altos ocurren en Maitencillo durante el otofio (abril)
y en Pucatrihue durante invierno (Julio) (Fig. 2-10). Entre las fases
reproductivas no se evidenciaron diferencias significativas en ninguna de las
dos localidades (Fig. 2-11a y ¢, Tabla 2-4), salvo en su interaccion con el tiempo
o estacion, indicando diferencias puntuales como las indicadas anteriormente
(Tabla 2-2). Por el contrario, en ambas localidades se observaron diferencias
significativas entre plantas de distinta altura en el intermareal (Fig. 2-11b y d,
Tabla 2-4). En Maitencillo la @p, de las plantas de ambos extremos del
intermareal varia estacionalmente a lo largo de todo el periodo estudiado,
observandose siempre los valores mas bajos entre las plantas del intermareal
alto (Fig. 2-11b). En Pucatrihue sdlo las plantas de la parte alta del intermareal
mostraron cambios estacionales; en esta variacién los valores de ¢go son
iguales (en mayo Yy julio) o menores (en agosto, octubre, enero y noviembre)
que los observados en plantas del intermareal bajo, excepto en otofio e invierno

(Fig. 2-11d).
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Tabla 2-3: Valores de F obtenidos del analisis de varianza de dos vias
realizado para la tasa de fotosintesis y la eficiencia fotosintética (@po)
evaluadas en diferentes momentos del afio, en Fray Jorge y Pucatrihue. . El
analisis evalia los efectos de la fase reproductiva (F) y la altura en el
intermareal (A). *: p<0,5. **: p <0,01. ***: p < 0,001.

Tasa de fotosintesis Eficiencia fotosintética ((Ppo)

AgostofJulio '00 Nov. '00 Agosto/Julio '00 Nov. 00
Fray Jorge 'g.l.) F F F F
Fase (F) )] 1,2 ** 0,7 0,1 1,1
Altura (A) )] 04 0,8 1,7 2,8
F*A (1) 3,2 0,2 0,5 2,1
Pucatrihue
Fase (F) (1) 30,3 * 0,7 13.6 ™ 0,1
Altura (A) (1) 2,8 78,2 0,7 59,0 *
F*A (1) 89 * 25,1 ** 7,1 * 0,1
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Tabla 2-4: Valores de F obtenidos del analisis de varianza multivariado (de
medidas repetidas) realizado para la eficiencia fotosintética (ppo) evaluada
estacionalmente en Maitencillo y Pucatrihue. El analisis evalGa los efectos de
las diferencias a lo largo del tiempo (T), la fase reproductiva (F) y la aitura en el
intermareal (A). *: p < 0,5. **: p <0,01. ***: p < 0,001.

Eficiencia fotosintética (pgo)

Maitencillo Pucatrihue
Factores (g.1) F F
Tiempo (T} (B) 99 ** 8,0
Fase (F) (1) 0,0 3,7
Altura (A) (1) 20,1 * 3756 **
TxF (5) 35 " 45 *
TxA (5) 0,6 43 *
FxA (1) 0,6 0,0

TxFxA (5) 1,0 1,2
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Figura 2-10: Eficiencia fotosintética maxima (ppo) evaluada durante el afio.
(Promedio * 2 EE)
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Figura 2-11: Eficiencia fotosintética maxima (o) evaluada en plantas de

diferente fase reproductiva y altura en el intermareai, en diferentes momentos
del afio. (Promedio + 2 EE)
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|
DISCUSION

Variacion a lo largo del dia

Los resultados indican que en M. laminaricides el comportamiento de la
tasa de fotosintesis a lo largo del dia esta determinado principalmente por los
cambios en la densidad de flujo fotdnico. La tasa de fotosintesis aumenta o
disminuye con la intensidad de la luz, alcanzando un maximo precisamente
durante el mediodia. Este comportamiento, estrechamente asociado a los
cambios en la intensidad luminosa, sugiere que el maximo fotosintético logrado
durante el dia corresponde a la tasa fotosintética maxima, donde la fotosintesis
alcanza su nivel de saturacion limitada principalmente por la fijacion de carbono
(Henley 1993, Falkowski & Raven 1997). La intensidad luminosa a la que se
logra esta tasa de fotosintesis, cercanas a los 2000 pmoles fotones m? s, es
para muchas especies de algas, incluso intermareales, una intensidad
fotoinhibitoria (Herbert & Waaland 1988, Hanelt et al. 1923, Gantt 1990). Aln
asi, los resultados obtenidos en M. Jlaminarioides son consistentes con
observaciones con otras especies intermareales como Porphyra yezoensis
(Gantt 1990), en la que no se aprecid una inhibicién evidente atn a radiaciones

luminosas de 1600 pmoles fotones m™ s o Porphyridium pupureum, que no

mostré fotoinhibicion a intensidades tan altas como 2300 pmoles fotones m? s™.

Por su parte, las diferencias observadas entre las plantas de diferentes

alturas en el intermareal son entendidas como una respuesta diferencial ante
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los cambios de irradiacion. Las plantas de la parte alta del cinturén intermareal,
con una tasa fotosintética menor durante la mafiana, son menos eficientes en el
uso de la energia que las plantas de la parte baja, por lo cual requieren una
mayor irradiacién para alcanzar los niveles de saturacion de la fotosintesis.
Estos resultados muestran que ambos grupos de plantas presentan un estaius
fisiolégico diferente ante las condiciones ambientales. Una menor eficiencia en
el uso de la energia radiante o la necesidad de una mayor intensidad luminosa
para alcanzar la fotosintesis maxima, como se observa en plantas del
intermareal alto, sugiere que las plantas estén aclimatadas a regimenes de alta

irradiacioén (Lobban & Harrison 1994, Falkowski & Raven 1997).

Las diferencias observadas en la @po, durante la primavera, entre las
plantas de ambos extremos del intermareal corroboran la inferencia anterior
respecto de la diferencia en el estatus fisiolégico de estas plantas. Los menores
valores de gp, mostrados por las plantas de la parte alta del intermareal
coinciden con un modelo de aclimatacién a alta irradiacion a través de cambios
en el tamario de los fotosistemas o tamario de la “antena” (Lobban & Harrison

1994, Strasser et al. 1995).

Las diferencias fisiolégicas entre las plantas de ambos extremos del
intermareal también podrian estar asociados a las distintas temperaturas a las

que son expuestas durante el dia. Sin embargo, los antecedentes indican que,
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en general, el ajuste fotosintético a altas temperaturas (aclimatacion) implica un
aumento de la eficiencia fotosintética con la temperatura (Davison 1993) y no
una reduccion de los valores de gpo, como fue exhibido por las plantas del
intermareal alto. No obstante, un aumento episédico de la temperatura, al igual
que desecacion, puede reducir temporalmente la eficiencia fotosintética

(Davison 1993, Falkowski & Raven 1997).

Variacion estacional _

Las observaciones de la ¢p, realizadas en Maitencillo, en distintos
momentos del dia y diferentes épocas del afio, sugieren que las plantas de
diferentes alturas en el intermareal modifican estacionalmente su estado de
aclimatacion y, con ello, la forma de responder a los cambios de las condiciones
ambientales que ocurren durante el dia. En otofic ambos grupos de plantas no
evidencian diferencias de aclimatacién, siendo afectados por igual por los
cambios en los niveles de irradiacion del dia. Las plantas de ambos extremos
son fotoinhibidas temporalmente durante el medio dia, probablemente debido a
la alta intensidad luminosa, recuperando la gp, hacia finales de la tarde. En
primavera, en cambio, si se evidencian estas diferencias en el estatus de
aclimatacién entre ambos grupos de plantas. Los reducidos valores de la op,
observados solo en plantas de la parte alta del intermareal indican que éstas
estan respondiendo a niveles mas altos de irradiacidn. A pesar de estas

diferencias, ambos grupos de plantas se comportaron de manera similar ante
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los cambios de irradiacion del dia, evidenciando cierta reduccion en la eficiencia
fotosintética durante el mediodia, aunque esta inhibicibn no resulto ser
significativa. Durante el verano, las plantas de ambos niveles intermareales
parecen estar expuestas a altos niveles de irradiacion, dado que ambas ven
reducida su ope. Sin embargo, las diferencias entre ambas indican que las de la
parte alta estan expuestas a mayores niveles de radiacion. En ambos grupos de
plantas se observd una inhibicién de la eficiencia fotosintética durante la tarde,
ya sea por la desecacion y la intensidad luminosa en plantas de la parte alta

del intermareal, o sdlo por la irradiacion en las plantas de la parte baja.

Diferencias entre localidades

La estacionalidad evidenciada en Maitencillo a través de los parametros
fotosintéticos, especialmente por la gpo, s también advertida en Pucatrihue,
aunque las diferencias observadas entre ambas localidades sugieren cierta
disparidad en ia respuesta de aclimatacién entre ellas. L.a comparacidon general
entre ambas localidades, que indica diferencias significativas particularmente en
invieno (julio del 2000), sugiere que las plantas de Maitencillo debieron
aclimatarse a condiciones de irradiacion méas intensas que las plantas en
Pucatrihue en esta época del afio. Las diferencias observadas entre las
localidades de Fray Jorge y Pucatrihue pueden ser entendidas de un modo
semejante. Por otra parte, la variacion de la gp, a lo largo del curso anual en

Maitencillo ocurre en las plantas de ambos extremos del intermareal, en tanto
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que en Pucatrihue sélo las plantas de la parte alta del intermareal evidenciaron
cambios estacionales en los valores de gp,. Esto sugiere que los cambios en
las condiciones de irradiacion en Maitencillo afectaron de manera proporcional a
las plantas de ambos exiremos del intermareal, en tanto que en Pucatrihue
dichos cambios estacionales sé6lo afectaron a la parte alta del intermareal. Esta
diferencia podria ser consecuencia de niveles distintos de irradiacion entre
ambas localidades; o también debidas a distintos regimenes de marea, los
cuales determinen tiempos distintos de emersién de las plantas de la parte baja

del cinturdn de M. laminarioides en el intermareal.

Diferencias entre fases reproductivas

Las diferencias entre fases reproductivas pueden constituir una evidencia
adicional respecto a la distincion fisioldgica entre las fases gametofiticas y
tetrasporofiticas reportadas para esta especie (Hannach & Santelices 1985,
Luxoro & Santelices 1989). Los resultados obtenidos a través de la tasa de
fotosintesis podrian ser atribuidos a diferencias anatémicas (i.e. grosor del talo),
dado que la tasa fotosintética es estandarizada por el peso. Sin embargo, la
ausencia de diferencia durante noviembre y el cambio de sentido de las
diferencias durante el mes de agosto en Fray Jorge y Pucatrihue, no son
consistentes con esta explicacion. Por el contrario, estas observaciones indican
cambios estacionales en el comportamiento fotosintético de estas fases

reproductivas. Por otra parte, las diferencias entre estas fases observadas a
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través de gp, son evidentes sblo cuando las diferencias entre plantas de distinta
altura en el intfermareal son débiles o estan ausentes. Un patrén como este
podria indicar que las bases fisiolégicas que sustentan las diferencian a ambas
fases reproductivas son equivalentes a las diferencias fisiolégicas debidas a la
aclimatacion de las plantas a distintos niveles de irradiacion. De acuerdo a esto,
las diferencias entre fases pueden estar siendo enmascaradas cuando las
diferencias entre las plantas de ambos extremos del intermareal son mas

marcadas.

En sintesis, el estudio de parametros fotosintéticos en terreno, como la
tasa de fotosintesis y la eficiencia fotosintética maxima (gp,), en M.
laminarioides permite evidenciar como varfa temporal y espacialmente el
comportamiento fotosintético y relacionar estas variaciones con las condiciones
ambientales. A nivel local, el gradiente de condiciones ambientales es
determinante en las diferencias fotosintéticas observadas entre plantas de
distinta altura enla zona intermareal. Diferencias en los niveles de irradiacion,
temperatura y/o desecacién parecen determinar que estacionalmente las
plantas del intermareal alto deban aclimatarse o ajustar su aparato fotosintético
a niveles mas altos de energfa de excitaciéon que las del intermareal bajo. Por
otra parte, las discrepancias observadas entre localidades sugieren que las

condiciones ambientales son también diferentes en el ambito regional, tanto en
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estacionalidad como en extensién de sus efecios en el intermareal. No
obstante, de acuerdo a las diferencias observadas entre las plantas, los
cambios ambientales al nivel local {intermareal) parecen mas determinantes
que los regionales (entre localidades), para imprimir diferencias en la fisiologia

fotosintética entre las plantas de M. laminarioides.




CAPITULO Il

Plasticidad fenotipica y diferenciaciéon genética en respuesta a
la temperatura y la desecacion en

M. laminarioides
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INTRODUCCION

La variacion de factores como la temperatura y la desecacion constituyen
parte importante de la heterogeneidad ambiental en la que las macroalgas viven
(Lobban & Harrison 1994). Por ejemplo, el gradiente t&rmico que experimentan
las macroalgas en el intermareal pueden incluir desde rapidas fluctuaciones
asociadas a cambios durante las mareas o a lo largo del dia, hasta
fluctuaciones de largo plazo asociados a cambios estacionales e incluso
variaciones interanuales relacionados con ciclos climaticos. A nivel local, el
grado de desecacién al que estan expuestas las algas depende de la frecuencia
y amplitud del ciclo de marea, la altura a la que se ubican en el intermareal, las
condiciones atmosféricas y la severidad del oleaje. La combinacion de estos
factores puede resultar en una pronunciada variacion en la temperatura, el
contenido de agua en los tejidos, fuente de carbono y ofros nutrientes

requeridos para la fotosintesis y el crecimiento.

En macroalgas, se ha descrito un amplio rango de tolerancia como
respuesta adaptativa a la heterogeneidad ambiental (Chapman 1986, Russell
1986), particularmente en relacion a la temperatura y la desecacion (Linnig
1990, Lobban & Harrison 1994). La curva o comportamiento fenotipico descrito
a lo largo del amplio rango de tolerancia de un organismo (genotipo) implica que

este tiene la habilidad de modificar su fenotipo ante diferentes condiciones

ambientales (plasticidad fenotipica)} (Lynch & Gabriel 1987, Sultan 1987,
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Parsons 1991, 1992, Bazzaz 1996). Una respuesta plastica como ésta puede
involucrar cambios en atributos bioquimicos, fisiologicos o morfolégicos que
permiten rapidos ajustes en relacién a la variacidon ambiental, o la adecuacion

fisioldgica (aclimatacion) o morfoldgica ante nuevas condiciones ambientales.

Por otra parte, la respuesta de una especie a la heterogeneidad
ambiental esta determinada por la variabilidad en las respuestas entre
individuos de la poblacidn, de tal forma que diferentes organismos respondan
mejor a distintas fracciones del gradiente ambiental (Lynch & Gabriel 1987,
Sultan 1987, Parson 1991, 1992, Bazzaz 1996). En este sentido, individuos de
provenientes de distinto origen pueden diferir en su respuesta, cuando son
expuestos al rango de las variables ambientales que caracteriza al gradiente,
implicando una base genética en sus diferencias en la respuesta de tolerancia a

las condiciones ambientales.

De acuerdo a lo anterior es posible preguntarse: 1) ¢En qué medida la
curva de tolerancia de un individuo puede responder al espectro de variabilidad
ambiental a la que esta expuesta la especie en su habitat natural?, 2) § Existen

diferencias en la curva de iolerancia a la temperatura y la desecacion entre

individuos de distinto origen geografico e intermareal?
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Respuesta a la temperatura

El rango térmico en el que las algas crecen estd definido por las
temperaturas que determinan el limite de sobrevivencia y/o el de la
reproduccion (Breeman 1988). En este rango, la fisiologia de cada especie
debe responder adecuadamente ante los cambios de temperatura. En este
sentido, la habilidad de las macrolagas de adecuar su proceso fotosintético para
responder de manera tfransitoria a cambios {érmicos repentinos y a diferenfes
temperaturas de crecimiento ( temperatura de aclimatarse) ha sido ampliamente
documentada (Davison 1991, Lobban & Harrison 1994, Falkowski & Raven
1997). Asi, por ejemplo, la respuesta de la fotosintesis a un incremento
repentino de la temperatura puede implicar rapidos ajuste de la tasa
fotosintética, la respiracion y la intensidad luminosa de compensacion; aunque
la plasticidad de esta respuesta depende de la temperatura de aclimatacidén en
que las algas estan creciendo (Davison 1991). Por otra parte, la capacidad de
aclimatacién a distintas temperaturas permite a las macroalgas ajustar el
proceso fotosintético de tal forma que, ante un gradiente de temperatura, la tasa
fotosintética describe una funcidn caracterizada por un optimo y un rango de
tolerancia térmico. Una funcién muy semejante a la respuesta de crecimiento en

relacion a la temperatura (Davison 1991, Lobban & Harrison 1994).

Por otra parte, a pesar que las macroalgas muestran una gran
uniformidad en el rango de folerancia a la temperatura entre individuos de la

misma especie (Breeman 1988, Peter & Breeman 1993), se han observado
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algunos casos de diferenciacién ecotipica. Ejemplos de este tipo se han
observado principalmente en especies con una amplia distribucion latitudinal y
pueden ser evidenciados a través de la diferenciacion en la respuesta
fotosintética (Gerard & De Bois 1988, Davison 1991), en el o6ptimo de
crecimiento (Innes 1988, Gerard & De Bois 1988) o entre las fases
reproductivas (Gerard 1990, Luxoro & Santelices 1989). En general, esta
diferenciacion ecotipica puede involucrar cambios en la amplitud del rango o en
la magnitud (6ptimo) de la curva de respuesta {Lynch & Gabriel 1987, Breeman

1988, Litning 1990, Lobban & Harrison 1994)

Respuesta a la desecacion

La tolerancia de una especie a la desecacion es descrita en funcién de
pérdida de agua que es posible tolerar sin perder la capacidad de recuperar
completamente la actividad fotosintética después de la reinmersion. Este punto
critico de desecacion ha sido estrechamente correlacionado con la altura que
ocupan las especies en el intermareal (Dring & Brown 1982, Smith & Berry
1986, Brown 1987, Beer & Kauisky 1992, Lobban & Harrison 1994, Abe et al.
2001). Las especies que son capaces de perder un mayor porcentaje de agua
durante la desecacion, y luego recuperar su capacidad fotosintética, se
distribuyen mas alto en el intermareal, que aquellas que pueden hacerlo a

porcentajes menores de pérdida de agua.
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Dado que durante la emersiéon ocurre una reduccién pronunciada en la
disponibilidad de carbono inorganico y otros nutrientes, se estima que la tasa de
crecimiento es significativamente reducida con la desecacion (Davison &
Pearson 1996). No obstante, a niveles moderados de desecacion algunas
especies incrementan la tasa fotosintética (Oates & Murray 1983, Madsen &
Maberly, 1990) y la tasa de absorcién de nutrientes durante la rehidratacion
(Hurd & Dring 1990), por lo cual ciertos niveles de desecacion temporal pueden
tener efectos positivos en el crecimiento. Por ofra parte, algunas evidencias
indican que, en algunas especies, la tolerancia a la desecacion puede variar
estacionalmente y entre individuos de diferentes alturas en el intermareal; lo
cual indica que estos pueden aclimatarse a diferentes regimenes de emersion
(Linning 1990). No obstante, no existe informacion de diferenciacion ecotipica

con relacién a la tolerancia a la desecacion.

Especie de estudio

M. laminarioides presenta una extensa distribucién latitudinal y sus
poblaciones forman un amplio cinturdn en la zona intermareal (ver capitulo
introductorio para descripcion). Esta distribucién permite comparar la respuesta
a la temperatura y a la desecacién entre individuos de diferentes origenes
geogréficos y alturas en la zona intermareal. Antecedentes ecofisiolégicos han
permitido evidenciar la existencia de diferencias en el rango de tolerancia a la

temperatura entre individuos de distinto origen geogréfico. Estas diferencias

fueron observadas entre plantas gametofiticas colectadas en el extremo sur de
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distribucion, las cuales exhibieron un rango de tolerancia a la temperatura entre
0 y 15° C (Wiencke y tom Dieck 1990), y gametofitos juveniles provenientes de
muestras del centro norte de distribucion, los que alcanzaron una alta tasa de
crecimiento entre los 10° y 20° C (Hannach & Santelices 1985, Luxoro &
Santelices 1989). Esta discrepancia podria indicar que, junto a un amplio rango
de tolerancia individual, existen diferencias ecotipicas en el rango de tolerancia
a la temperatura entre individuos de distinto origen geografico. Respecto a la
fotosintesis, en esta especie no existe informacién que permita predecir su

comportamiento ante un rango de temperatura.

La tolerancia a la desecacion en esta especie ha sido descrita a través
del porcentaje de sobrevivencia de juveniles ante diferentes tiempos de
emersion (Luxoro & Santelices 1989). En este estudio se establecié que los
gametdéfitos presentan una mayor tolerancia (sobrevivencia) a la desecacion
que los esporofitos. Sin embargo, no existe informacion que compare la
respuesta de individuos de diferente origen o evidencie el comportamiento de la

fotosintesis ante la desecacion.

Objetivos

En general, se procurd evidenciar en qué medida la plasticidad fenotipica
y la diferenciacion genética forman parte de la respuesta adaptativa a la
temperatura y la desecacion en macroalgas. Para ello se evalué la respuesta de

M. laminarioides ante un rango de variacion de ambos factores ambientales. A
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través de esta evaluacion se procuré describir la curva de tolerancia y
evidenciar la presencia de variabilidad en la expresion de esta curva de
tolerancia entre individuos de distinto origen geografico y niveles intermareales

y diferente fase reproductiva.

En este contexto, se evalué (en adultos) el comportamiento de la
fotosintesis a diferentes temperaturas de aclimatacion y se procuré describir el
metabolismo fotosintético ante cambiocs térmicos de corta duracién (esirés a alta
temperatura). Cambios de esta naturaleza pueden ocurrir transitoriamente a lo
largo del dia en el intermareal, particularmente durante dias despejados. Los
efectos de este tipo de esirés, sobre el comportamiento fotosintético,
dependeran de las condiciones de crecimiento de las plantas (Davison 1991,
Kliiber & Davison 1993, Falkowski & Raven 1987). Por esta razon la evaluacion
se realizé en plantas mantenidas (aclimatadas) a distintas temperaturas (10° y
20° C), equivalentes al comportamiento que tendrian las plantas durante el
invierno y el verano. Por ofra parte, se evalud entre individuos (en aduitos) de
diferentes alturas intermareales la respuesta de la fotosintesis a la desecacion.
Con el propésito de distinguir la capacidad de respuesta a distintas historias de
emersion se comparo el efecto de la desecacién entre individuos mantenidos en

condiciones de laboratorio (aclimatadas) con individuos colectados poco antes

de la evaluacion.
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De manera complementaria, se evalud el crecimiento de individuos
juveniles provenientes de distinto origen geografico y niveles intermareales y de
diferentes fases reproductivas. Esta evaluacion se realizdé cultivando los

juveniles a diferentes temperaturas y niveles de desecacion.
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MATERIALES Y METODOS
Material y sitios de estudio

Para el presente estudio, plantas de M. laminarioides fueron recolectadas
en la zona costera del Parque Nacional Fray Jorge (30° 40’ S), Maitencillo (32°
38" S) y Pucatrihue (40° 28’ S). Las caracteristicas representativas de estas
localidades y el sitio de estudio en cada una de ellas son descritas

detalladamente en el capitulo 2.

Con relacion al presente capitulo, es conveniente sefialar nuevamente
que dos grupos de plantas de ambas fases reproductivas fueron colectados en
cada sitio de estudio y para los diferentes experimentos. El primero io
constituyeron plantas del nivel mas alto en la zona intermareal, provenientes de
una franja de 30 a 40 cm por debajo del borde superior de la banda de M.
laminarioides. El segundo lo formaron plantas provenientes del nivel intermareal
mas bajo, definido por los ultimos 30 a 40 cm de la franja dominada por esta

especie (Fig. 2-3).

Procedimiento experimental con plantas adultas

En el presente estudio se evalué y compard, en plantas de distinto
origen, el comportamiento de algunos parametros fotosintéticos bajo tres
condiciones fisioldgicas distintas. Las condiciones fueron: a) aclimatacion a
diferentes temperaturas, b) estrés por alta temperatura, c) estrés por

desecacion.
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a) Aclimatacioén a diferentes temperaturas

Plantas adultas de ambas fases reproductivas (Cistocarpicas y
Tetrasporofiticas) y provenientes de diferentes alturas del intermareal (alto y
bajo) fueron colectadas de tres localidades diferentes (Fray Jorge, Maitencillo y

Pucatrihue), en épocas de otofio e invierno.

En laboratorio, las plantas fueron procesadas para obtener muestras de
tejido en cuitivo. Para ello, frondas libres de estructuras reproductivas y
enddfitos fueron éepilladas y enjuagadas con agua de mar filirada. Desde la
zona media distal de cada una de estas frondas, y con la ayuda de un cilindro
metalico, se obtuvieron discos de tejido de aproximadamente 1 cm de diametro.
Estos fragmentos debidamente individualizados, fueron lavados con agua
corriente, sonicados, enjuagados con agua de mar filtrada y puestos en cultivo.
La fase reproductiva de cada fronda fue identificada mediante el test de

resorcinol (Craigie & Leigh 1978).

Los fragmentos de tejido fueron cultivados de manera preliminar en agua
de mar microfiltrada por una a dos semanas, sin movimiento de agua y a baja
intensidad luminosa. Bajo estas condiciones gran parte del tejido alcanza una
efectiva cicatrizaciébn, mostrando, algunos de ellos, signos claros de

regeneracion.
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Luego de esta etapa inicial, los fragmentos fueron mantenidos en cultivo
por un periodo de uno a dos meses en aclimatacion a las condiciones de
laboratorio (12° — 15° C, 50 — 80 pmoles fotones m™ s™, fotoperiodo de 12

horas de luz, y cambio de medio de cultivo SFC 1 o 2 veces por semana).

En estas muestras aclimatadas se caracterizé, en forma preliminar, la
respuesta fotosintética a diferentes intensidades luminosas (curva P-l).. Para
ello, se evaluo la tasa de evolucidon de oxigeno en discos de tejido de diferentes
plantas, usando un electrodo tipo Clarck (Hansatech, modelo OXYG1) en una
cubeta de reaccién de 20 mL. El incremento progresivo de la intensidad
luminosa fue provisto y regulado por un equipo de fluorescencia de pulso
modulado (Hansatech, modelo FMS1). Este equipo estd integrado por un
sistema de iluminacién conformado por una lampara halégena (OSRAM 64255,
8V, 25W), una fibra optica que conduce el haz de luz hasta la cubeta de
reaccion, y un programa computacional (Modfluor, FMS software) que controla
la intensidad luminosa de la lampara en un rango determinado (0 a 3000
nmoles m? s™, medido al final de fibra 6ptica). La temperatura de evaluacién
(15° C) fue controlada a través de un bafio termoregulado de flujo recirculante

conectado a una ‘camisa’ de refrigeracién de la cubeta de reaccion.

La caracterizacion preliminar de la curva P-l permitié estimar algunos

pardmetros fotosintéticos basicos y definir un protocolo abreviado para las
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evaluaciones posteriores. Esta curva fue descrita usando 15 intensidades
luminosas, que aumentaron en forma progresiva desde 0 hasta 970 pmoles
fotones m? s, Asi, la tasa de fotosintesis bajo luz saturante (Ppax) fue
alcanzada con las Ultimas cuatro intensidades (340, 450, 680, 970 umoles
fotones m? s, en tanto que la regién ascendente de la curva fue
caracterizada por intensidades menores a la intensidad de saturacion (lk). De
esta manera, en las subsecuentes mediciones experimentales se definid la
evaluacion de la Pnax @ una intensidad luminosa préxima al promedio de las
tasas obtenidas bajo cuatro intensidades saturantes, alrededor de 450 pmoles
fotones m? s'. Ademas se estimo la eficiencia de cosecha de energia
fotosintética (parametro a, pendiente inicial de la curva P-l) a partir de la
pendiente de la regresion lineal derivada de la curva descrita por la tasas
fotosintéticas evaluadas a intensidades de luz sub saturantes (0, 10, 30 y 60

umoles fotones m?s™).

Luego del periodo de aclimatacién se seleccionaron fragmentos de tejido
de los diferentes grupos de plantas para dos procedimientos experimentales
secuenciales. En el primero, al menos 5 plantas de ambas fases reproductivas
(cistocéarpicas y tetrasporofiticas), colectadas de la parte baja del intermareal en
las localidades de Fray Jorge y Pucatrihue, fueron aclimatadas por dos a cuatro
semanas a cinco temperaturas diferentes (5°, 10°, 15°, 20° y 25° C; ver Fig. 3-

1a). En el segundo procedimiento experimental, al menos 5 plantas de ambas
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fases reproductivas, colectadas en el intermareal alto y en el intermareal bajo,
en tres localidades diferentes (Fray Jorge, Maitencillo y Pucatrihue) fueron
aclimatadas por el mismo tiempo a sélo tres temperaturas (10°, 15°, 20° C; ver
Fig. 3-1b). Estas condiciones fueron implementadas haciendo uso de camaras
de cultivo Forma Cientifica ajustadas a la temperatura requerida (+ 2° C) y
manteniendo las restantes condiciones como en el periodo de aclimatacion
anterior. La temperatura de 5°, 10° y 15° C fueron constantes a lo largo del ciclo
diario, en tanto que las plantas a 20° y 25° C se aclimataron a un régimen de

20° o0 25° C durante el dia y 15° C durante el periodo de oscuridad.

Después de al menos dos semanas de aclimatacion a distintos regimenes de
temperatura, se evaluaron los diferentes parametros fotosintéticos. En muestras
de tejido de 3 — 6 plantas de cada origen y fase reproductiva se evalud la tasa
de evolucion de oxigeno en obscuridad, a intensidades sub saturantes (en
orden progresivo de 10, 30, 60 umoles fotones m? s™) y a intensidad saturante
(450 umoles fotones m? s™). Cada evaluacién fue realizada a la temperatura de
aclimatacion. A pariir de estas evaluaciones se calculd la tasa de respiracion
(Resp), la tasa fofosintética maxima (Pmax) ¥ la eficiencia de cosecha de
energia radiante (o). Complementariamente se estimaron otros parametros que
permiten caracterizar la curva P-l, tales como la intensidad luminosa de

saturacion (Ix = Pmax / @), Y la intensidad de compensacién (I = Resp / o).
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La significancia de las diferencias entre plantas de diferentes origen, a lo
largo del rango de temperatura, fue evaluada a fravés de un analisis de
varianza (ANOVA multivariado de medidas repetidas, Statistica, StatSoft, Inc.
1998), considerando las diferentes temperatura como medidas repetidas. El
modelo lineal general construido consideré la variable localidad como aleatoria,
en tanto que la fase reproductiva y la altura en el intermareal como variables
fijas. Un analisis semejante fue utilizado para observar diferencias al interior de
cada localidad. La deteccion de diferencias a posteriori se realizd a través del

test de Tukey HSD.

b) Estrés por alta temperatura

Para este experimento plantas gametofiticas (cistocarpicas) fueron
colectadas desde ambas alturas del intermareal en las localidades de Fray
Jorge y Pucatrihue. Como en la seccidn anterior, estas muestras fueron
colectadas durante otofio e invierno. Aunque en Fray Jorge unas pocas fueron

también colectadas en primavera.

Siguiendo el procedimiento indicado en la seccién anterior, las muestras
colectadas pasaron por un periocdo de cicatrizacion y aclimatacion a las
condiciones de laboratorio. Luego de lo cual al menos cinco plantas
gametofiticas, de diferentes alturas en el intermareal y provenientes de las dos
localidades fueron cultivados por un periodo de dos a cuatro semanas a 10° y

20° C (Fig. 3-1c), manteniendo constantes las restantes condiciones de
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aclimatacidn. Como en la seccién anterior, el régimen a 20° C consistié de un

ciclo diario de 20° C, durante el periodo de iluminacién y 15° C en obscuridad.

Los diferentes parametros fotosintéticos mencionados (Resp, Pmax, o} ¥
otros derivados de la emisién de fluorescencia (i.e. Fo, ¢ro, @p, gNP) fueron
evaluados luego de al menos dos semanas de aclimatacion a las condiciones
experimentales. Siguiendo el protocolo descrito en la seccidn anterior, se evalué
la tasa de evolucidn de oxigeno primero en oscuridad, y luego a diferentes
intensidades luminosas (en orden progresivo de 10, 30, 60, y 450 pmoles
fotones m? s™), en muestras de tejido de 3 — 6 plantas de cada origen. La
evaluacién en oscuridad fue extendida por 10 min, tiempo necesario par evaluar
en forma paralela la eficiencia fotosintética cuantica maxima (ppo) a través de
un equipo de fluorescencia de pulso modulado (Hansatech, modelo FMS1).
Luego de lo anterior, se registré la tasa de fotosintesis, aumentando
progresivamente la intensidad luminosa. Cada intensidad fue mantenida por 3
min, con la excepcion de la Gltima (450 pumoles fotones m? s™). Esta fue
mantenida por al menos § min, tiempo necesario para lograr una respuesta de
fluorescencia estable (Fs) a esa intensidad luminosa. Bajo esta condicion fue
registrado la eficiencia fotosintética cuantica efectiva (gp), y otros parametros
derivados de la emisién de fluorescencia, como qNP (proporcion de energia

absorbida que es disipada por medios no fotoquimicos). Las muestras fueron
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primero evaluadas a la temperatura de aclimatacion (10° y 20° C) y

posteriormente a temperatura de estrés (30° C).

En este experimento, como en anterior, el analisis estadistico considerd
un ANOVA multivariado de medidas repetidas. La temperatura experimental
usada fue seleccionada por ser extremos probables de aclimatacion (invierno y
verano) y de estrés (ver Tabla 2-1). Este modelo de anéiisis fue aplicado a cada
set experimental, es decir, cada temperatura de aclimatacién y su
correspondiente esirés. El andlisis varianza y el test de Tukey HSD fueron
realizados, como en la seccidon anterior, haciendo uso del programa Statistica

(StatSoft, Inc. 1998).

¢) Estrés por desecacion

En este experimento plantas de ambas fases reproductivas (cistocarpicas
y tetrasporofiticas) fueron colectadas a ambas alturas del intermareal en la
localidad de Maitencillo, primero durante el invierno y luego a principios de

primavera.

Con el objstivo de evidenciar si las diferencias fisiolégicas observadas en
terreno afectan la respuesta de M. laminarioides al estrés por desecacion el
procedimiento experimental se desarrollo con dos sets de plantas. El primero

fue constituido por plantas colectadas en invierno las que, luego del periodo de

cicatrizacion, fueron aclimatadas a las condiciones de laboratorio por casi dos
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meses. El segundo, fue formado por plantas colectadas en primavera, las que
fueron usadas en el experimento luego de sélo de 4 — 5 dias de cicatrizacion,

sin un periodo de aclimatacion previo.

Previo al proceso de desecacion se registrd el peso de cada fragmento
de tejido y evalud, ademas, la eficiencia fotosintética maxima (ggpo). Luego,
varias muestras de al menos cinco plantas de cada grupo fueron expuestas al
aire en una camara de cultivo mantenida a 12° - 15 ° C, 40 - 50 umoles fotones
m? s™, y 40 — 50 %HR. Después de 30 minutos, muestras de cinco plantas
fueron retiradas de esta camara, interrumpiendo el proceso de desecacién. En
cada una de estas muestras volvid a registrarse el peso y la ¢po. Este
procedimiento se repitié a los 60, 90, 120 y 150 minutos, permitiendo describir
el proceso de desecacion a lo largo de dos horas y media, bajo las condiciones
descritas. La gp, fue estimada a partir de la emision de fluorescencia, medida
después de un periodo de obscuridad de 40 minutos para cada muestra. La
emision de fluorescencia fue monitoreada por fluorimetro de excitacion continua
portatil (Handy - PEA, Hansatech Ltda., King's: Lynn, Norfolk, Inglaterra). El
registro del peso, antes y durante la desecacion, permitio estimar el porcentaje
de pérdida de agua a lo largo del proceso, en tanto que la gp, permitid evaluar

su efecto sobre el aparato fotosintético.
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La etapa de recuperacion fue evaluada en las muestras que alcanzaron
mayor porcentaje de desecacion. Los fragmentos desecados fueron reinsertos
en placas de cultivo para su rehidratacién, bajo las mismas condiciones
descritas en el parrafo anterior. Luego de 1 y 4 h de rehidratacion, la gp, volvio
a ser medida, pero sélo en aquellos fragmentos de tejido que fueron expuestos
por 90, 120 y 150 minutos. A estos tiempos alcanzaron niveles de desecacion
que redujeron significativamente la eficiencia fotosintética maxima. Esta
evaluacion permitid observar la capacidad de recuperacidon del aparato

fotosintetico bajo distintos niveles de desecacion.

El estudio estadistico de los resultados de esta seccidén contemplé dos
tipos de analisis. El primero, aplicado al proceso de desecacion, correspondié a
un anélisis de varianza multivariado, considerando en este caso los tiempos de
exposicion o porcentajes de desecacién como medidas repetidas. La fase
reproductiva y la altura en la zona intermareal fueron consideradas como
variables fijas. El segundo modelo, un analisis de varianza de tres vias, fue
aplicado por separado a cada tiempo de recuperacion (a 12 y a la 42 hora). Para
este modelo la variable tiempo de exposicién (porcentaje de desecacion) fue
considerada fija, dado los resultados de la experiencia anterior que definieron
estos tiempos como de efecto leve, moderado y alto. Como en la seccién
anterior el andlisis de varianza y el test de Tukey HSD fue realizado con el

programa Statistica (StatSoft, Inc. 1998).
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Procedimiento experimental con juveniles

Para esta seccién del presente estudio frondas reproductivas de 10 a 20
plantas de M. laminarioides, de ambas fases reproductivas (gametofiticas y
esporofiticas) y diferente altura en el intermareal (alto y bajo), fueron colectadas
en Fray Jorge y en Pucatrihue. Las muestras fueron transportadas al laboratorio
en condiciones refrigeradas (4 — 8° C), donde fueron lavadas con agua de mar
microfiltrada y luego expuestas a moderada desecacion para inducir la
esporulacion. Las esporas de diferente localidad, fase reproductiva y altura en
la zona intermareal fueron sembradas en placas de cultivo celular mutipocillos
(de 12 pocillos de 2,3 cm de didametro y 1,75 cm de profundidad) y en vidrios
porta-objetos de 1 cm2 (Fig. 3-2). Cada placa fue sembrada por esporas de una
misma localidad, pero de diferente fase y altura en el intermareal, considerando
tres de los doce pocillos como réplicas de cada categoria. En tanto que al
menos 25 vidrios por cada categoria (localidad, fase y altura) debidamente
individualizados fueron sembrados con esporas. Las placas y los vidrios
sembrados fueron cultivados por un periodo de dos semanas bajo condiciones
de laboratorio de 12 — 15° C, 50 — 80 pmoles fotones m™ s™ y fotoperiodo de 12
horas de luz, con cambio de medio de cultivo SFC 2 veces por semana. Luego
de este cultivo preliminar se procedid a ralear el exceso de individuos juveniles
de tal forma de evitar la coalescencia de discos durante el crecimiento. Los

individuos que presentaron alguna evidencia de coalescencia fueron

eliminados. El tamario inicial y final de los individuos juveniles fue registrado
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fotograficamente antes y después de desarrollado cada set experimental. Cada
pocillo y vidrio cultivado fue fotografiado bajo un microscopio binocular a un

aumento de 10x.

a) Cultivo a diferentes temperatura

Luego del periodo de cultivo preliminar las placas fueron dispuestas a
diferentes temperaturas. Dos placas de cada localidad (Fray Jorge y
Pucatrihue) fueron dispuestas por poco mas un mes (38 dias) en cada una de
las cinco temperaturas experimentales (5°, 10° 15° 20° y 25° C). La
temperatura constante fue mantenida por camaras de cultivo (Forma Scientifica)
ajustadas a la temperatura requerida (x 2° C). Las condiciones de cada camara,
salvo la temperatura, fueron semejantes a las del cultivo preliminar. La
temperatura de 5° 10° y 15° C fueron constantes a lo largo del ciclo diario; en
tanto las camaras que alcanzaban los 20° y 25° C, mantuvieron un régimen de
20° 0 25° C durante el dia y 15° C durante el periodo de cbscuridad. Para evitar
la proliferacién de otras algas al menos una vez por semana, previo al cambio
de medio de cultivo, las placas fueron cuidadosamente revisadas bajo lupa y

limpiadas con la ayuda de pinceles finos.

b) Cultivo a diferentes niveles de la desecacion
Después de la etapa preliminar, las plantas juveniles cultivadas en vidrios

fueron expuestas a diferentes tiempos de desecacion. Por un periodo de poco

mas de una mes (35 dias) cinco vidrios con juveniles de cada una de las
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diferentes categorias (localidad, fase reproductiva y altura en el intermareal)
fueron distribuidos y cuitivados en cada uno de los 5 niveles del acuario
disefiado para simular mareas (Fig. 3-3). En este acuario, de aproximadamente
50 L. de capacidad, se dispusieron a modo de escalones 5 superficies de vidrio
ubicadas horizontalmente a distintas alturas. Con un sistema ciclico de desagua
y llenado, el nivel del agua del acuario fue reducido sistematicamente dos veces
al dia. El desagiie fue controlado por dos valvulas autométicas (Rain Matic,
Programador Nelson 52). Cada una programada para evacuar el agua en cuatro
pasos sucesivos de manera de simular un periodo de marea baja. Con ambas
valvulas se reprodujo dos ciclos de marea baja en un periodo de 24 h. En cada
ciclo de marea simulada [a reduccién progresiva del agua en el acuario expuso
al aire, por 4, 3, 2, 1 y 0 h respectivamente, las cinco superficies de vidrios
horizontales en las que fueron colocados los vidrios con juveniles. Las
condiciones en el acuario fueron semejantes a las del cultivo preliminar (12 —
15° C, 50 — 60% HR durante marea baja, 50 — 80 umoles fotones m?2 s™ y
fotoperiodo de 12 horas de luz). Los 45 L de agua usados en el sistema de
acuario fueron parcialmente enriquecido (equivalente a la mitad de la
concentracién usada en el medio SFC) y recambiada una vez a la semana.
Para evitar la proliferacioén de otras algas los vidrios fueron revisadas bajo lupa

y limpiadas con la ayuda de pinceles finos.




"BIp |@ U $809A SOp uaunoo anb ‘ efeq eaiew, ap olposide eped ua sjusweAnsadsal g A | ‘2 ‘e ‘p Jod ale
[e so}sendxa UOs Sa|aAlU SajuBIS]IP SO| ‘(G [2AIU)O)E SBW AU |6 apsa(] "seploueue] “ ap se|iuaAn| sejued
U2 Sealew ap SS|SAIU SOJUNSIp 8p 0J0a)e [9 Jenwis eied opeussip OUENoE op BwWa)SIS :g-¢ eanbide einbiy

‘(uoioeNouoal ap anbuejse |e epeibajuial s8 enbe |3) "eleq ealew ap
sopoliad sop opugnuis ‘enbe Jap [9AIU [2 sosed oXend Us 89Npal BNAJGA BPRD ‘BIp
[e ZoA eun "ewalsis op enbe ap epies g} ugjonuod (1awy Jod sepejnbal) senAgA sog

OOIJEWIO)NE [0JJU0D Op anbesaQq

(ugioejnoN0al
op anbuese
[e enbe |o eibajulay)

anbesag

*Bleq ealeul,

ojuelnp aJe g ojsendxo
S9 0L |aAIU 9357 "sajiuaan
sejuerd se| sepe2ign
/com apuop sioedng

L ISAIN

*(Jeuliou ww

20'0 Eysey sp pepisolod)
SOy B8P BWISIS Un
esolABle enbe |0 opeus|
jop seluy * efeq ealew, op
opouad |2 sjuelnp ojdasxad
‘U OF Bepes ugoe|nolnal
ap enbueise |2 aopsop
epeaquiog so enfe |3
OLlende ap opeus|

- Bfeq Balew, epeo

ue Yy ¥ Jod aJe |e ojsandxa so
[oAlU 9187 "sojuaan| seue|d se|
sepe2Iqn ucs spucp soiladng

G ISAIN

G8




86

Los resuitados de cada set experimental registrados fotograficamente
fueron evaluados a partir de las imagenes digitalizadas y con la ayuda de
software de andlisis de imagenes Image-Pro Plus version 4.1. En cada imagen
se evaluo el largo del talo y el area del disco. El crecimiento fue estimado a
través de la diferencia entre los valores del inicio y final de cada experimento y
para cada categoria evaluada. Las diferencias estadisticas entre las diferentes
categorias evaluadas (localidad, fase y altura en el intermareal) fueron
evaluadas a través de un analisis de varianza multivariado (ANOVA de medidas
repetidas, Statistica StatSoft, Inc. 1998) que considera a las diferentes
temperatura y tiempos de exposicion a la desecacion como medidas repetidas.
Un anélisis semejante fue utilizado para observar diferencias al interior de cada
localidad. La deteccion de diferencias a posteriori se realizo a través del test de

Tukey HSD.
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RESULTADOS
Resultados con plantas adultas
a) Aclimatacion a diferentes temperaturas

Los parametros fotosintéticos evaluados en Fray Jorge y Pucatrihue,
describen el patrén de comportamiento de la fotosintesis de M. laminarioides
ante un amplio rango de temperatura (Fig. 3-4; Tabla 3-1). En ambas
poblaciones, la fotosintesis maxima (Pmax) evidencié cambios significativos a lo
largo del rango de temperatura (Fig. 3-4; Tabla 3-4), alcanzando valores
maximos a los 15° C, valores intermedios a los 20° y 25° C y los mas bajos a los
a 10° y 5° C. De manera similar, la Resp mostré diferencias significativas a lo
largo de la temperatura (Fig. 3-4; Tabla 3-4), evidenciando una menor tasa de
respiracién a los 15° C, la que incrementa a mayor o menor temperatura. En
este contexto, cabe destacar que las tasas de respiracién alcanzadas a 5° C
son equivalentes a la tasas fotosintéticas obtenidas a la misma temperatura
(Tabla 3-1). Por su parte, los parametros o, Ik e I, también mostraron
diferencias significativas entre las distintas temperaturas (Tabla 3-4); sin
embargo, estas se deben a los bajos valores alcanzados por estos parametros
a 5° C. A pesar de lo anterior, en forma consistente, ninguno de los parametros
evaluados mostré diferencias significativas entre Fray Jorge y Pucatrihue, o

entre plantas de diferente fase reproductiva.



Tabla 3-1: Parametros fotosintéticos (relativos a la curva P-|) derivados de la evolucién de oxigeno en plantas de
M. laminarioides (colectadas de la parte baja del intermareal, de ambas fases reproductivas, y dos poblaciones),
bajo cinco diferentes temperaturas de aclimatacion. Pmax, tasa de fotosintesis maxima (umoles Oz g' h™"); «,
eficiencia en la cosecha de energia radiante {(umoles O, g' h™' (umoles fotones m™ s7)"); Resp, tasa de
respiracién (umoles Oz g™ h™); Iy, intensidad luminosa de saturacion (umoles fotones m? s™); 1., intensidad
luminosa de compensacién (umoles fotones m? s™). Los valores corresponden al promedio, la desviacion
estandar se incluye entre paréntesis.

t* Poblaciones Prax sd o sd Resp sd Iy sd I sd
Fray Jorge 46  (2,3) 0,10 (0,08) 40 (22) 471  (17.8) 43,6 (16,0
5  Pucatrihue 48 (22 0,10 (0,03) 3,7  (14) 406  (20,5) 357 (9,1)
Fray Jorge 10,6  (5.8) 0,21 (0,08) 23 (1,1) 769 (12,0 127  (4.3)
10 Pucatrihue 9,5  (4,8) 0,17 (0,08) 1,7 (1) 73,6 8,1 46 (1,1)
Fray Jorge 24.8 (8,7) 0,29 (0,10) 1,5 {1,0) 88,0 (17,2) 55 (3,6)
15 Pucatrihue 220  (8,6) 0,24 (0,09) 14 (0,8 920 (13.2) 57 (2,6
Fray Jorge 18,4 {5,8) 0,30 (0,11) 24 {1,7) 731 (14,4) 6,2 (2,4)
20 pycatrihue 155 (6,0 0,25 (0,07) 24 (0,5 771 (13,7) 97 (3.0
Fray Jorge 159  (3.8) 0,20 (0,13) 29  (1.1) 89,3  (28,5) 16,9 (10,0

25  Pucatrihue 16,3  (2,6) 0,18 (0,03) 3,1 (1,3) 928  (10,1) 175  (6,6)
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Figura 3-4: Tasa de fotosintesis maxima (Pmax), tasa de respiracion (Resp) y

eficiencia fotosintética (a, pmoles Oz g™ h™'[umoles fotones m? s™'"") de plantas

de M. laminarioides provenientes de dos poblaciones evaluadas a las

temperaturas de aclimatacion respectivas. (Promedio + 2 EE).
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Los resultados obtenidos con los distintos grupos de plantas (incluyendo
la localidad de Maitencillo y muestras provenientes de ambas alturas del
intermareal) y evaluadas a tres temperaturas de aclimatacion (10°, 15° y 20° C),
describieron un patrén fotosintético semejante al anterior (Fig. 3-5; Tabla 3-2).
El analisis estadistico evidencié diferencias significativas a lo largo del rango de
temperatura para Pnax, Resp, a, € I; (Tabla 3-4). Estas variables indican un
optimo fotosintético a 15° C, marcado por una tasa de fotosintesis
significativamente mayor y una reducida tasa de respiracion (Fig. 3-5), aunque
los valores de « fueron significativamente mayores tanto a 15° como 20° C. En
cuanto al parametro Iy no se observaron diferencias significativas entre las

temperaturas evaluadas (Tabla 3-4).

A diferencia de lo observado en la evaluacién experimental anterior, en
Pmax S& observaron diferencias significativas entre localidades y al nivel de la
interaccion entre temperatura y localidad (Tabla 3-3). El andlisis a posteriori
(Tabla 3-4) revelé que a una misma temperatura las diferencias entre
localidades se observan a los 10° y 20° C. En ambos casos las plantas de
Maitencillo alcanzan una mayor tasa fotosintética que las de las otras dos
poblaciones (Fig. 3-5, Tabla 3-4). Paralelamente, la variable l¢ también mostré
diferencias significativas al nivel de la interaccidon entre temperatura y localidad
(Tabla 3-3). El anélisis a posteriori (Tabla 3-4) indicé que a 10° C las plantas de

Maitencillo requieren de una intensidad luminosa significativamente mas altas,
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que las ofras dos poblaciones, para alcanzar los niveles de fotosintesis que
compensen la respiracion. A 15° y 20° C no se observan dichas diferencias

entre poblaciones.

Adicionalmente, el analisis de Pmax evidencio diferencias significativas al
nivel de la interaccion entre temperatura de aclimatacion, localidad y fases
reproductivas (Tabla 3-3). Sin embargo, de acuerdo al analisis a posteriori no se
observaron diferencias entre fases de la misma localidad a una temperatura.
Esto implica que el comportamiento de las variables evaluadas no difiere
significativamente entre las plantas de distinta fase reproductiva, ni entre las

alturas en el intermareal que estas ocupan en el intermareal (Tabla 3-3).

b) Estrés por alta temperatura

Las plantas aclimatadas a 10° C al ser expuestas a 30° C mostraron
valores de Pmax, Resp, Ik, e I significativamente mayores que los obtenidos a
temperatura de aclimatacién (Fig. 3-6; Tabla 3-5). El parametro o, en cambio,
no mostré diferencias significativas entre las evaluaciones realizadas a 10° y
30° C. Las plantas aclimatadas a 20° C, en cambio, mostraron diferencias
significativas solo en la Resp (Fig. 3-6; Tabla 3-5), siendo mayor a 30° C que a
20° C. En los restante parametros estas plantas no exhibieron diferencias

significativas entre ambas temperaturas de evaluacién (Tabla 3-5).
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Paralelamente, en plantas aclimatadas a 10° C la emision de
fluorescencia, evaluada a temperatura de aclimatacién y de esirés, evidencio
diferencias significativas en los parametros de Fy, ¢po, ¢p’;, QNP enire ambas
temperaturas de evaluacion, alcanzando siempre los mayores valores a 30° C
(Fig. 3-7). En plantas aclimatadas a 20° C, en cambio, sblo en los parametros
¢po ¥ GNP se observaron diferencias significativas, logrando también los
mayores valores a 30° C. Por otra parte, el analisis estadistico indicd que en
plantas aclimatadas a 10° C los dos parametros de eficiencia fotosintética (gpo,
op) exhibieron diferencias significativas entre localidades (Tabla 3-6). En ambos
casos, el analisis a posteriori evidencid que a 30° C las plantas de Pucatrihue
muestran valores de @p, ¥ 0p significativamente mayores que las de Fray Jorge

(Fig. 3-7).

Adicionalmente, en plantas de Fray Jorge aclimatadas a 10° el
parametro qNP evidencié diferencias significativas entre plantas provenientes
de distinta altura en la zona intermareal (Tabla 3-6). El andlisis a posteriori
indicd que a los 10° C las plantas provenientes de la parte alta del intermareal
muestran valores de qNP mayores que en plantas de la parte baja. Esta

diferencia no se observd a los 30° C.
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Figura 3-6: Tasa de fofosintesis maxima (Pmax), tasa de respiracién (Resp) y
eficiencia fotosintética (a, pmoles 02 g™ h™'[umoles fotones m? s™'T") de plantas

de M. laminarioides provenientes de dos poblaciones evaluadas a temperaturas
de aclimatacion (10° y 20° C) y a alta temperatura (30°C) . Entre paréntesis se

indica la temperatura de aclimatacidn de las plantas. (Promedio * 2 EE).
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derivados de la emision de fluorescencia son obtenidos de plantas de M.
laminarioides provenientes de dos poblaciones evaluadas a temperaturas de
aclimatacion (10° y 20° C) y a alta temperatura (30°C). Entre paréntesis se
indica la temperatura de aclimatacién de las plantas. Asteriscos (*) indican
diferencias significativas. (Promedio + 2 EE).
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Estrés por desecacion
Los efectos del estrés por desecacidn sobre la eficiencia cuantica
maxima (ppo,) de la fotosintesis en M. /aminaricides son ordenados en dos

partes: la etapa de desecacion y la etapa de recuperacion.

Etapa de desecacion

Durante el proceso de desecacidén las plantas aclimatadas y no
aclimatadas a las condiciones de Ilaboratorio alcanzaron porcentajes
semejantes de pérdida de agua a los mismo tiempos de exposicion al aire. A los
30 min ambos grupos de plantas perdieron aproximadamente el 30% de agua, a
los 60 min el 40%, a los 90 min el 50%, a los 120 min el 60% y a los 150 min
perdieron alrededor del 70% de su contenido hidrico. En este proceso la
eficiencia fotosintética fue afectada significativamente (Fig. 3-8 y 3-9; Tabla 3-
7). En general, pérdidas moderadas del contenido hidrico de los tejidos (40% o
menos) no afectan significativamente la @p,. Por el contrario, en algunas plantas
provocan un aumento leve pero significativo de la eficiencia fotosintética (Fig. 3-
9; Tabla 3-8). Porcentajes mayores al 50% de pérdida de agua pueden reducir
significativamente la gp,, alcanzando los valores mas bajos (alrededor de 0,1) al

perder el 70% del agua contenida en el tejidos (Fig. 3-8 y 3-9).

Los resultados indican, ademas, que los efectos de la desecacion

dependen de a las condiciones de cultivo. En plantas aclimatadas la eficiencia
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fotosintética es reducida significativamente cuando la pérdida de agua alcanza
alrededor del 50% (Fig. 3-8; Tabla 3-8). En cambio, plantas no aclimatadas
muestran una reduccion progresiva de la ¢po, que sdlo llega a ser significativa

cuando la pérdida de agua es de alrededor del 70% (Fig. 3-9; Tabla 3-8).

En plantas aclimatadas, la desecacidn afecta de modo diferente a
individuos de distinta fase reproductiva. En estas plantas, la fase reproductiva
como factor de analisis es significativa al nivel de la interaccion con el tiempo de
exposicién a la desecacion (D x F en Tabla 3-7). Esto revela que cuando la
pérdida de agua es de alrededor del 50% la eficiencia fotosintética de ambas
fases es significativamente diferente, observandose los mayores valores en
plantas cistocarpicas (Fig. 3-8). Esta diferencia, sin embargo, so6lo evidencia un
comportamiento diferencial mas general entre ambas fases reproductivas. En
las muestras aclimatadas, la @po de las plantas tefrasporofiticas es afectada
primero, ¢ a menores porcentaje de pérdida de agua, que en las frondas
cistocarpicas (Fig. 3-8a). El significativo efecto de la progresiva desecacion
sobre la @p, se evidencia en cada fase reproductiva tantc en plantas
aclimatadas (F= 42,6; p<0,001; g.I.= 5 para cistocarpicas y F= 87,0; p< 0,001;
g.l.= 5 para tetrasporofiticas) como no aclimatadas (F= 45,6; p<0,001; gl.=5
para cistocarpicas y F= 21,2; p= 0,002, g..= 5 para tetrasporofiticas). El analisis
a posteriori realizado separadamente para cada fase (Tabla 3-8) evidencia que,

en plantas cistocarpicas, niveles moderados de desecacion (30% y 40% de
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perdida de agua respectivamente) incrementan levemente la gp,, reduciéndose
de manera significativa a niveles de desecacion del 60 %. En plantas
esporofiticas, en cambio, la reduccién de la @p, comienza antes (al 40% de
pérdida de agua) y se hace significativa alrededor del 50% de desecacién (Fig.
3-8a; Tabla 3-9). Un comportamiento semejante al de las plantas cistocarpicas
es observado enire las plantas no aclimatadas, pero no hay diferencias

significativas entre ambas fases reproductivas (Fig. 3-9a; Tabla 3-9).

La altura que las plantas ocupan en el intermareal no parece ser un
factor que afecte de manera diferencial el comportamiento de la eficiencia
fotosintética durante el proceso de desecacion (Fig. 3-8b y 3-9b). En las
muestras aclimatadas, la ¢po de las plantas provenientes de [a parte alta del
intermareal parece ser reducida primero, 0 a menores porcentaje de pérdida de
agua, que en las plantas de la parte baja (Fig. 3-8b). Sin embargo, el andlisis
estadistico no evidencia diferencias significativas entre ambos grupos de
plantas. En plantas no aclimatadas, por su parte, se observa un efecto marginal
en la interaccidn entre tiempo de exposicién y la aliura en el intermareal (T x A,
F= 4,4; p= 0,064; gl= 5 en Tabla 3-7). Esto puede ser explicado por las
diferencias con que provienen de terreno y que mantienen ambos grupos de
plantas desde inicio del proceso de desecacién, las que dejan de observarse a

partir del 60% de pérdida de agua.
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Tabla 3-7: Valores de F obtenidos del analisis de varianza multivariado (de
medidas repetidas) realizado para los valores de la gp, (eficiencia fotosintética
maxima) evaluada en plantas aclimatadas (mantenidas en laboratorio) y no
aclimatadas (traidas de terreno) durante el proceso de desecacién. El anilisis
evalla los efectos del porcentaje de pérdida de agua durante la desecacién (D),
la fase reproductiva (F} y la altura en el intermareal (A). *: p< 0,05; **: p< 0,01;

***: p< 0,001.
Aclimatadas | No ~aclimatadas
Factores (g.l) F F
Desecacion (D)  (5) 106,2 *** 19,0 =
Fase (F) (1) 53 2,4
Altura (A) (1) 5,1 16,8
DxF (£9)] 33 * 1,2
DxA 5 1,6 44
FxA )] 7.2 9,9
DxFxA 5) 24 3,7
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Tabla 3-8: Analisis a posteriori (Test de Tukey HSD) sobre el efecto significativo
del tiempo de exposicion a la desecacién o el porcentaje de pérdida de agua
durante la desecacion (D) en plantas aclimatadas y no aclimatadas. Resultados
derivados del ANOVA multivariado para el parametro ¢p,, evaluado durante el
proceso de desecacion. *: p< 0,05. ns: p> 0,05.

Tiempo de Pérdida

s Aclimatadas No - aclimatadas
Exposicion de agua
(min) (%) _ (30) (40) (50) (60) (70)| (30) (40) (50) (60) (70)
0 0 ns ns * * * ns ns ns ns *
30 30 ns * * * ns * * *
60 60 * * * * * *
90 50 * * ns *
120 60 ns ns
150 70
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Tabla 3-9: Andlisis a posteriori (Test de Tukey HSD) sobre el efecto significativo
del porcentaje de pérdida de agua durante la desecacién (D) en plantas
aclimatadas y no aclimatadas y de ambas fases reproductivas. Resultados
derivados del ANOVA multivariado para el parametro gp,, evaluado durante el

proceso de desecacion. *: p< 0,05, ns: p> 0,05.

Pérdida

de agua Aclimatadas No - aclimatadas
(%)  (30) (40) (50) (80) (70)| (30) (40) (50) (60) (70)
0 ns ns ns * * * * ns * *
30 ns %* * * ns * * W
Cistocarpicas 40 * * * ns * *
50 * * * *
80 ns *
70
0 ns ns * * * ns nNs NS ns *
30 ns * * L] ns * * *
Tetrasporofitas 40 * * * ns * *
50 * * ns ns
60 ns

70

ns
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Figura 3-8: Comportamiento de la eficiencia fotosintética méaxima (qp,),
registrada durante el procesoc de desecacion, en plantas de M. laminarioides
colectadas en la localidad de Maitencillo y aclimatadas a las condiciones de

laboratorio. a) Plantas de ambas fases reproductivas, b) plantas colectadas en

la parte alta y baja del intermareal. Asterisco (*) indica diferencias significativas
(Promedio £ 2 EE).
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colectadas en la localidad de Maitencillo y no aclimatadas a las condiciones de

laboratorio. a) Plantas de ambas fases reproductivas y b) plantas colectadas en

la parte alta y baja del intermareal. (Promedio % 2 EE).
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Etapa de recuperacion

Luego de que el tejido es rehidratado las plantas aclimatadas y no
aclimatadas muestran diferentes patrones de recuperacion de la ¢p,. En
general, después de la rehidratacion, las plantas aclimatadas y no aclimatadas,
sometidas previamente a distinto nivel de desecacién, mostraron una eficiencia
fotosintética significativamente menor que estas mismas plantas no expuestas a
desecacion (Tabla 3-10). El andlisis a posteriori evidencié que las plantas
aclimatadas, después de una hora de rehidratacion, muestran niveles de ¢p,
significativamente menores que los observados al inicio dei experimento (Fig. 3-
10, Tabla 3-11). En las plantas no aclimatadas, en cambio, la gp, alcanzéd
valores significativamente inferiores después de la primera hora de
rehidratacién so6lo en las muestras expuestas a mayor desecacion (70% de
pérdida de agua) (Fig. 3-10; Tabla 3-11). Luego de cuatro horas de
rehidratacion los valores de gp, incrementan en todas las plantas, sin embargo,

no modifican significativamente el patron descrito.

La comparacién de la gp, durante la rehidratacion muestra también
diferencias entre plantas de distinta fase reproductiva (Tabla 3-10). En plantas
aclimatadas y no aclimatadas, la fase cistocarpica alcanzd siempre valores de
ppo Mas altos que las plantas tetrasporofiticas (Fig. 3-11). Esta diferencia se
observé en ambos periodos de evaluacion (después de 1 y 4 h de

rehidratacién), pero sélo se hace significativa en plantas aclimatadas iuego de 4
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h de rehidratacion. Asi, por ejemplo, entre plantas expuestas a un mismo nivel
de desecacién (60% y 70% de pérdida de agua), las plantas cistocarpicas
alcanzan valores de op, significativamente mas altos que las tetrasporofiticas

(Fig. 3-11; Tabla 3-12).

La altura del intermareal de donde provienen las muestras no parece ser
un factor que afecte significativamente la eficiencia fotosintética observada en
las plantas rehidratadas (Tabla 3-10). Las diferencias indicadas por el analisis,
al nivel de la altura en el intermareal en plantas no aclimatadas, corresponden a
las diferencias iniciales, donde la gp, en plantas de la parte baja del intermareal
fue mayor que en plantas de la parte alta (Fig. 3-12). Esta diferencias, sin
embargo, no se observaron en plantas que alcanzaron un 70% de pérdida de

agua.
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Tabla 3-10: Valores de F obtenido del analisis de varianza de tres vias
realizado para los valores de la gp, (eficiencia fotosintética maxima) evaluada
en plantas aclimatadas y no aclimatadas, después de 1 y 4 horas de
rehidratacion. El andlisis evallia los efectos del porcentaje de pérdida de agua
durante la desecacioén (D), la fase reproductiva (F) y la altura en el intermareal
(A). *:p<0,05; **: p< 0,01; ***: p< 0,001.

Tiempo de Aclimatadas No - aclimatadas
Recuperacion Factores (g.l) F F
Desecacion (D) () 166,4 * 34,3 *
Fase (F) () 6,7 * 12,6 ***
Altura (A) M 2,9 9,0 *
1 hora DxF (3) 43 * 2,1
DxA ) 0,2 2,0
FxA (1) 0,9 0,0
DxFxA (3) 1,6 0,8
Desecacion (D)  (3) 84,4 *x 15,6 **
Fase (F) (1) 19,3 ** 10,6 *
Altura (A) (1 2,9 2,0
4 horas DxF (3) 10,5 * 1,8
DxA (3) 0,2 29 *
FxA (1 0,0 0,0
DxFxA (3) 0,1 0,1
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Tabla 3-11: Analisis a posteriori (Test de Tukey HSD) sobre el efecto
significativo del porcentaje de pérdida de agua durante la desecacién (D) en
plantas aclimatadas y no aclimatadas. Resultados derivados del ANOVA de tres
vias para el parametro gp,, evaluado después de 1 y 4 horas de rehidratacion.
*: p< 0,05. ns: p> 0,05.

Tiempo de Pérdida

Recuperacién de agua Aclimatadas No - aclimatadas
(%) (50) (80) (70) | (S50) (60) (70)
0 * * * ns ns *
1 hora 50 ns * ns *
60 * *
70
0 * * * ns ns *
4 horas 50 ns * ns ns
60 * *
70
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Tabla 3-12: Andlisis a posteriori (Test de Tukey HSD) sobre el efecto de la
interaccién entre el porcentaje de pérdida de agua durante la desecacion y la
fase reproductiva (D x F), en plantas aclimatadas. Resultados derivados del
ANOVA de tres vias para el parametro ¢p,, evaluado después 4 horas de
rehidratacién. C: plantas cistocarpicas. T: plantas tetretraspéricas. *; p< 0,05.
ns: p> 0,05.

Pérdida Fase

de agua reproductiva Aclimatadas
%
® 2 G @ 6 6 1 ®
¢ Mm * * * nps o *
’ T (2) * * ns * * *
C (3) ns ns ns ns *
* T (4) * ns ns *
60 C (5) * »* s
T (6) ns  *
c (7) m
0 T (8)
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Figura 3-10: Comparacién de la eficiencia fotosintética maxima (gpo) evaluada
antes de la pérdida de diferentes porcentajes de agua y después de 1 y 4 horas
de rehidratacién. La evaluacién se realizd en plantas (aclimatadas y no
aclimatadas) de M. laminarioides colectadas en Maitencillo. Letras distintas (a o
b} indican diferencias significativas. (Promedio * 2 EE).
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Figura 3-11: Comparacién de la eficiencia fotosintética maxima (op,) evaluada
antes de la pérdida de diferentes porcentajes de agua y después de 1 y 4 horas
de rehidratacién. La evaluacion se realiz6 en plantas de M. laminarioides
(aclimatadas y no aclimatadas) de ambas fases reproductivas (cistocarpicas y
tetraspdricas) colectadas en Maitencillo. Asteriscos (*) indican diferencias
significativas. (Promedio + 2 EE).
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Figura 3-12: Comparacién de la eficiencia fotosintética maxima (ep,) evaluada
antes de la pérdida de diferentes porcentajes de agua y después de 1 y 4 horas
de rehidratacién. La evaluacion se realizd en plantas de M. laminaricides
(aclimatadas y no aclimatadas) colectadas de ambos extremos en el intermareal
(intermareal alto y bajo} en Maitencillo. (Promedio £ 2 EE).
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Resultados con juveniles
a) Cultivo a diferentes temperaturas

Los resultados evidencian que las plantas juveniles de M. faminarioides
crecen (en el largo del talo) en un amplio rango de temperatura (entre los 5° y
los 26° C; Fig. 3-13). El analisis general indicé diferencias significativas entre las
temperaturas de cultivo (Tabla 3-13), revelando a posteriori que el crecimiento
es significativamente mas alto a los 10° y 15° C que en las restantes
temperaturas (Fig. 3-13). No se observaron diferencias significativas entre
localidades saivo al nivel de interaccién entre temperatura y localidad (T x L en
Tabla 3-13). En este caso el andlisis a posteriori indicd que estas diferencias
significativas se presentan a los 10° C, donde los juveniles de Fray Jorge
crecen mas que los de Pucatrihue y a los 25° C, en donde son los de esta
dltima localidad los que muestran un mayor crecimiento (Fig. 3-13). En el mismo
analisis general (Tabla 3-13) se observaron diferencias significativas entre
plantas provienen de diferente altura en el intermareal y también diferencias
entre fases reproductivas, aunque sélo a nivel de la interaccion con el origen

intermareal de los juveniles (F x A en Tabla 3-13).

El analisis de cada localidad evidencia con mayor claridad las diferencias
entre los grupos de plantas evaluados. Tanto en Fray Jorge como en Pucatrihue
las fases reproductivas muestran un comportamiento ligeramente distinto a lo
largo del rango de temperatura, alcanzando un maximo de crecimiento a

diferentes temperaturas: a 10° C en las plantas juveniles esporofiticas y a 15° C
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en plantas gametofiticas (Fig. 3-14a y b). Sin embargo, en ningln las dos
localidades estas diferencias entre fases fueron estadisticamente significativas

(Tabla 3-14).

Por su parte, la altura intermareal de la que provienen los parentales
determiné diferencias significativas en el crecimiento de plantas juveniles (Fig.
3-15). En Fray Jorge estas diferencias en el crecimiento fueron significativas
sélo en interaccion con la temperatura o la fase reproductiva (TxA, FxAo T x
F x A en Tabla 3-14). El andlisis a posteriori reveld que estas diferencia se
advierten a 10° y 15° C, aunque su sentido es diametralmente opuesto entre
juveniles de distinta fase reproductiva. A ambas temperaturas, los esporofiticas
juveniles provenientes del intermareal alto muestran un mayor crecimiento que
aquellos que vienen del intermareal bajo (Fig. 3-15a). Entre los gametofitos, en
cambio, los de mayor crecimiento son los juveniles del intermareal bajo (Fig. 3-
15b). En Pucatrihue, en tanto, las diferencias entre juveniles provenientes de
parentales de distintas alturas en el intermareal son significativas a lo largo de
todo el rango de temperaturas (Fig. 3-15, Tabla 3-14). En este caso, en ambas
fases reproductivas las plantas juveniles que provienen de la parte baja del

intermareal crecen més que aquellos que vienen de la parte alta (Fig. 3-15c y

d).
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Tabla 3-13: Valores de F obtenidos del analisis de varianza multivariado (de
medidas repetidas) realizado para el crecimiento en el largo del talo en
individuos juveniles. El analisis evalia los efectos de la temperatura de cultivo
(T), la localidad de origen (L), la fase reproductiva (F) y la altura en el
intermareal (A). *: p< 0,05; **: p< 0,01; ***: p< 0,001.

Factores {g.) F
Temperatura (T) | (4) 34,1 *+
Localidades (L} | (1) 0,8
Fase (F) )] 1.3
Altura (A) )] 88 *
TxL (4) 12,1
TxF (4) 1.1
LxF (1) 4,2
TxA 4) 2,1
LxA {1) 40,5 ***
FxA (1) 27,8 *
TxLxF 4) 0,3
TxLxA 4) 1,4
TxFxA 4) 1,0
LxFxA )] 0,3
TxLxFxA (4) 4,3 ***
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Tabla 3-14: Valores de F obtenidos del anélisis de varianza multivariado (de
medidas repetidas) realizado para el crecimiento en el largo del talo en
individuos juveniles provenientes de distinto origen geografico. El anélisis
evalua los efectos de la temperatura de cultivo (T), la fase reproductiva (F) y la
altura en el intermareal (A). *: p< 0,05; **: p< 0,01; ***: p< 0,001.

Fray Jorge Pucatrihue

Factores (g.l) F F
Temperatura (T) (4) 276 ™ 23,2
Fase (F) (1) 0,1 3,6
Altura (A) )] 3,5 87,6
TxF 4) 0,2 14
TxA 4 29 1,2
FxA (1) 20,0 * 17,5
TxFxA (4) 38 * 0,6
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Figura 3-13: Incremento en el largo del talo en juveniles de M. laminarioides
crecidos por un mes a diferentes temperaturas. Estos juveniles provienen de

plantas colectadas en Fray Jorge y Pucatrihue. (Promedio * 2 EE).
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Figura 3-14: Incremento en el largo del talo en juveniles de M. laminarioides de
ambas fases reproductivas (esporofitos y gametofitos) crecidos por un mes a

diferentes temperaturas. Estos juveniles provienen plantas colectadas en Fray
Jorge y Pucatrihue. (Promedio + 2 EE).
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Figura 3-15: Incremento en el largo del talo en juveniles de M. faminarioides, de
ambas fases reproductivas (esporofitos y gametofitos) crecidos por un mes a
diferentes temperaturas. Estos juveniles provienen de plantas colectadas a
distinta altura en el intermareal (intermareal alto (A) y bajo (B)) en Fray Jorge y
Pucatrihue. Asteriscos (*) indican diferencias significativas. (Promedio % 2 EE).
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b) Cultivo a diferentes niveles de desecacion

El crecimiento en plantas juveniles expuestas a distintos tiempos de
desecacién difiere significativamente entre plantas de distinta localidad y fase
reproductiva, aunque la magnitud y sentido de estas diferencias depende de la
variable observada (Fig. 3-16; Tabla 3-15). El crecimiento estimado a fravés del
incremento en el largo del talo muestra que los juveniles de Fray Jorge
crecieron significativamente mas que los de Pucatrihue en todos los tiempos de
exposicion (Fig. 3-16a). En los juveniles de Fray Jorge este tipo de crecimiento
muestra un maximo significativamente mayor cuando las plantas son expuestas
al aire por 1y 2 h, para luego declinar a mayores tiempos de exposicién
alcanzando una significativa reduccion a 4 h de exposicién. En los juveniles de
Pucatrihue el incremento del talo es significativamente mayor a 0 y 2 h de
exposicion, reduciéndose significativamente con 4 h de desecacién. Por el
contrario, el incremento en el area del disco indica que las plantas de
Pucatrihue crecen significativamente més que las de Fray Jorge (Fig. 3-16b). En
este caso, los juveniles de ambas localidades redujeron significativamente su

crecimiento cuando fueron expuestos a 3 y 4 h de exposicion a la desecacion.

Al considerar separadamente cada localidad se evidencia con mas
claridad las diferencias entre las fases reproductivas y el diferente origen
intermareal en el crecimiento de las plantas juveniles (Fig. 3-17; Tabla 3-18). En
Fray Jorge, los esporofitos juveniles muestran que el crecimiento en largo del

talo varié significativamente con distintos tiempos de exposicién a desecacion,
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incrementando levemente con una hora de exposicion, y reduciéndose de
manera significativa cuando son expuesto por 4 h (Fig. 3-17a). En gametofitos
juveniles, en cambio, la desecacién afecta positivamente la elongacién del talo.
En este caso, las plantas expuestas por 2 y 3 h a la desecacion muestran un
crecimiento  significativamente mayor que los esporofitos, alcanzando un
maximo de crecimiento cuando son expuestos por 2 h. Este crecimiento decae
rapidamente a mayor nivel de exposiciones, hasta alcanzar valores semejantes
a los esporofitos expuestos por 4 h (Fig. 3-17a). Por otra parte, considerando el
area del disco, también se observan diferencias significativas entre juveniles de
diferente fase reproductiva (Tabla 3-16). En este caso los gametofitos juveniles
muestran un crecimiento significativamente mayor en todos los niveles de
desecacion, salvo a exposiciones de 4h. No obstante, los juveniles de ambas
fases muestran una reduccién progresiva del crecimiento al aumentar el tiempo
de exposicion a la desecacion, reduccién que se hace significativa cuando son

expuestas por 4 h (Fig. 3-17b).

A diferencia de lo anterior, en Pucatrihue sélo el incremento del talo,
como estimador del crecimiento, muestra diferencias significativas entre
juveniles de distinta fase reproductiva (Tabla 3-16). El andlisis a posteriori, sin
embargo, reveld que estas diferencias se observan sélo cuando la plantas son
expuesias por 0 y 2 h a la desecacién, siendo en cada caso mayor en
esporofitos juveniles. En esta fase, el crecimiento sigue el mismo patrén

descrito antes para la localidad, con dos maximos a los 0 y 2 h de exposicion y
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una reduccion significativa cuando los juveniles son expuestos por 4h (Fig. 3-
17c). El incremento del talo en gametdfitos juveniles es reducido
significativamente a 4 h de exposicion. El incremento en el area del disco no
mostro diferencias significativas entre juveniles de distinta fase reproductiva a
ningdn tiempo de exposicion a la desecacion (Fig. 3-17d). En ambas fases el

incremento en area decrece significativamente a 3 y 4 horas de desecacion.

En plantas de Fray Jorge, el origen intermareal de los juveniles mostré
diferencias significativas s6lo en incremento en el largo del talo (Tabla 3-17),
para la altura en el intermareal en esporofitos y al nivel de la interaccion con el
tiempo de exposicion en gametofitos (TxXA en Tabla 3-17). En este contexio, los
esporofitos juveniles de diferente altura muestran un maximo a diferentes
tiempos de desecacion: a 1 h para plantas del intermareal bajo y a 2 h para del
alto (Fig. 3-18). Entre los gametofitos, en cambio, los juveniles de la parte alta
muestran un mayor crecimiento que los de la parte baja a partir de las 2 h de
exposicion a la desecacién. Sin embargo, el andlisis a posteriori indicé que
estas diferencias son significativas sdlo a 4 h de exposicién, cuando ambos
grupos de plantas reducen significativamente su crecimiento. El incremento en
el area del disco no mostré diferencias significativas entre juveniles de distinto

origen intermareal a ningin nivel (Fig. 3-18; Tabla 3-17).

A diferencia de lo anterior, en juveniles de Pucatrihue se observaron

diferencias significativas entre las plantas de distinto origen intermareal, tanto
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en la longitud del talo como en el drea del disco (Tabla 3-17). En relacién a la
longitud del talo, los esporofitos juveniles mostraron diferencias para la altura en
el intermareal y en la interaccion con el tiempo de exposicién (TxA en Tabla 3-
17). En este caso, las plantas provenientes de la parte baja del intermareal
mostraron un crecimiento significativamente mayor que los de la parte alta (Fig.
3-19). Esto ocurre para los diferentes tiempos de exposicién a la desecacion,
excepto cuando los juveniles son expuestos por 4 h. En los gametofitos las
diferencias significativas se observaron sélo en la interaccién (TxA en Tabla 3-
17). El analisis a posteriori indico que estas diferencias se observaron a las 2 y
4 h de exposicién. En el primer caso los juveniles del intermareal alto muestran
un mayor crecimiento que los de la parte baja y en el segundo caso estos
Gltimos son los que crecen mas que los del intermareal alto. En cuanto al area
del disco, los esporofitos mostraron diferencias significativas para la altura en el
intermareal y al nivel de la interaccion. En este caso, el crecimiento de juveniles
provenientes de la parte baja del intermareal es mayor que los de {a parte alta
en todos los tiempos de exposicién, pero estas diferencias se hacen
significativas cuando los juveniles son expuestos por 1 y 2 h a la desecacion
(Fig. 3-19). Entre los gametofitos los juveniles de ambos extremos en el
intermareal solo mostraron diferencias significativas al nivel de la interaccién,
diferencias que se evidencias a 1 h de exposicidn cuando los individuos de la

parte baja crecen mas que los del intermareal alto (Fig. 3-19).
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Tabla 3-16: Valores de F obtenidos del analisis de varianza multivariado (de
medidas repetidas) realizado para e! crecimiento en el largo del talo en
individuos juveniles de distinto origen geografico. El analisis evalla los efectos
del tiempo de exposicién a la desecacion (T), la fase reproductiva (F) y ia altura
en el intermareal (A). *: p< 0,05; **: p< 0,01; ***: p< 0,001.

Fray Jorge Pucatrihue
Largodeltalo | Areadel |Llargodelialo| Area del
disco disco
Factores (g.l) F F F F
Tiempode exp. (T)  (4) 21,5 36,1 " 11,8 ** | 1254
Fase (F) (1) 499 * 530,8 *= 46,5 * 3,3
Altura (A) (1) 2,6 0,1 27,9 9,6 **
TxF {4) 3.0 56 * 53 = 1,1
TxA 4) 10,8 ** 1.1 2,2 4,1 =
FxA (D 33,7 * 2,6 64,7 *** 71 *
TXFxA (4) 77 ** 2.8 5,9 *** 1,6
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Figura 3-16: Incremento en el largo del talo (a), y area del disco (b) en juveniles

de M. laminarioides expuestos por un mes a diferentes tiempos de desecacion.

Estos juveniles provienen de plantas colectadas en Fray Jorge y Pucatrihue.

Asteriscos (*) indican diferencias significativas. (Promedio + 2 EE).
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Figura 3-17: Incremento en el largo del talo (a y c) y area del disco (b y d) en
juveniles de M. laminarioides, de ambas fases reproductivas (esporofitos,
gametofitos), expuestos por un mes a diferentes tiempos de desecacidn. Esto
juveniles provienen de plantas colectadas en Fray Jorge y Pucatrihue.
Asteriscos (*) indican diferencias significativas. (Promedio % 2 EE).
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Tabla 3-17: Valores de F obtenidos del andlisis de varianza multivariado (de
medidas repetidas) realizado para el crecimiento en el largo del talo y el rea de
disco en individuos juveniles de ambas fases reproductivas provenientes de
distinto origen geogréafico. El anélisis evalia los efectos del tiempos de
exposicion a la desecacion (T) y la altura en el intermareal (A). *: p< 0,05; **: p<

0,01; ***: p< 0,001.

Fray Jorge

Largo del talo

Area del disco

Pucatrihue

Largo del talo

Area del disco

Esporofitos {g.L.) F F F F
Tiempo de exp. (T)  (4) 11,7 ** 9,3 14,3 ** 99,3 **
Altura (A) (1) 83 * 2,2 77,2 ** 23,3
TxA (4) 1,7 22 3,7 " 26 *

Gametofitos
Tiempo de exp. (T) (4) 11,7 * 28,5 12,9 ** 662 **
Altura (A) (1) 6,9 0,5 0,5 1,0
TxA {4) 7.3 ™ 2,1 8,6 *** 54 **
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Figura 3-18: Incremento en el largo del talo y area del disco en plantas

juveniles de M. laminarioides, de ambas fases reproductivas (esporofitos,

gametofitos), expuestas por un mes a diferentes tiempos de desecacion. Estos

juveniles provienen de plantas colectadas a distinta altura en el intermareal

(intermareal alto (A) y bajo (B)} en Fray Jorge. Asteriscos (*) indican diferencias

significativas. (Promedio + 2 EE).
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Figura 3-19: Incremento en el largo del talo y drea del disco en plantas

juveniles de M. laminarioides, de ambas fases reproductivas (esporofitos,

gametofitos), expuestas por un mes a diferentes tiempos de desecacion. Estos

juveniles provienen de plantas colectadas a distintas alturas en el intermareal
(intermareal alto (A) y bajo (B)) en Pucatrihue. Asteriscos (*) indican diferencias

significativas. (Promedio + 2 EE).
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DISCUSION

Rango de tolerancia
En general, la curva de tolerancia térmica descrita en M. laminarioides,

con un maximo comun a los 15° C, es consistente con otros trabajos referidos a
la misma especie donde el crecimiento de juveniles describe un
comportamienfo muy semejante, aunque evaluado solo entre 10° y 20° C
(Hannach & Santelices 1985, Luxoro & Santelices 1989). Con relacién a otras
especies, el rango de tolerancia térmica descrito por M. laminarioides es
comparable al amplio rango observado entre especies intermareales de clima
temperado frio (LUning 1990, Wiencke & Dieck 1990, Peter & Breemam 1993;
Tabla 3-18). Entre estas especies, un amplio rango de folerancia a la

temperatura también est4 asociado a una extensa distribucion geografica.

En cuanto a la desecacion, la completa recuperacién de la eficiencia
fotosintética, aun después de perder el 60% del contenido hidrico, revela un
amplio rango de tolerancia en M. laminarioides. No obstante, este rango es sélo
de nivel intermedio cuando se le compara a especies que recuperan
completamente su actividad fotosintética luego de perder entre el 90 — 95% de
agua y aquellas que no pueden hacerlo cuando pierden mas del 10% de su

contenido hidrico ( Tabla 3-19).

La comparacién de la curva de tolerancia a la temperatura y la

desecacién descrita por individuos de distinto origen no reveld diferencias en Ia
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amplitud del rango, sino en la magnitud (6ptimo) de la respuesta. Esto quiere
decir que, al interior de este rango, la plasticidad fisicldgica de M. laminarioides
permite a cada individuo responder en el amplio espectro variacién evaluado.
Sin embargo, no todos los individuos responde de la misma forma, es decir, no
todos muestran la misma magnitud de respuesta. En este contexto, el
metabolismo fotosintético revela una gran flexibilidad ante los factores

evaluados,

La marcada similitud de la fotosintesis, medida bajo diferentes
temperaturas de aclimatacién y bajo estrés térmico, entre individuos de la
misma poblacion y de localidades distantes, evidencia una gran plasticidad de
este mecanismo fisiolégico ante el espectro térmico evaluado. El mecanismo
fotosintético es reconocidamente flexible ante factores ambientales como la luz
y la temperatura (Falkowski & Raven 1997). La accién de una compleja bateria
de cambios le permite responder tanto a la frecuencia como a la intensidad de
factores ambientales (Davison 1991,Falkowski & Raven 1997, Lazar 1999),
optimizando asi el usoc de la energia radiante. Por ejemplo, el estrés por alta
temperatura genera inestabilidad en la actividad celular, particularmente en el
sistema fotosintético (Davison 1991). Sus efectos son evidenciados por un
aumento en la fluorescencia basal (F,), como ocurrié en las plantas aclimatadas
a 10° cuando fueron expuestas a 30°. Este incremento de F, tiene como
consecuencia una desactivacion del PSIl (Krause 1988, Kriiger et al. 1997,

Lazar 1999) como resultado de la desconexion del centro de reaccion del
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complejo cosechador de energia. Esto ocurre, normalmente, bajo condiciones
de esirés y, dependiendo de la intensidad de este, puede alcanzar una
desconexion irreversible y dafio de los fotosistemas (Krause 1988, Srivatava &
Strasser 1996, Lazar 1999). Complementariamente, las plantas aclimatadas a
10° muestran un incremento significativo de la ¢po ¥y en gpy cuando son
expuestas a 30°. Probablemente, este aumento en la eficiencia fotosintética se
deba a un mejoramiento del flujo a través la cadena transportadora de
electrones como ocurre a temperaturas altas (Falkowski & Raven 1997,
Ensminger et al. 2001), compensando en parte la desactivacion de los
fotosistemas. Por ofra parte, los mecanismos de aclimatacion del aparato
fotosintetico le permiten responder con flexibilidad a cambios méas permanentes
del medio. Asi, por ejemplo, el efecto neto de la variacion en los valores de ¢, la
Resp y Pma, Observada a distintas temperaturas de aclimatacion, permite
mantener con relativa independencia térmica parametros como la intensidad
luminosa de compensacion (lc) y de saturacion (I} fotosintética (Davison 1991).
Los ajustes metabdlicos que permite esta aclimatacion a diferentes
temperaturas de crecimiento incluyen cambios en la composicién de pigmentos
fotosintéticos, en el nivel de saturacion de los lipidos de las membranas y en la
actividad enzimatica (Davison 1991, Klitber & Davison 1993, Falkowski & Raven

1997).
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Aungue existe poca informacion respecto del mecanismo que permite a
la fotosintesis responder con flexibilidad a un amplio espectro de desecacion,
los antecedentes muestran cierta relacidén con las propiedades biofisicas del
aparato fotosintético. Niveles moderados de desecacibn no afectan
negativamente el mecanismo fotosintético (Wiltens et al. 1978, Havaux 1992, Lu
& Zhang 1999). Por el contrario, sus efectos parecen favorecer la estabilidad de
los PSIl, mejorar el flujo a través de la cadena transportadora de electrones y
activar transitoriamente ios fotosistemas inactivos. Todo lo cual puede ser parte
del incremento de la eficiencia fotosintética observada durante el proceso de
desecacion. En algunas especies de macroalgas, niveles moderados de
desecacion pueden mejorar la tasa fotosintética debido a que son capaces de
usar CO; atmosferico (Madsen & Maberly 1991, Einav et al. 1995). La eventual
ocurrencia de esto en M. laminarioides podrfa explicar el efecto positivo de la
desecacion sobre la elongacion del talo en juveniles observado a niveles
intermedios de pérdida agua. No obstante, niveles extremos de desecacion
afectan directamente la cadena transportadora de electrones y la estabilidad de
los fotosistemas. Aparentemente, el aumento en la concentracion intracelular de
electrolitos provoca cambios conformacionales en las proteinas de membrana,
interrumpiendo el flujo de electrones y desacoplando los fotosistemas del
sistema de transporte de electrones (Wiltens et al. 1978). En este contexto, la
capacidad de desconectar los fotosistemas para evitar un dafio irreversible

puede ser parte del mecanismo que permite tolerar niveles altos de desecacién.




138

Adicionaimente, Ias diferencias observadas entre las plantas aclimatadas
y no aclimatadas claramente demuestran que en M. Jaminarioides la plasticidad
del mecanismo fotosintético ante la desecacion puede ser modulada por
procesos de aclimatacion. La amplitud del rango de tolerancia puede ser
reducido, como se observé con plantas aclimatadas al laboratorio, o llegar a ser
mas extenso de lo que se evidenci6 en plantas no aclimatadas. En terreno, por
ejemplo, las plantas de la parte alta del intermareal pueden llegar a perder, en
un dia asoleado de verano, alrededor del 70 — 75 % de su contenido hidrico y
aun ser capaces de recuperar completamente su eficiencia fotosintética (Cap.

2).

Diferencias en la curva de tolerancia a nivel geografico

A pesar de la plasticidad en la fotosintesis, las diferencias observadas
entre localidades, tanto en metabolismo fotosintético como en crecimiento,
constituyen evidencias de diferenciacion entre poblaciones. En relacion con la
temperatura, ambos tipos de respuestas (fotosintesis y crecimiento) sugieren
que la variabilidad térmica a lo largo del rango geografico promueve una
diferenciacion ecotipica, particularmente en relacién con la magnitud (6ptimo)
de la curva de respuesta a la temperatura. Los estudios de la tolerancia térmica
en algas se han concentrado en la blasqueda de diferenciacién en las
temperaturas limites de tolerancia (Breeman 1988, Peter & Breemam 1993),
revelando gran estabilidad en el rango de tolerancia en muchas especies (Tabla

3-18). Sin embargo, la ocurrencia de diferenciacién (ecoclinal o ecotipica) en
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respuesta a la temperatura ha sido reportada en distintos trabajos, tanto en
relacién con la amplitud como con el 6ptimo de tolerancia térmica (Tabla 3-18).
En geﬁera!, en la mayoria de estos trabajos la evaluacion fue realizada entre
poblaciones disjuntas anfioceanicas (Breeman 1988, Cambridge et al. 1990,
Peters & Breeman 1992) y/o anfiecuatoriales (Peters & Breeman 1992, Bischoff
& Wiencke 1995), o entre poblaciones presentes en distintas regiones
biogeograficas (Pakker et al. 1995), donde la historia de aislamiento, las
diferencias en la fluctuacién térmica y la incidencia de eventos historicos (i.e.
ciclos glaciales — interglaciales) son determinantes en la ocurrencia de
diferenciacion genética. Factores como éstos no parecen ser. relevantes en la
diferenciacién evidenciada en M. laminarioides. En este contexto, la diferencia
entre la amplitud del rango de tolerancia descrita en este estudio y el observado
en plantas gametofiticas de M. laminarioides, recolectadas en las islas
subantarticas (56° 32" S; Wiencke & Dieck 1990), sugiere que la evaluacion de
un area geografica mas extensa podria haber evidenciado una diferenciacion
geografica mayor, no solo en relacion a cambios en la magnitud (éptimo) de la

curva, sino gue también en la amplitud del rango de tolerancia térmico.
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En la respuesta a la desecacion, la diferenciacion entre localidades no
parece responder al gradiente de emersion. Aunque la desecacién afecta el
crecimiento de los individuos de ambas poblaciones, sus diferencias son
relativamente independientes del gradiente de desecacién intermareal. Las
diferencias entre localidades muestran claramente una estrategia de
crecimiento diferencial entre los juveniles, donde se enfatiza principalmente el
crecimiento vertical (talo) u horizontal (disco). Una diferenciacion como ésta,
entre localidades geograficamente tan distantes, puede ser el resultado de Ia
adaptacion a condiciones ambientales locales, favorecida por el aislamiento

relativo entre ambas poblaciones, y/o los efectos de la deriva geénica.

Diferencias en la curva de tolerancia a nivel local

Las diferencias observadas a nivel local evidencian con mayor claridad
una diferenciacién en la magnitud de respuesta ante un gradiente térmico y de
desecacion. Los juveniles provenientes de la parte alta y baja del cinturén
intermareal, cultivados desde esporas bajo condiciones similares, mostraron
diferencias significativas en crecimiento. Estas diferencias podrian ser, en parte,
atribuidas a una efecto materno (i.e. efecto sobre el fenotipicos de la progenie
asociado con el ambiente de la planta materna). En plantas superiores, por
ejemplo, el tamafic de la semilla puede ser afectado por los recursos
disponibles para la planta madre, lo cual puede afectar considerablemente Ja
emergencia, la sobrevivencia y aln el crecimiento de las plantulas (Bazzaz

1996). Sin embargo, en macroalgas no existen antecedentes que permitan




143

inferir algiin efecto de esta naturaleza. En consecuencia, estos resultados
sugieren fuertemente una diferenciacién genética entre las plantas juveniles de
ambos extremos en el intermareal. En este contexto, son pocos los trabajos que
evidencian una diferenciacion genética a tan corta distancia en la zona
intermareal (Innes 1988, Williams & Di Fiori 1996, Wright et al. 2000, Zuccarello
et al. 2001). En todos ellos la diferenciacion ha sido descrita a fravés de
marcadores genéticos y, de acuerdo a sus resultados, han insinuado los efectos

del gradiente intermareal.

Los antecedentes indican que en M. laminarioides la diferenciacion
genetica neutra puede ocurrir a partir de 25-30 m (Faugeron et al. 2001), con lo
cual la diferenciacion a reducida escala espacial, como la evidenciada en este
estudio, no es inducida o mantenida por restricciones del flujo génico.
Probablemente, en el intermareal las esporas se asientan en una 4rea mucho
mas extensa que la ocupada por los adultos y son las condiciones ambientales
las que restringen tanto la distribucién de la poblacién, como la variabilidad
genetica. En este sentido, la diferenciacion entre juveniles de diferentes alturas
en el intermareal podria ser explicado por seleccion diferencial a lo largo del
gradiente intermareal. Esto implica que en el acerbo genético de la poblacion
existen individuos con atributos diferenciales que permiten que algunos
juveniles crezcan mejor que otros a ciertos niveles de mareas. En este contexto,
la diferenciacion local observada puede ser el resultado de la seleccién sobre

tasa de crecimiento o sobre otro caracter ligado a ésta. Por ejemplo, una mayor
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tasa de crecimiento en la elongacion de talo puede ser ventajosa en la parte
baja del intermareal, donde la competencia intraespecifica puede ser alta. Una
tasa de crecimiento reducida, en cambio, podria involucrar una inversién
diferencial de la energia hacia la formacion de estructuras fisiologicas o
morfologicas mas ventajosas en condiciones ambientales extremas. Esto tltimo
sugiere que la reduccion del tamafio de las plantas de M. laminarioides que
normalmente se observa hacia la parte alta del intermareal podria tener en

parte una base genética.

La variabilidad del patrén de diferenciacion local observado evidencia la
importancia relativa de la temperatura y la desecacion en la respuesta
diferencial de crecimiento de juveniles. En Fray Jorge las diferencias entre
individuos de diferentes alturas en el intermareal son evidenciadas a través del
gradiente térmico y de desecacién, y en este sentido ambos factores son
determinantes en el patron de diferenciacion. En Pucatrihue, en tanto, la
temperatura y la desecacién son sdlo parcialmente responsables de Ila
respuesta diferencial que se observa entre plantas de ambas alturas en el
intermareal. Las diferencias en la tasa de crecimiento entre juveniles de ambas
alturas en el intermareal, particularmente entre esporofitos, ocurren
independientemente de la temperatura y la desecacién. Aunque estos factores
afectan el crecimiento de los juveniles, las diferencias observadas pueden
responder a ofros factores ambientales que varfen verticalmente en el

intermareal. Estos resultados sugieren que el patrén de diferenciacion local
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depende de las condiciones particulares de cada localidad en relacion a los
factores ambientales que participan en el gradiente intermareal y de la
variabilidad genética presente en la poblacion local. Asi, el sentido y la
magnitud de la diferenciacion de cada poblacién local pueden diferir una de

otra.

Las condiciones particulares de cada localidad también parecen afectar
las diferencias entre fases reproductivas. En el experimento de desecacion, por
ejemplo, tanto en Fray Jorge como en Pucatrihue, los juveniles de ambas fases
reproductivas muestran diferencias en cuanto al incremento en longitud del talo,
pero estas diferencias varian en magnitud y sentido de una localidad a otra. En
Fray Jorge los gametofitos crecen significativamente mas que los esporofitos
cuando son expuestos a la desecacion por 2 h, en tanto que en Pucatrihue son
los juveniles de esta ultima fase los que muestran un mayor crecimiento bajo el
mismo fratamiento. Estos resultados sugieren una compleja relacién entre la
variabilidad genética de los rasgos que afectan el crecimiento y las condiciones
ambientales locales, determinando diferentes resultados en localidades
distintas. En este contexto, la discrepancia entre la falta de diferencias entre
fases reproductivas con respecto a la temperatura y las diferencias reportadas
entre gametofitos y esporofitos juveniles de ofras localidades (Hannach &
Santelices 1986, Luxoro & Santelices 1988), puede ser atribuida a las

caracteristicas propias de cada localidad.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este capitulo indican que las plantas de M.
laminarioides, independiente de su origen geografico, tienen una amplia curva
de respuesta a factores ambientales tales como la temperatura y la desecacion,
manteniendo una tasa de fotosintesis positiva en un amplio rango térmico (entre
5y 25° C), y una gran estabilidad fotosintética cuando los individuos son
expuestos transitoriamente a altas temperaturas (30° C). Las poblaciones
estudiadas pueden, ademas, incrementar su eficiencia fotosintética a niveles
moderados de desecacion. La eficiencia fotosintética se reduce
significativamente a mayor pérdida de agua de las frondas, pero se recupera
completamente atn después de perder hasta el 60% de su contenido hidrico.
Ademas, las plantas adultas de esta especie son capaces de aclimatarse a
diferentes historias de estrés por desecacion. Todo lo anterior caracteriza a M.
laminarioides como una especie con una amplia curva de tolerancia fisioldgica
que le permite sobrevivir en el amplio rango de variabilidad ambiental que existe
en su habitat natural. En este contexto, la plasticidad fisiolégica de la
fotosintesis cumple un rol determinante en la adecuacion de los individuos ante

la heterogeneidad ambiental.

Paralelamente, el presente estudio también detectd diferencias en la
respuesta a la temperatura y la desecacion entre individuos de distinto origen
geografico, distintos niveles en el intermareal y diferentes fases reproductivas.

Estas diferencias no involucraron cambios en la amplitud de rango de
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tolerancia, sino en la magnitud (6ptimo) de la curva respuesta a los factores
ambientales evaluados. Consideradas como ejemplos de diferenciacion
genética, estas diferencias fueron observadas en relacién tanto con el

metabolismo fotosintético como al crecimiento.

En consecuencia, en M. laminaricides tanto la plasticidad fisiolégica
como la diferenciacion genética permiten responder al gradiente ambiental en el
que la especie vive. Ello implica que ante la variabilidad ambiental de su habitat
los individuos de esta especie pueden responder con una amplia plasticidad
fisiologica, pero donde las condiciones ambientales ejercen una fuerte presion
selectiva, la diversidad genética sera reducida, seleccionando a los individuos

con diferentes dptimos de respuesta en distintas partes del gradiente ambiental.




CAPITULO IV

Variacién genética en M. laminarioides
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INTRODUCCION

En general, la estructuracion de la variacién genética es influenciada
fuertemente por los atributos propios de las especies que determinen o afecten
su capacidad de dispersion, y por los factores ambientales que condicionen la
distribucion de la diversidad genética (Loveless & Hamrick 1984, Eperson 1993,
Linhart & Grant 1996). En macroalgas, por ejemplo, las diferencias en
capacidad de dispersion podrian explicar la amplia variacion en el grado de
diferenciacion entre poblaciones (Sosa & Lindstrom 1999). En algunos casos, la
dispersion de los gametos se extiende s6lo a unos pocos metros, como ocurre
en Silvetia compresa o Postelsia palmaeformis, y en consecuencia la
variabilidad genética muestra una estructuracion a muy pequefia escala
espacial (Williams & Di Fiori 1996, Coyer et al 1997). En otras especies, en
cambio, que presentan estructuras (frondas reproductivas flotantes) que le
capacitan para dispersion a larga distancia, como en Halidrys dioica, la
esfructuracion genética sélo es evidente a una gran escala geografica, del

orden de kildmetros (Lu & Williams 1994).

Sin embargo, a escala geografica, la diferenciacion entre poblaciones
puede ser el resultado tanto de la capacidad de dispersién como de procesos
historicos de la especie o el ambiente (Slatkin 1993). A distintas escalas, los
factores ambientales, como disponibilidad de habitat, barreras geograficas o

corrientes marinas, pueden afectar la extension y/o direccién de la dispersién vy,
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en consecuencia, la distribucién de la variabilidad (Palumbi 1994). En este
contexto, la escasa evidencia existente sugiere que en macroalgas también se
observan factores como los mencionados. En algunos casos la diferenciacion
genética a diferentes escalas espaciales ha sido relacionada a los efectos de
las glaciaciones (van Oppen et al. 1995), las barreras geograficas como playas
de arena o desembocaduras de rios (Faugeron 2001), y corrientes marinas

(Billot 1999).

Por su parte, la variacién de los factores ambientales también puede
actuar sobre las poblaciones y generar diferenciacién genética (Linhart & Grant
1996). Esta respuesta ha sido reconocida en algas marinas, indicando
diferencias ecotipicas particularmente en caracteres morfolégicos vy fisioldgicos
(Russell 1986, Gerard & DuBois 1988). Esta diferenciacion genética relacionada
con seleccion ha sido identificada en una escala espacial amplia. Sin embargo,
la seleccion natural a pequefia escala (del orden de metros) también puede ser
responsable de diferenciacion genética a escala reducida (Linhart & Grant
1996). Si bien el flujo génico puede anular la diferenciacién a esta escala, una
fuerza selectiva lo suficientemente intensa podria contrarrestar los efectos del
flujo génico (Linhart & Grant 1996). En macroalgas, la informacion relacionada
con el efecto de la seleccion a pequefia escala es escasa. Algunos trabajos han
evidenciado una alta estructuracién de alelos o haplotipos correlacionada
espacialmente (en unos pocos metros) con la altura en el intermareal (Innes

1988, Williams & Di Fiori 1996, Zuccarello et al. 1999). Los marcadores
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utilizados en estos estudios son considerados normalmente neutros. No
obstante, éstos pueden evidenciar los efectos selectivos del ambiente debido a
que algunos de ellos pueden estar sujetos a seleccion, como en el caso de
ciertas aloenzimas (Power et al. 1991), o por estar ligados a caracteres
selectivos (Godelle et al. 1998). Estos resultados sugieren que en poblaciones
de macroalgas la accién de la seleccién natural puede ser importante en la

estructuracion de la variabilidad genética a escala micro-geografica.

En este contexto, ¢coémo se relaciona la diferenciacion ecofisioldgicas,
evidenciadas en M. laminarioides entre plantas de distinto origen geografico e
intermareal, con la estructuracién de la variabilidad genética en esta especie?
¢Es esta adaptacién local favorecida por [as restricciones al flujo génico o una
limitada capacidad de dispersién? o ;Es la diferenciacion en la respuesta
ecofisiologica el resultado de la fuerte presion selectiva ejercida por el gradiente

ambiental en que vive esta especie?

A lo largo de su distribucién M. laminarioides crece sobre plataformas
rocosas expuestas al oleaje (Fig. 2-1; Hannach & Waaland 1986). Estos
sistemas rocosos se distribuyen de manera fragmentada a lo large de la costa,
interrumpidos por estuarios y playas de arena de variada extensién. En estas
circunstancias, el flujo génico debe ocurrir de manera progresiva entre parches
o poblaciones préximas y, por consiguiente, el grado de diferenciacion entre

poblaciones estd estrechamente relacionado con la escala especial. Los
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estudios de Faugeron (2002) han revelado en M. laminarioides una estrecha
relacion entre la diferenciacion genética y la escala espacial. Aunque también
se ha sefialado que playas dé arena y desembocaduras de rios pueden
constituir importantes barreras para el flujo génico entre localidades (Faugeron

et al 2001).

Al nivel local, en una extension rocosa donde M. laminarioides se
distribuye en forma relativamente continua, la extensién del flujo génico debe
ser determinante en la estructuracién de la variabilidad genética de esta
especie. Como en otras algas rojas, se estima que la dispersion de esporas y
gametos de M. laminarioides es muy restringida (Camus & Hoffmann 1 989,
Santelices 1990). Es probable que por esta razén los estudios realizados en
esta especie (Faugeron et al 2001, Faugeron 2002) revelan una significativa y
consistente diferenciacién genética a partir de los 25-30 m, indicando cierta
homogeneidad genética al interior de esta area, probablemente mantenida por
el fiujo génico. Sin embargo, a esta escala micro-geografica M. laminarioides se
distribuye en un ambiente altamente heterogéneo, definido por irregularidades
topograficas y un gradiente de condiciones ambientales generado por los
cambios de marea. Es probable que también esta heterogeneidad afecte la
estructuracion de la variabilidad genética a pequefia escala. Las diferencias
ecofisiolégicas observadas en esta especie entre plantas de diferentes alturas

en el intermareal sugieren la accidon de una intensa fuerza selectiva en el
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intermareal. Por lo cual es probable que la estructuracién de la variabilidad

genética esté relacionada con el gradiente vertical de la zona intermareal.

De acuerdo a estos antecedentes, el estudio de la variabilidad genética
en M. laminarioides tiene por objeto evidenciar el grado de diferenciacion
genética entre poblaciones al nivel regional, distinguir la extension del flujo
genico, o la escala de diferenciacién a nivel local, y verificar si la distribucion de

la variabilidad genética local se relaciona con el gradiente intermareal.

La mayoria de los estudios sobre la variabilidad genética en algas han
hecho uso de marcadores aloenzimaticos (para revisién ver Sosa & Lindstrom
1999), sistemas que en estos organismos han mostrado ausencia o reducido
polimorfismo (Valero et al. 2001). Dado que la utilidad de un marcador genético
depende principalmente del grado de polimorfismo de los loci estudiados, el uso
de aloenzimas en macroalgas sélo permite en la mayoria de los casos
interpretaciones tentativas. El desarrollo reciente de técnicas moleculares
(basadas en fragmentos de DNA} ha permitido el uso de diferentes marcadores
en el estudio de la variabilidad genética en macroalgas (i.e. Coyer et al. 1995,
1997, van Oppen et al 1996, Billot 1999, Zuccarello 1999). El alto polimorfismo
que evidencian estos marcadores ha posibilitado la investigacién especialmente
a nivel poblacional. Entre estos, los marcadores RAPD (“Ramdon Amplified
Polymorphic DNA), usados en este estudio, son considerados marcadores (tiles

para examinar los patrones de estructuracion de la variabilidad genética (Parker
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et al. 1998). La técnica que permite su implementacidn es econdmica y de facil
desarrollo, y sus resultados permiten obtener un gran nﬂme;'o de loci
polimérficos. Su principal inconveniente es Ia alta sensibilidad de los resultados
a las condiciones de amplificacion de los fragmentos de DNA, debido al uso de
partidores inespecificos y relativamente pequefios. No obstante, el desarrollo de
un protocolo riguroso en la extraccion del DNA y la estandarizacion de las
condiciones de PCR vy electroforesis permite minimizar los inconvenientes de

esta técnica (Harris 1999),
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MATERIALES Y METODOS
Estrategia de muestreo

Para detectar la diferenciacion genética en el ambito regional las
muestras fueron colectadas en diferentes localidades a lo largo de la
distribucion de M. faminarioides (Fig. 4-1). Las localidades incluidas en este
estudio corresponden a Fray Jorge (30° 40" S), Maitencillo (32° 38" S),
Pucatrihue (40° 28’ §), Mar Brava en la costa oeste de Chiloé (41° 48' S), y San
Juan cercana a la ciudad de Punta Arenas (53° 48). La distancia entre estas
localidades fluctud entre 130 Km (entre Chiloé y Pucatrihue) y 2300 Km (entre
Punta Arenas y Fray Jorge) (Fig. 4-2a). Las regiones fueron definidas
latitudinalmente agrupando las localidades mas cercanas. De este modo, se
consideraron las regiones centro-norte, constituida por Fray Jorge y Maitencillo
(separadas por 250 Km), centro-sur, conformada por Pucatrihue y Chiloé
(separadas por 130 Km), y sur que incluye s6lo a Punta Arenas (Fig. 4-2c). La
distancia entre estas regiones varié entre 750 Km (entre la regién centro-norte y

centro-sur) y 1170 Km (entre la region centro-sur y sur)

Complementariamente, para evidenciar ia estructuracion espacial de la
variabilidad genética al nivel local los individuos fueron colectados siguiendo un
esquema espacialmente jerarquico. En cada localidad fue definido uno o dos
sitios (distantes por 150 o 200 m) de muestreo, y en cada uno de ellos fueron

muestreados cuatro cuadrantes (de 1 m? cada uno) ordenados en dos parcelas




156

Fray Jorge

Maitencillo

Pucatrihue

Chiloé

Punta Arenas

Figura 4-1: Ubicacién geografica de las localidades usadas en el estudio de

diversidad genética en M. laminarioides.
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Figura 4-2: Disefio de muestreo jerarquico a nivel local y regional. a) Distancia geografica (en Km) entre
localidades estudiadas. b) Esquema que indica la distancia a la que fueron tomadas las muestras en una

localidad. ¢) Esquema de muestreo en diferentes localidades. La linea v

separacion entre regiones.
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(distantes por aproximadamente 25-30 m) (Fig. 4-2b). En cada parcela los
cuadrantes fueron dispuestos a 5 m de distancia. De acuerdo a este esquema
la variabilidad genética observada en cada localidad podra ser distribuida entre
sitios al interior de cada localidad, entre parcelas dentro de cada sitio y entre

cuadrantes al interior de cada parcela (Fig. 4-2b y c).

De cada uno de los cuadrantes 35 a 40 frondas juveniles fueron
colectadas desde diferentes discos. Para reducir la probabilidad de que las
frondas pudieran corresponder a un mismo individuo, las muestras fueron
colectadas aproximadamente a 10 cm de distancia unas de otras al interior del
cuadrante. Las muestras colectadas fueron separadas en bolsas plasticas y

mantenidas en refrigeracion (entre 4 y 8° C) hasta arribar al laboratorio,

En un muestreo adicional, para evaluar la variabilidad genetica a nivel
intermareal, se colectaron plantas de diferentes alturas en la zona intermareal.
Siguiendo el procedimiento descrito en el parrafo anterior, 30 a 40 frondas
juveniles fueron colectadas en la parte alta y baja del intermareal. La muestras
de la parte alta fueron tomadas desde una franja de 30 cm por debajo del
margen superior del cinturén ocupado por M. laminarioides, en tanto que las de
la parte baja desde los dltimos 30 cm del cinturén. Ambas franjas se
extendieron horizontalmente por 25 — 30 m, en tres localidades diferentes: Fray

Jorge, Maitencillo y Pucatrihue.
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Una vez en el laboratorio, el nivel de ploidia fue evaluado para cada
fronda a través del test de resorcinol (Craigie & Leigh 1978), de tal forma de
seleccionar sélo las frondas haploides (gametofiticas). Asi, los individuos
haploides fueron debidamente registrados, alcanzando un ntimero variable de
10 a 22 individuos por cuadrante o altura en el intermarea. Las frondas
seleccionadas fueron lavadas en agua dulce, cepilladas, sonicadas vy
enjuagadas en agua destilada. Cada fronda fue cuidadosamente examinada de
manera de eliminar cualquier seccién de tejido que presentara alguna evidencia
de una potencial infeccién o contaminacién por otro organismo, lo mismo que
necrosis o decoloracién. El tejido resultante de cada individuo fue secado en
una estufa a 40° C durante la noche y posteriormente congelado a —20° C hasta

la extraccion del DNA.

La seleccién de frondas gametofiticas para evaluar la variabilidad se
debe a la naturaleza dominante del marcador genético utilizado (RAPD). El uso
de individuos haploides facilita el anaiisis de la variabilidad genética, puesto que
permite identificar/conocer exactamente el genotipo correspondiente en cada
locus. De esta manera, una banda polimérfica elegida del patron de bandeo
puede ser considerada como un locus con dos alelos (presente y ausente). Por
consiguiente la frecuencia alélica puede ser estimada directamente de los

conteos de bandas.
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EXxtraccion del DNA

El tejido seco de cada individuo fue finamente molide en un mortero con
nitrégeno liquido, para iuego ser usado en la extraccién del DNA siguiendo el
procedimiento  descrito por Saunders (1993). De acuerdo a esto
aproximadamente 10 a 20 mg de tejido, fue incubado por 1 h, a temperatura '
ambiente, en buffer de extraccién (0,1 M Tris - base, pH 8,0; 0,05 M EDTA; 0,2
NaCl; 2,5 M Kac), 100 uL de Tween-20 y 8 uL de proteinasa K (20 mg L"), Para
la purificacién del DNA, 700 mL de una solucién de fenol: cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1) fue agregada al buffer de extraccién. Esta mezcla fue
homogeneizada al menos durante 3 min antes de ser centrifugada por 20 min a
22000 g, a -5° C. La fase acuosa recuperada de Ia etapa anterior fue
procesada nuevamente por un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)
y luego centrifugada por 3 min. El DNA presente en la fase acuosa recuperada
fue precipitado por 0,6 volimenes de Iso-propanol y 20 min de centrifugacion a
15000 g a -5° C. El pellet obtenido fue lavado con alcohol al 70%, luego secado
al vacio y resuspendido en 200 pL de buffer TE (Tris HCI 10 mM, 2 mM EDTA,
pH 8,0). La cantidad y calidad del DNA fueron estimadas a través de
electroforesis en gel de agarosa y en un espectrofétometro (SmartSpec, Bio-

Rad, Hercules, CA) a 260 y 280 nm.




161

Amplificacién del DNA con partidores RAPD

La reaccion PCR para el DNA de cada individuo y los diferentes
partidores RAPDs fue realizada en un termociclador Perkin Elmer GenAmp
9700. En cada reaccién se usaron 2 a 3 ng de DNA, en 25 pL de mezcla de
reaccion conteniendo 1 unidad de Tagq porlimerasa (GIBCO Brl), 2 uL de buffer
10x, 2,2 pL de MgCl, (50 mM) 30 pmol de partidor (Genset Oligos, San Diego,
CA) y 1,6 pL de dNTP (2,5 mM, conteniendo los cuatro nucledtidos). Los
partidores usados fueron seleccionados, desde un set de partidores estandares,
de acuerdo al polimorfismo y la reproductibilidad del patron de bandeo
observado en evaluaciones preliminares, usado algunas muestras provenientes
de diferentes localidades. Los cuatro partidores usados en este estudio son: A-2
(5-TGCCGAGCTG-3"), A-3 (AGTCAGCCAC), X-12 (6'-TCGCCAGCCA-3"), y X-

17 (5"~ GACACGGAAC-3').

Los fragmentos de DNA amplificados fueron separados por electroforesis
en gel de agarosa preparada al 1,5% con buffer TAE tefiido con B.Et. Para
asegurar la homologia en el tamafio de las bandas evaluadas, muestras de
diferentes localidades fueron corridas en un mismo gel. Las bandas usadas en
el analisis fueron Iidentificadas y registradas manualmente a partir de las
fotograffas de cada gel. De acuerdo con las recomendaciones de Harris (1999)

sélo las bandas observadas en un limitado rango de tamarios (500 a 2500 pares
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de bases) fueron consideradas, y solo aquellas que mostraron mayor intensidad

y un claro patron de presencia ausencia fueron incluidas en el analisis

Andlisis de los resultados

El andlisis de los resultados es ordenado en tres partes: a) Analisis de la
diversidad y diferenciacion genética regional (entre localidades), b) Analisis de
la diferenciacién genética iocal (dentro de cada localidad), y ¢) Andlisis de Ia

estructuracion genética en el intermareal.

a) Diversidad y diferenciacion genética regional

Diversidad gensética: Para describir la frecuencia alélica obtenida de los
patrones de bandeo se calcularon dos indices de diversidad genética (alélica):
la heterocigocidad promedio esperada (H) y el nimero medio de alelos por
locus. La heterocigocidad (H = 1 - X p?, donde P corresponde a la frecuencia
alélica) para un locus con dos alelos varia entre 0 {cuando uno de los alelos se
ha fijado en la poblacién) y 0,5 (cuando ambos alelos tienen igual frecuencia en
la poblacién). Para evitar sesgos, el calculo de Ia heterocigocidad es corregido
por el tamafio de la muestra (H,,, heterocigocidad no sesgada, Nei 1978). El
ndmero medioc de alelos puede variar entre 1 (cuando uno de los alelos es fijo
en la poblacidn) y 2 (cuando ambos alelos se encuentran con la misma
frecuencia en la poblacién). Los dos indices descritos fueron calculados usando

el software GENETIX versién 4.0 (Belkir et al. 1996).
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Complementariamente, ademas de la diversidad alélica se estudio la
diversidad de genotipos multilocus (haplotipos) en las distintas poblaciones.
Para ello se estimé el nimero de individuos con haplotipos tinicos y el nimero
de individuos que comparten dos o mas haplotipos. La evaluacién de genotipos
compartidos permite reconocer algunas caracteristicas de la reproduccion de la
especie y de las implicancias de la diferenciacidn genética. En una especie con
reproduccion sexual, como M. laminarioides, la probabilidad de que dos o0 mas
individuos compartan un mismo genotipo depende del nimero de logi
considerados en el genotipo, el nimero alelos presentes en cada locus y la
frecuencia alélica en cada caso. Para el analisis de pocos loci RAPD, con dos
alelos por locus, la probabilidad de haplotipos compartidos en una poblacién
puede ser considerable, particularmente si la frecuencia alélica es alta. Mas
aun, si poblaciones vecinas presentan frecuencias alélicas semejantes la
probabilidad de que compartan individuos con el mismo haplotipos es también

alta.

Diferenciacién genética: La evaluacion de la estructuracién de Ia variabilidad de
la genética y, por consiguiente, Ia diferenciacién entre poblaciones fue realizada
a través de un analisis de varianza molecular (AMOVA, Excoffier et al 1992). De
manera semejante al andlisis de varianza anidado, el AMOVA calcula los
componentes de la varianza de la frecuencia alélica, y a través de ellos estima

los indices clasicos de diferenciacion o estadisticos de F (Wright 1951).
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Considerando un grupo de individuos estructurados en unidades y subunidades
dentro de cada unidad, el AMOVA distribuye la varianza molecular total (o7°) en
los diferentes componentes en que estan ordenados los individuos, esto es,
“entre unidades” (0.%), entre “subunididades (0v2) y en las subunidades {(o2). De
esta manera, los indices de diferenciacién (andlogos a los clasicos F) son
calculados: @y = (0z° + o0p) / o (andlogo a Fg, diferenciacion entre
subunidades); ®q = 0.2 / o1? (andlogo a Fy, diferenciacion entre unidades); ®s.
= 0v?/ (0v® + 657) (andlogo a Fs, diferenciacién entre subunidades dentro de
unidades). La significancia de cada uno de estos indices de fijacion es evaluada
a través de una aproximacién no paramétrica de permutaciones (1000).
Dependiendo del estimador (Pst, @t ¥ ®se) v €l nivel jerarquico evaluado el

analisis realiza diferentes tipos de permutaciones.

Con este tipo de analisis se realizé, en el contexto regional, dos
diferentes aproximaciones de estudio. Procurando evidenciar como se
estructura latitudinalmente la variabilidad genética se evalud, primero, Ia
distribucién de la variabilidad genética y el grado de diferenciacién entre
localidades. Para ello, el AMOVA consideré como unidades a cada localidad y
los sitos como subunidades. En una segunda aproximacion se procurd
evidenciar en que medida la diversidad genética se distribuye entre unidades
geograficas mas amplias. En este caso, para el AMOVA se consideré como
unidades las tres regiones definidas a priori y como subunidades los sitos de

cada localidad que compone de las regiones (Fig. 4-2a). Para cada uno de los
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analisis descritos fue realizado usando el software ARLEQUIN (Schneider et al.

2000).

Diferenciacion 'y distancia geogréfica: Para evidenciar graficamente la
diferenciacién genética entre poblaciones fue construido el diagrama
"Neighbour-Joining”. Este diagrama fue elaborado sobre la base de la
frecuencia alelica y usando como unidad poblacional las parcelas, dado que
este nivel jerarquico es la escala mas pequeiia en la que se puede observar
diferenciacion (Faugeron et al 2001). El diagrama fue construido a partir de la
distancia de Reynolds (d = - Log (1-Fst), Reynolds ef al. 1983) y haciendo uso
del software PHYLIP version 3.5. La consistencia de los nodos de! diagrama fue

evaluada usando el procedimiento de “bootstrap”.

Para evaluar la relacién entre la distancia geogréafica y la estructuracién
de la variabilidad genética, se construyd una matriz con la distancia geneética
(calculada a partir del al relacion Fe/(1-Fs), Slatkin 1993) entre pares de
cuadrantes. Esta matriz fue comparada con su respectiva matriz de distancia
geogréfica, a través del test de Mantel (Mantel 1966), usando el software

GENETIX v.4.0.

b) Diferenciacién genética local
El sistema jerarquico de muestreo desarrollado en cada localidad

permitié realizar el andlisis de varianza molecular a diferentes escalas
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especiales. El primero, a nivel de cada localidad (excepto en Maitencillo),
considerd los sitios como unidades y las parcelas de cada unoc de ellos como
subunidades. En el segundo tipo de andlisis se evalud la forma en que se
distribuye la variabilidad al nivel de cada sitio, considerando las parcelas como

unidades y los cuadrantes como subunidades.

c¢) Estructuracion genética en el intermareal

Diversidad genética: Para el muestreo realizado a diferentes alturas en el
intermareal también se describié la diversidad genética alélica y genotipica.
Como en el caso anterior, se calculd la heterocigocidad promedio esperada
(Hnb), €l nimero promedio de alelos por locus y niimero de haplotipos

compartidos.

Diferenciacién genética: La distribucién de la variabilidad y diferenciacién
genética en el intermareal fue evaluada a través un AMOVA considerando las
localidades como unidades y las diferentes alturas en el intermareal como

subunidades en cada localidad.
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RESULTADOS

a) Diversidad y diferenciacion genética regional

Diversidad genética: En este estudio se evalué un total de 565 individuos
provenientes de diferentes localidades, sitios, parcelas y cuadrantes. El nimero
de muestras analizadas por cuadrante varié entre 10 y 22 individuos. En estas
muestras el uso de cuatro diferentes partidores RAPDs permitié evidenciar un
total de 21 bandas polimdrficas utiles para los diferentes analisis, cuyo peso
molecular fluctud entre 500 y 1700 pares de bases. El nivel de polimorfismo fue
altamente variable entre locus y entre las diferentes poblaciones. Algunos loci
mostraron uno de sus alelos fijos en ciertas poblaciones y en otras una
frecuencia variable entre ellos. Otros loci, en cambio, no evidenciaron alelos
fijos. En las diferentes localidades al menos uno de los loci exhibieron alelos
fijos, siendo Maitencillo donde se observd el mayor nimero de casos de loci con

alelos fijos (10 loci).

Se evidencid diferentes niveles de heterocigocidad a distintas escalas
espaciales. Al nivel de cuadrantes, los valores mas bajos de Hy, (< 0,1) se
observaron entre los de Maitencillo (0,057), Pucatrihue (0,068) y de Punta
Arenas (0,068). Los valores mas altos (> 0,2) se encuentran entre los de Fray
Jorge (0,241) y Chiloé (0,233). En general, al nivel de las parcelas que
componen un mismo sitio los valores de heterocigocidad fueron relativamente
semejantes entre si, excepto entre las parcelas correspondientes a uno de los

sitios de Pucatrihue, Chiloé, y Punta Arenas.
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Tabla 4-1: Indice de diversidad alélica Hy, (Heterocigocidad de Nei, 1978),
ndmero promedio de alelos por locus y nimero haplotipos en cada uno de los
sitios muestreados de cada localidad. n: nimero de muestras usadas en el
estudio; sd : desviacién estandar para cada valor de heterocigocidad.

e - o
Sitlos n Hin sd :iie [:l:a:: ha:lo?i:os
FJi 85 0,166 0,197 1,57 34
FJ2 50 0,230 0,210 1,79 33
MAI 72 0,076 0,153 1,29 10
PUCH 52 0,146 0,171 1.64 16
PUC2 65 0,110 0,165 1,57 14
CH1 70 0,203 0,211 1,64 39
CHz2 36 0,252 0,204 1,79 27
PA1 62 0,149 0,152 1,71 30

PA2 73 0,151 0,210 1,43 25
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Tabla 4-2: Namero y porcentaje de haplotipos compartidos dentro de sitios y
entre sitios.

FJ1 FJ2 MAI PUC1 PUGC2 CH1 CH2 PA1 PA2

FJ1 18 6 1 0 0 0 0 0 0
(52,9%) (9,0%) (2,2%)
FJ2 8 2 0 0 0 0 0 0
(24,2%)  (4,7%)
MAI 6 0 0 0 0 0 0
(60,0%)
PUC1 8 8 5 3 0 0
(50,0%) (26,6%) (9,3%) (7.0%)
PUC2 8 4 2 0 0
(57,0%) (7.7%) (4,.9%)
CH1 10 5 13 3
(26,3%) (7,7%) (19,1%) (4,8%)
CH2 7 3 6
(259%) (5,3%) (11,5%)
PA1 9 3
(30,0%) (5,5%)
PA2 7

{28,0%)
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Entre sitios, la heterocigocidad promedio (Hn,) fluctud entre 0,110
(Pucatrihue, PUC2) y 0,253 {Chiloé, CH2), con la excepcion de lo observado en
Maitencillo donde alcanzé un valor de 0,076 (Tabla 4-1). Los sitos de una
misma localidad mostraron valores semejantes, salvo en Fray Jorge donde uno
de los sitos exhibio valores méas bajos (0,166) que el otro (0,230). En cuanto al
numero de alelos medios los valores mas bajos fueron observados también en
Maitencillo (1,29) y los mas altos entre los sitios de Fray Jorge (179) y Chiloé
(1,79) (Tabla 4-1). En este caso, sin embargo, el promedio de alelos fue mas

heterogéneo entre los sitios de una misma localidad (Tabla 4-1).

El estudio de la diversidad de genotipos evidencié, en el total de la
muestra, 151 haplotipos diferentes. Entre ellos 75 haplotipos fueron Gnicos y 76
haplotipos fueron compartidos por dos o mas individuos (Fig. 4-3). El niimero de
haplotipos fue relativamente semejante entre los sitios de una misma localidad,
a pesar del variable nimero de muestras colectadas en cada caso. El menor
namero de haplotipos fue observado en Maitencillo (10) y Pucatrihue (14 y 16),
en tanto que el mayor fue observado en Fray Jorge (33 y 34) y Chiloé (27 y 39)
(Tabla 4-1). Los haplotipos compartidos por 2, 3, 4 y 5 individuos fueron los mas
frecuentes, aunque en algunos casos se observo a numerosos individuos (hasta

42) compartiendo el mismo haplotipo (Fig. 4-3).
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Nuamero de haplotipos

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1215 16 17 21 27 29 42

Categoria de haplotipos
(Gnicos y compartidos por dos 0 mas)

Figura 4-3: Ndmero de haplotipos Gnicos y compartidos por dos o mas

individuos.

Los haplotipos compartidos ocurrieron principalmente al interior de cada
sitio, exhibiéndose los mayores porcentajes en Maitencillo (60%) y en
Pucatrihue (50 y 57%), en tanto que los menores porcentajes se observaron en
Chiloé (25,9 y 26,3%) y en uno de los sitios de Fray Jorge (24,2%) (Tabla 4-2).
Entfre sitios de una misma localidad se observaron porcentajes menores de
haplotipos compartidos. El porcentaje mas alto ocurrié entre los sitios de
Pucatrihue (26,6%) y el mas bajo al interior de Punta Arenas (5,5%). Porcentaje
ain menor se evidenciaron entre sitios de localidades cercanas, como se
observo entre los sitios de Fray Jorge y Maitencillo (con 2,2 y 4,7%) y entre los

sitios de Pucatrihue y Chiloé (entre 4,9 y 9,3%). A diferencia de lo anterior, se
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evidencié que localidades distantes como Chiloé y Punta Arenas compartieron

haplotipos en porcentajes relativamente altos (entre 4,8 y 19,1%) (Tabla 4-2).

Diferenciacion genética: El AMOVA realizado entre localidades mostré que
alrededor de un 50% de la varianza genética esta explicada por la distancia
geografica entre localidades que varia entre 130 a 2300 Km y un 13% entre los
sitios al interior de las localidades (separada por 150 a 200 m) (Tabla 4-3).
Resultados semejantes son obtenidos al reordenar los sitios de cada localidad
en diferentes regiones. En este caso las unidades (regiones) explican cerca del
50% de la variabilidad, en tanto que alrededor del 20% fue atribuido a las
diferencias entre las subunidades (los sitios agrupados al interior de las
regiones). Los valores de diferenciacién genética, por su parte, fueron altos
(entre 0,272 y 0,512} y significativos (p=< 0,004) tanto entre regiones,

localidades v sitios al interior de las localidades (Tabla 4-3).

Diferenciacién y distancia geografica: La distancia genética entre las parcelas
permitié, a fravés del diagrama de “Neighbour — Joining” (Fig. 4-4), describir
claramente dos grandes grupos: uno conformado por las localidades del centro
Norte (Fray Jorge y Maitencillo) y el otro por las del centro sur (Pucatrihue,
Chiloé y Punta Arenas). En el primer grupo, las localidades son claramente
separadas con altos valores de bootstrap, discriminando ademas entre las

parcelas de cada localidad. Se destaca, en este contexto, el largo internodo y

los altos valores de bootstrap que discriminan la localidad de Maitencillo desde
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el nodo que la separa de Fray Jorge (Fig. 4-4). En el grupo centro sur, no se
observa una separacion muy clara entre las parcelas de diferentes localidades.
Solo las parcelas de Pucatrihue son segregadas en una sola rama, aunque la
separacion entre ellas es muy reducida o inexistente. Las otras dos ramas de
este grupo son heterogéneas, incluyendo tanto parcelas de Chiloé como de

Punta Arenas (Fig. 4-4).

La comparacién entre las matrices de la distancia genética y la
geografica, basadas ambas por las distancias entre pares de cuadrantes, reveld
una correlacion baja pero significativa entre ambas distancias (z= 1057654,5; r=
0,687; p< 0,001; test de Mantel). I;a distancia genética muestra una directa
relacion con [a distancia geografica entre pares de cuadrantes separados por no
mas de 1000 Km (Fig. 4-5). A mayores distancias (>1000 Km) la diferenciacion

genética no muestra relacién con la distancia geogréafica, observandose valores

bajos a pesar de la gran distancia (Fig. 4-5).




174

Tabla 4-3: (a) Resultados del analisis AMOVA realizado entre localidades y
regiones, y (b) indices de diferenciacion estimados

a. Jerarquia de analisis gl.  %de variacién
explicado

Loczlidades

Entre localidades 4 51,2

Entre sitios dentro de localidades 4 13,3

Global entre sitios 554 355
Regiones

Entre regiones 2 473

Entre sitios dentro de localidades 6 19,8

Global entre sitios 554 32,9

b. Diferenciacion Genética Indices de P

Fijacién

Localidades

Entre localidades () 0,512 0,005

Entre sitios dentro de localidades {Psc) 0,272 < 0,001

Global entre sitios (Ds) 0,645 < 0,001
Reglones

Entre regiones (Por) 0,473 0,004

Entre sitios dentro de localidades (®sc) 0,376 < 0,001

Global entre sitios (Pst) 0,671 < 0,001
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Figura 4-5: Correlacion entre la distancia genética (Slatkin 1993) y la distancia
geografica entre pares de cuadrantes (z= 1057654,5; r = 0.687, p < 0,001 )

evaluada a través de Test de Mantel.
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b) Diferenciacién genética local

En el ambito local, el AMOVA reveld que la variabilidad genética se
descompone de diferente manera dependiendo de la localidad. En Pucatrihue y
Chiloé la variabilidad atribuida a las diferencias entre las parcelas (subunidades
separadas por 25 m) al interior de cada sitio fue alrededor del 17 y 28%
respectivamente (Tabla 4-4a). En estas localidades el sitio (unidades separadas
por 150-200 m), como componente de la varianza, no tiene ninguna
participacion en la explicacién de la varianza genética. De manera semejante,
en ambas localidades la diferenciacién genética entre parcelas dentro de sitios
mostré valores altos (entre 0,176 y 0,283) y significativos (p< 0,001) (Tabla 4-
4b). Entre los sitios, en tfanto, en ninguno de las dos localidades la

diferenciacion resulté significativa (Tabla 4-4b).

En Fray Jorge, en cambio, el 30,9% de la variabilidad genética es
atribuida a las diferencias entre los sitios, en tanto que entre parcelas dentro de
los sitios la variabilidad explicada es de casi el 10% (Tabla 4-4a). Un patron
semejante es observado en Punta Arenas, aunque en este caso la variabilidad
se encuentra mas compartida entre sitos con un 43% y entre las parcelas al
interior de los sitios (23%). En estas dos localidades la diferenciacion entre
sitios fue alta (0,309 y 0,433), lo mismo entre parcelas dentro de sitios (0,137 y
0,409). En ambos casos la diferenciacion fue significativa (p=< 0,032) (Tabla 4-

4b).
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Tabla 4-4: (a) Resultados del analisis AMOVA realizado entre sitios en cada

localidad y (b) indice de diferenciacién estimados.

a. Jerarquia de analisis g.l. % de variacién
explicado

Fray Jorge

Entre sitios 1 30,9

Entre parcelas dentro de sitios 5 9,5

Global entre parcelas 136 59,6
Pucatrihue

Entre sitios 1 -1,0

Entre parcelas dentro de sitios 6 17.8

Global entre parcelas 109 83,2
Chiloé

Entre sitios «1,2

Entfre parcelas dentro de sitios 4 28,7

Global entre parcelas 94 72,6
Punta Arenas

Entre sitios 1 43,3

Entre parcelas dentro de sitios B 23,2

Global entre parcelas 127 33,5

b. Diferenciacién Genética Indices de P

Fijacion

Fray Jorge

Entre sltios (@) 0,309 0,033

Entre parcelas dentro de sitios (@) 0,137 < 0,001

Global entre parcelas (Ps) 0,404 < 0,001
Pucatrihue

Entre sitios (dg) - 0,010 0,266

Entre parcelas dentro de sitios (®.) 0,176 < 0,001

Global entre parcelas (@) 0,168 < 0,001
Chiloé

Enfre sitios (®a) -0,012 0,539

Enfre parcelas dentro de sitios {@y) 0,283 < 0,001

Global entre parcelas (Px) 0,274 < 0,001
Punta Arenas

Entre sitios (®g) 0,433 0,029

Entre parcelas dentro de sitios (®sc) 0,409 < 0,001

Global enfre parcelas (Pg) 0,665 < 0,001




179

Tabla 4-5: Resultados derivados del andlisis AMOVA realizado entre parcelas en cada sitio de estudio. (a)
Porcentaje de la varianza genética explicado y (b) indices de diferenciacién estimados. ns: no significativo, **: p <
0,01, ***: p < 0,001.

a. Nivel jerarquico FJ1 FJ2 MAI PUC1 PUC2 CH1 PA1 PA2
Entre parcelas 1,67 -15,05 10,4 14 2,5 7.9 -0,7 21,7
Entre cuadrantes dentro de las parcelas -1,33 22,58 1,7 33,0 0,4 12,1 9,7 83,0
Global enfre cuadrantes 99,66 02,47 87,9 65,6 102,1 80,1 91,0 38,6

b. Diferenciacion genética

Entre parcelas (e) 0,017 ns -0,151 ns 0,04 ns 0,014 ns -0,025 ns 0,079 ns 0,007 ns -0,217 ns
Entre cuadrantes dentro de las parcelas (s} -0,014 ns 0,196 ** 0,019 ns 0,335 ** 0,004 ns 0,431 ** 0,097 * 0,682 **
Global entre cuadrantes (Pst) 0,003 ns 0,075 ** 0,121 ** 0,344 *** -0,021 ns 0,199 ** 0,090 *** 0,616 ***
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El AMOVA realizado al nivel de los sitios, considerando las parcelas
como la unidad jerarquica, evidencid que en casi todos los casos la varianza
genética global entre cuadrantes fue alta (>80% en MAI y CH, o >90% en FJ1,
FJ2, PUC2 y PA1, Tabla 4-5a). En cinco de los ocho sitios analizados parte de
la varianza fue atribuida a los cuadrantes dentro de las parcelas. En algunos
casos, este nivel jerarquico explicé un bajo porcentaje de la varianza, como en
Chiloé (12,1%) o en Punta Arenas (9,7% en PA1), y en otros explicd mayores
porcentajes, como en Pucatrihue (33% en PUC1) y en el segundo sitios de
Punta Arenas (83% en PA2) (Tabla 4-5a). En todos estos sitios el indice de
fijacién para cuadrantes dentro de parcelas (ds) fue relativamente alto (entre
0,097 y 0,682) y significativo (p< 0,01) (Tabla 4-5b). Por su parte, las parcelas
como unidad jerarquica no contribuyen como componente explicativo de la
varianza, salvo en los casos de Maitencillo (con el 10%) y Chiloé (con casi el
8%). Mas aun, el indice de fijacién asociado a la diferenciacion entre (®) no

resulto significativo en ninguno de los sitios (Tabla 4-5b).

¢) Estructuracion genética en el intermareal

Diversidad genética: En este estudio se evalué un total de 60 individuos
provenientes de dos alturas en el intermareal (Alta y baja) y tres localidades
diferentes (Fray Jorge, Maitencillo y Pucatrihue). De cada altura en el
intermareal se analizaron 10 individuos. En esta evaluacion los mismos loci (21
bandas de RAPD) usados en el analisis anterior sirvieron en la descripcién de la

diversidad genética en el intermareal.
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En general, la heterocigocidad varié entre 0,127 y 0,245 (Tabla 4-6). Al
interior de cada localidad, los valores de heterocigocidad fueron relativamente
similares entre ambas alturas en el intermareal de marea. Se destaca en este
caso que los valores de heterocigocidad de Maitencillo (0,197 - 0,206) y
Pucatrihue (0,226 - 0,245) observados en este estudio son mas altos que los

evidenciados en.el analisis anterior (Tabla 4-6).

A pesar de la reducida escala espacial, el nimero de haplotipos
compartidos fue bajo (Tabla 4-7). En cada nivel del intermareal se observaron
haplotipos compartidos en Fray Jorge (2 en la parte alta y 1 en la baja) y en
Maitencillo (1 en cada nivel). Sin embargo, en Pucatrihue los 10 individuos
muestreados en cada nivel del intermareal correspondieron a haplotipos Unicos.
En cada localidad se evidenciaron, ademas, haplotipos compartidos entre
ambos niveles del intermareal; en Fray Jorge (1), Maitencillo (3), y Pucatrihue

(1) (Tabla 4-7).

Diferenciaciéon genética: El AMOVA a escala del intermareal,
considerando la localidad como unidad de analisis y las alturas en el intermareal
como subunidades, evidencié que esta subunidad soélo explica un 2,5% de la
variabilidad, en tanto que entre localidades se explica casi el 65% de la varianza
genética (Tabla 4-8a). Consecuente con los resultados anteriores, el indice de

fijacion entre localidades es alto (0,649) y significativo (p< 0,001) (Tabla 4-8b).
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No obstante, entre alturas en el intermareal dentro de localidades se observd
una diferenciacion genética relativamente leve (0,072), pero significativa (p=

0,015) (Tabla 4-8b).
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Tabla 4-6: Indice de diversidad alélica Hp, (Heterocigocidad de Nei, 1978),
numero promedio de alelos por locus para y nidmero de haplotipos compartidos
en muestras de la parte alta (A) y baja (B) del intermareal, de diferentes
localidades. n: nimero de muestras usadas en el estudio; sd: desviacion
estandar para cada valor de heterocigocidad.

Sitios n Hop sd E; :llztg: hag!:‘t:::os
FJ (A) 10 0,134 0,191 1,38 8
FJ (B) 10 0,127 0,180 1,38 9
MAI (A) 10 0,206 0,226 1,48 9
MAI (B) 10 0,197 0,219 1,52 9
PUC(A) 10 0,245 0,223 1,62 10
PUC(B) 10 0,226 0,199 1,66 10
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Tabla 4-7: Numero y porcentaje de haplotipos compartidos a cada altura en el
intermareal y entre diferentes alturas en el intermareal.

FJ (A) FJ (B) MAI(A) MAI{B) PUC(A) PUC({B)

FJ(A) 2 1 0 0 0 0
(250%)  {5.7%)
FJ (B) 1 0 0 0 0
(11,1%)
MAI (A) 1 3 0 0
(11,1%)  (16,7%)
MAI (B) 1 0 0
(11,1%)
PUC (A) 0 1
(2,4%)

PUC (B) 0
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Tabla 4-8: (a) Resultados del anélisis AMOVA realizado entre diferentes alturas
en el intermareal en cada localidad e (b) indice de diferenciacion estimados.

a. Jerarquia de aniélisis gl % de variacién
explicado

Entre localidades 2 64,9
Entre alturas dentro de localidades 25
Global entre altura 54 325

b. Diferenciacion Genética Indices de p

Fijacién

Entre localidades (®a) 0,649 < 0,001
Entre alturas dentro de localidades () 0,072 0,015
Global enire alturas (ds) 0,675 0,067




186

DISCUSION

La diversidad genética de loci RAPD en M. laminarioides es equivalente,
aunque con un rango mas amplio (con Hy, entre 0,011 y 0,25), a la observada
por Faugeron et al. (2001) en esta misma especie (con Hpp entre 0,21 — 0,25).
Sin embargo, esta diversidad sigue siendo tanto o mas alta que la
heterocigocidad observada en otras algas rojas evaluadas a través de
isoenzimas (Sosa & Lindstrom 1999), pero bastante mas baja que la diversidad
evidenciada con otro marcado molecular como microsatelites (Valero et al.
2001). En comparacion con la diversidad genética de algunas plantas terrestres,
evaluadas con marcadores RAPD, los valores de heterocigocidad observados
en este estudio son semejantes o levemente inferiores a especies con
fertilizacion cruzada obligada, como en Asimina trifoba (Hns entre 0,22 y 0,29;
Huang et al. 2000) o Pinus radiata (Hy, entre 0,34 y 0,48, Thomas et al. 1999),
son coincidente o levemente superior a especies con autofecundacion como
Hordeum spontaneum (con Hpp entre 0,16 y 0,19, Owuor et al 1997) y Goodyera
procera {con Hpp entre 0,11 y 0,25; Wong & Sun 1999), y muy superiores a la
extremadamente baja variabilidad en loci RAPD en poblaciones de algas
aisladas o con reproduccion asexual tales como Phycodrys rubens (con Hps<
0,01; van Oppen et al. 1995). Asi, a pesar de las caracteristicas dioicas de M.
faminarioides, la heterocigocidad observada es coincidente con los valores de

especies con fecundacion cruzada obligada y aquellas que se reproducen por

autofecundacion. Aan cuando los gametofitos sean dioicos, los resultados del
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cruzamiento entre machos y hembras provenientes del mismo esporofito
parental pueden ser andlogos a la autofecundacion (Valero 2001). En este
sentido, la reducida capacidad de dispersién estimada en M. laminarioides
(Camus & Hoffmann 1989) podria ser la causa de la menor heterocigocidad que
la esperada para una especie de fecundacién cruzada obligada. Del mismo
modo, podria explicar el alto nimero de haplotipos compartidos, particularmente
al interior de cada sitio. La recurrencia de haplotipos compartidos, sin embargo,
puede también ser una consecuencia de la alta frecuencia de los alelos en los
loci que componen el genotipo. En Maitencillo, por ejemplo, el mayor nimero de
alelos fijos aumenta la probabilidad de genotipos compartidos. Por otra parte,
considerando un mayor namero de loci en el estudio reducia la posibilidad de
que varios individuos compartan el mismo genotipo. Con un mayor nimero de
loci analizados Faugeron (2002) observé una muy baja ocurrencia de haplotipos
compartidos en M. laminaricides; mas del 84% de los individuos estudiados
presentaron genotipos Unicos. Aunque también evidencidé que el mayor nimero

de haplotipos compartido ocurrié al interior de cada sitio.

El analisis de la estructuracion de la variabilidad genética en M.
laminarioides mostré una gran diferenciacion entre poblaciones de diferentes
localidades. La diferenciacién entre poblaciones muy distantes, sin embargo, no
parece ser sorprendente en algas, particularmente cuando se estima que su

dispersion es restringida (Santelices 1990). Alin en especies en las cuales se

presumen mecanismos de dispersion a larga distancia (fragmentos de fronda
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reproductivas) se ha evidenciado distintos grados de diferenciacion a larga
distancia, del orden de decenas y centenas de kildmetros (Lu & Williams 1994,
van Oppen et al. 1995, Coyer et al. 1997, Sosa & Lindstrom 1999). Sin
embargo, la fuerte diferenciacion observada en M. laminarioides, incluso entre
los sitios dentro de localidades (> 0,27), revela una muy limitada capacidad de

dispersion, alin dentro de una misma localidad (entre sitios a 150-200 m).

El grado de diferenciacién, sin embargo, no es el mismo entre
localidades de diferentes regiones. Las dos grandes regiones evidenciadas por
el diagrama de “neighbour-joining”, mas que las tres definidas a priori, revelan
diferentes patrones de diferenciacién al nivel regional. En la regién centro norte,
que incluye a Fray Jorge y Maitencillo, la distancia genética entre las
poblaciones muestra una estrecha relacion con la distancia. El nivel de
diferenciacién aumenta desde parcelas hasta el observado entre localidades y
es aln mas alto enire regiones. Esta relacién de la diferenciacién con la
distancia implica que el intercambio o flujo génico ocurre principalmente entre
poblaciones cercanas. Por el contrario, en la region centro-sur, que incluye las
localidades de Pucatrihue, Chiloé y Punta Arenas, la diferenciacién genética
tiene una pobre relacion con la distancia. La débil diferenciacion entre las
poblaciones de Pucatrihue y Chiloé, y la imposibilidad del analisis en discriminar
entre parcelas de Chiloé y Punta Arenas, evidencia que otros factores puede
estar involucrados en la estructuracidn de la variabilidad genética en esta

region. Ante la falta de linealidad en la relacion entre la distancia genética y la
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geografica, particularmente a distancias superiores a 900 Km, Faugeron (2002)
arguyé la probable presencia de dos modalidades de dispersion en M.
laminarioides. Una, al nivel local-regional (<200 Km), en la que la dispersion es
dominada por el movimiento de esporas y gametos. Y la otra, a mayor escala
(>200 Km), en la que mecanismos de dispérsién a larga distancia (fragmentos
de frondas) son responsables del flujo génico. Aunque esta explicacién puede
responder en parte a la débil relacién lineal a grandes distancias, no aclara el
patron diferencial entre ambas regiones observado en este estudio. Si bien
entre estas regiones existen diferencias topograficas, hidrodinamicas e
histéricas, no es claro como estas puedan afectar la estructuracion de la
variabilidad genética. No obstante, también cabe considerar que problemas
metodoldgicos afecten el patron observado. Debido a la naturaleza de los
RAPDs es probable incurrir en el error de considerar como homdélogas bandas
que, aunque son del mismo peso molecular, no corresponden efectivamente a
los mismos alelos. Los antecedentes indican que este tipo de error es mas
frecuente mientras mayor distancia existe entre las poblaciones estudiadas (van

Oppen et al. 1996, Harris 1999).

Al nivel local, el analisis jerarquico de la variabilidad genética revelé una
diferenciacion alta y consistente al nivel de las parcelas dentro de los sitios.
Estos resultados son coincidentes con los observados por Faugeron (2002) en

otras localidades (Matanzas, Santo Domingo y Topocalma en la zona central de

Chile). Esta diferenciacion recurrente a una escala espacial definida permite
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considerar que en M. laminarioides el tamafio de la unidad panmictica no es
superior a un area de 25 m de diametro. En esta area la extensién del fiujo
genico puede mantener una relativa homogeneidad genética. Aunque el tamafio
de esta unidad es reducido, parece ser comln entre macroalgas con dispersion

limitada (Williams & Di Fiori 1996, Coyer et al 1997, Wright el al. 2000).

Al interior de las parcelas la variabilidad genética varia en forma
aleatoria. La diferenciacién entre cuadrantes dentro de parcelas se observa en
algunos sitios y no en otros. Esto ocurre aln entre sitios de una misma
localidad. Esto implica que la variabilidad a escala micro-geografica también
puede ser estructurada significativamente, aunque de manera aleatoria.
Diferentes mecanismos podrian explicar esta estructuracién a pequefia escala.
La dispersion, por ejemplo, puede ser afectada por condiciones muy locales.
Como indican algunos antecedentes, las caracteristicas hidrodinamicas locales
(intermareales) pueden condicionar el asentamiento de las esporas (Engel-
Palmiter 2000). Por otra parte, en un ambiente altamente heterogéneo como el
intermareal, la estructuracion de la diversidad genética puede ser el resultado
de la dinamica de extinciones y recolonizaciones a pequefia escala. La
reduccion muy local del tamafio efectivo de la poblacion puede conducir a fuerte

deriva a muy pequefia escala, reduciendo la variabilidad genética a nivel muy

local.
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Adicionalmente, la estructuracién de la variabilidad genética a escala
micro-geogréfica puede ser afectada por la presion selectiva ejercida por la
variacion de los factores ambientales (Linhart & Grant 1996). Algunos ejemplos
de los efectos selectivos del gradiente local intermareal han sido evidenciados o
sugeridos en algas intermareales (Innes 1988, Williams & Di Fiori 1996,
Zuccarello et al. 1989, Wright 2000). En este contexto, la leve pero significativa
diferenciacion observada entre plantas de diferentes alturas en el intermareal
sugiere efectos selectivos del gradiente intermareal en M. lfaminarioides. A
pesar de que los marcadores RAPD son considerados neutros, estos resultados
pueden ser una consecuencia indirecta de los efectos selectivos, debido al
ligamiento genético que puede existir entre estos genes neutros y aquellos
seccionados ("seleccién en segundo plano” o “background seleccién”, Godelle
et al. 1998). Esta diferenciacién micro-geografica seria coincidente con las
diferencias exhibidas entre juveniles provenientes de ambos extremos del

intermareal (Cap. 3).
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Conclusiones

El uso de marcadores RAPD para caracterizar la variabilidad genética en
M. laminarioides, a permitido evidenciar patrones de esfructuracién de la
variabilidad a diferentes escalas espaciales. A lo largo del rango geografico en
el que se extiende esta especie la distribucidn de la variabilidad genética
evidencié dos regiones fuertemente diferenciadas (d.= 0,473). En la regién
centro — norte (Fray Jorge y Maitencillo) la estructuracion de la variabilidad
exhibié un estrecha relacién con la distancia, mosirando un aumento de la
diferenciacion con la escala espacial, desde lo observado entre las parcelas
(separadas por 25-30 m) hasta la diferenciacién entre regiones (separadas por
al menos 750 Km). Estos resultados indican que el flujo génico es lo
suficientemente restringido como para impedir los efectos de la deriva génica,
permitiendo que a partir de los 25-30 m de distancia las poblaciones puedan
diferenciarse. En esta region el bajo nivel de flujo génico se establece entre
parches de individuos o poblaciones vecinas, dependiendo principalmente de la
dispersién de esporas y/o gametos. Por el contrario, la ausencia de una clara
estructuracion espacial de la variabilidad genética en la regién centro sur
(Pucatrihue, Chiloé y Punta Arenas) no permite generalizar las conclusiones
anteriores. En esta regidn, la relativa semejanza genética entre poblaciones tan
distantes como Chiloé y Punta Arenas no puede ser explicada sélo a través de
mecanismos de dispersion, al menos no por la dispersion de esporas y

gametos. Desestimando problematicas metodoldogicas que pueden afectar el
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patrén observado, la estructuracion de la diversidad genética en esta region
podria ser el resultado de faciores histdricos (Glaciaciones) y/o factores
ambientales (condiciones hidrodindmicas) que favorezcan la dispersion a larga

distancia.

A pequeiia escala, el area en la cual se mantiene una relativa
homogeneidad genética no es mayor a 25 m?. Sin embargo, a pesar de esta
extension del flujo génico, algunas poblaciones mostraron una significativa
estructuracion de la diversidad genética alin a menor escala espacial. Estos
resultados sugieren la existencia de factores que afectan la distribucion de la
variabilidad genética a escala micro-geografica. Un patrén como este puede ser
suscitado por factores que, a escala muy local, condicionan la dispersion
aleatoria de esporas y gametos, afecten el tamario poblacional y determinan la
sobrevivencia diferencial de ciertos genotipos. La diferenciacion genética entre
plantas de diferentes alturas en el intermareal constituye una evidencia de este
Ultimo caso. Las condiciones ambientales del intermareal parecen conformar un
gradiente selectivo suficientemente intenso como para afectar la distribucion

vertical de la variabilidad genética.

Se concluye, por tanto, que a pesar de que la respuesta de M.
faminarioides a la heterogeneidad ambiental esta determinada principalmente
por una amplia curva de tolerancia o plasticidad fenotipica, las poblaciones

tienen el potencial de adaptarse localmente variando su composicién genética.




194

Dependiendo de su intensidad, las condiciones ambientales pueden afectar la
distribucién de la variabilidad genética en esta especie, promoviendo una

diferenciacion aln a escala micro-geografica.




CAPITULO V

Discusién general
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Introduccién

Uno de los abjetivos centrales en biologia evolutiva es entender la
relacion entre la variabilidad fenotipica de los organismos y la variacion
ambiental en la que ellos viven (Schlichting & Picliucci 1998). Dado que en la
expresion fenotipica contribuye tanto el genotipo como el ambiente, [a
diversidad fenotipica de una poblacion expuesta a un ambiente heterogéneo,
dependerd de la variabilidad genotipica y de la plasticidad con que cada
genotipo puede modificar su fenotipo bajo condiciones ambientales variables
(Bazzaz 1996, Schlichting & Picliucci 1998). Un antiguo (y aparentemente atn
no desechado) paradigma establece que la variabilidad genética y la respuesta
plastica representan estrategias adaptativas mutuamente excluyentes en
respuesta a la variabilidad ambiental (Schlichting & Picliucci 1998). Por una
parte, la heterogeneidad del ambiente tiene el potencial para influir la
distribucién de la variabilidad genética a través de diferentes mecanismos
evolutivos. Por ofra, la plasticidad fenotipica, considerada como una de las
principales facetas de la adaptacion individual a la variacion ambiental, puede
obviar las diferencias genéticas entre los individuos y, ante la presién ambiental,
permitir a diferentes genotipos generar una respuesta fenoctipica adecuada. Sin
embargo, ambos procesos no son necesariamente excluyentes, pudiendo atn
ser complementarios en la respuesta de una especie ante la heterogeneidad del
medio (Sultan & Bazzaz 1993b, Bazzaz 1996, Schlichting & Picliucci 1998)
dependiendo de las caracterfsticas propias de la variabilidad ambiental (Lynch &

Gabriel 1987). Esta complementaridad entre la variabilidad genética y la
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plasticidad fenotipica es, precisamente, lo que muestran los resultados del
presente trabajo, donde se procurd evidenciar la estrategia adaptativa de M.

laminarioides ante la heterogeneidad ambiental.

Variacién fenotipica y genética en M. laminarioides

En el presente estudio se evidencid que la variabilidad fenotipica
(ecofisiologica) que muestra M. laminarioides ante la heterogeneidad ambiental
(Cap. 2), puede tener bases ambientales y genéticas. Los individuos de
diferentes poblaciones muestran, a lo largo de su rango de tolerancia, una
amplia plasticidad ecofisiolégica ante las condiciones ambiéntales, pero tambien
exhiben diferencias en su patron de respuesta fenotipica (i.e. norma de
reaccion) entre individuos de distinto origen geografico y de diferentes alturas
en el intermareal. Ambos compeonentes de la variabilidad fenotipica fueron

observados tanto a nivel geografico como local.

Los resultados obtenidos, a partir de la comparacién entre individuos de
distintas poblaciones, confirmaron la presuncién inicial sobre la existencia de
ambos componentes en la variabilidad fenotipica que pueden mostrar individuos
de diferentes origenes geograficos (Hipdtesis 1, Cap. 1). En cada individuo se
observé un amplio rango de tolerancia ante la variacion de factores como la
temperatura y la desecacion, lo cual fue consecuente con la considerable
variabilidad espacial y temporal de estos factores en el ambiente en vive la

especie. En tanto que, bajo condiciones de jardin comun, se evidenciaron
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diferencias significativas en la curva de tolerancia entre individuos de diferente
origen geogréafico. Diferencias como la mayor tasa fotosintética observada en
frondas de Maitencillo a los 10° y 20° C, o el mayor crecimiento en juveniles de
Fray Jorge a los 10° C, o en los de Pucatrihue a los 25° C son ejemplos de esta
diferenciacion ecofisiologica observada en M. faminarioides, 1o mismo que el
crecimiento diferencial entre juveniles de Fray Jorge y Pucatrihue a niveles
intermedios de desecacion. Estas diferencias, sin embargo, entendidas como
ecotipicas, parecen relativamente limitadas en relaciébn al alto grado de
diferenciacion de la variabilidad genética neutra mostrada por esta especie a
nivel geogréafico (Cap. 4). Si bien la variabilidad ecofisiologica y la diversidad
genética neutra no son necesariamente comparables, puesto que son diferentes
planos de evaluacion de la diversidad, el grado de diferenciacion genético es un
indicador del potencial de adaptacién local de las poblaciones (Hartl & Clark
1989), y por consiguiente M. laminarioides muestra un mayor potencial que el

efectivamente evaluado en términos ecofisiologicos.

‘Por otra parte, la comparacién entre individuos de diferentes alfuras en el
intermareal permitid rechazar la hipétesis que establecia la ausencia de bases
genéticas en la variacion fenotipica (ecofisiologica) entre las plantas ubicadas a
lo largo del gradiente vertical del intermareal (Hipdtesis 2, Cap. 1). Junto al
amplio rango de tolerancia individual, el cultivo bajo condiciones de jardin

comuin a distintas temperaturas o niveles de desecacién evidencid diferencias

significativas en la curva de tolerancia entre juveniles provenientes de la parte
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alta y baja del intermareal. En la mayoria de los casos los juveniles procedentes
de la parte baja del intermareal crecieron significativamente mas que los de la
parte alta, como ocurrid en Pucatrihue a lo largo de fodo el rango térmico o a
niveles intermedios de desecacion. A este nivel, la variabilidad ecofisiologica y
la diferenciacion genética neutra mostraron una consistenie coincidencia (Cap.
4). Si bien los niveles de analisis y las herramientas de evaluacion son
completamente distintos entre ambas variables, su coincidencia —que es
inusual—- puede indicar que los factores ambientales que determinan la
diferenciacion ecofisiolégica estan afectando también la distribucién de la

variabilidad genética neutra (Godelle et al 1998).

Los resultados del presente estudio también confirman [a hipotesis que
plantea diferencias en el rango de tolerancia entre individuos de diferentes
fases reproductivas (Hipotesis 3, Cap. 1). Especialmente ante el gradiente de
desecacion, los individuos de cada fase reproductiva muestran diferencias en
su rango de tolerancia. Enire plantas adultas, por ejemplo, la eficiencia
fotosintética de las frondas esporofiticas fue mas afectada por la desecacioén
que la de las gametofiticas, reduciéndose significativamente a niveles medios
de deshidratacion y alcanzando una menor recuperacién cuando la pérdida de
agua fue mayor. Entre los juveniles, en tanto, a niveles medios de desecacion
los gametofitos de Fray Jorge crecen significativamente mas que los
esporofitos, mientras que los juveniles provenientes de Pucatrihue muestran

una tendencia inversa, en este caso los gametofitos crecen menos que los
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esporofitos. Estas diferencia entre fases evidencian, sin embargo, un patrén
complejo, mostrando la dominancia de una fase en una localidad y en otra la de
la fase alternativa. Los resultados parecen indicar que no existe una relacion
estrecha entre las diferencias fenotipicas y los niveles de ploidia de cada fase

reproductiva.

Gradiente ambiental y curva de tolerancia

La plasticidad fisiologica, que permite describir una curva de tolerancia
ante un gradiente de temperatura y de desecacion en M. faminarioides, parece
estar estrechamente asociada al gradiente ambiental en que se distribuye esta
especie. El rango de tolerancia térmico de M. faminarioides es similar al de
otras especies de origenes geogréaficos temperado y temparado—frio (ver tabla
3-18, Cap.3), mientras que su tolerancia a la desecacion es tipica de especies

que habitan la zona media y media alta del intermareal (ver tabla 3-19, Cap.3).

En este sentido, el gradiente ambiental juga un rol determinante en la amplitud y
la forma que presenta la curva de tolerancia en cada individuo. Las condiciones
que favorecen la evolucion de la plasticidad son ain materia de discusion,
aunque se reconoce la importancia de la frecuencia y predictibilidad de los
cambios ambientales (Lynch & Gabriel 1987, Sultan 1992, Schlichting &
Pigliucci 1998). Algunos analisis han indicado que la plasticidad fenotipica
responde principalmente a una variacion temporal de las condiciones

ambientales, particularmente cuando esta variacibn ocurre a una escala
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£

temporal menor que el tiempo generacional (Lynch & Gabriel 1987). Por el
contrario, la heterogeneidad espacial podria seleccionar genotipos mas
especializados (de menor plasticidad) si los cambios temporales ocurren con
una frecuencia mayor que el tiempo generacional. Asi, a nivel local, en el
contexto intermareal las fluctuaciones diarias y estacionales de las condiciones
ambientales parecen ser determinantes en la respuesta plastica de M.
laminarioides y, probablemente, la de otras especies de este habitat (Trassell et

al. 2000, Appelbaum et al. 2002).

Por consiguiente, la plasticidad fisiologica observada en M. laminarioides
es esperable, dado la heterogeneidad ambiental en que se distribuyen las
algas, particularmente las intermareales. En general, la ocurrencia de
plasticidad fenotipica ha sido observada en muchas especies de algas marinas,
entre las que se encuentran representantes de los mas diversos grupos
taxondmicos (Russell 1986). Esta plasticidad ha sido observada en diferentes
caracteres y asociada a distintos factores ambientales: cambios morfol6gicos
relacionados con la variacion del fotoperiodo, intensidad luminosa, nutrientes u
oleaje; variaciéon fisiologica dependiendo de temperatura, luminosidad o
salinidad, cambios en la tasa de divisién y expansion celular asociadas a la

intensidad luminosa y el fotoperiodo, etc.

Si bien esta plasticidad ecofisclégica ha sido extensamente descrita en

macroalgas (Lining 1990, Lobban & Harrison 1994), relacionandola con la
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variabilidad ambiental en que viven, su potencial evolutivo ha recibido muy poca
atencion entre estas especies. Por el contrario, la plasticidad fenotipica en
macrolagas ha sido considerada como uno de los mayores problemas para
circunscribir adecuadamente un taxén o distinguir los efectos de la seleccion
natural (Russell 1986, Morales & Trainor 1997). Esta capacidad que tienen un
genotipo, de adecuar su expresion fenotipica en respuesta a la variacion
ambiental, ha sido considerada desde hace ya algin tiempo en otros
organismos, aunque su significado en lo procesos ecoldgicos y evolutivos han
sido estudiada solo en la dltima década (Schiichting 1986, Sultan 1987,
Tompson 1991, Sultan 1992, Scheiner 1993). En plantas superiores la
plasticidad fenotipica, y su implicancia ecolégica-evolutiva, ha sido evidenciada
para diversos rasgos: morfolégicos (Sultan & Bazzaz 1993a, b y ¢, Pedrol et al.
2000), ecofisiologicos (Sultan & Bazzaz 1993a, Eckerly 2000, Pedrol et al.

2000), defensas quimicas (Han & Lincoln 1997).

Variabilidad en el rango de tolerancia

Por su parte, la variabilidad en la curva de tolerancia, que forma parte de
la respuesta adaptativa a la heterogeneidad ambiental en M. /aminarioides,
puede tener implicancias tanto ecolégicas como evolutivas. La variacion en la
curva de tolerancia sugiere, por una parte, que M. flaminarioides esta
respondiendo a diferentes condiciones ambientales y, por ofra, que existe un
potencial genético en la plasticidad que permitiria la evolucién de la respuesta

adaptativa ante la heterogeneidad ambiental.
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Respuesta

Gradiente ambiental

Fig. 5-1: Modelos de respuestas a la heterogeneidad ambiental, en un contexto
poblacional, observado en M. faminarioides. Curvas de tolerancia de distintos

genotipos que difieren en la magnitud (éptimo) de respuesta ante el gradiente
ambiental.

La variacién en la curva de tolerancia muestra un patrén definido de
variacion, observandose principalmente en relacién a los niveles intermedios
(6ptimos) de la curva (Fig. 5-1). A nivel geografico, la norma de reaccién (i.e. el
patrdn de expresion fenotipica) de la tasa fotosintética en funcion de la
temperatura mostré diferencias entre individuos de distintas poblaciones en la

magnitud (6ptimo) y no en la amplitud o limites de tolerancia. Lo mismo ocurrié
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con el patron de expresién fenotipica exhibido por el crecimiento de los
juveniles, que mostraron diferencias en torno al dptimo térmico o niveles medios
de desecacién. Aln a nivel local, los juveniles procedentes de diferentes alturas
en el intermareal mostraron normas de reaccion para el crecimiento que

difirieron en los optimos térmicos o a niveles intermedios de desecacion.

Este patron de variacion puede estar estrechamente relacionado a las
caracteristicas de la variabilidad ambiental en que vive esta especie. Si la
plasticidad responde a la variacién temporal de las condiciones ambientales,
cuando esta ocurre a una escala de tiempo menor que la generacional (Lynch &
Gabriel 1987), la convergencia en la amplitud o [imites de tolerancia, observada
en M. laminarioides, implica que los diferentes genotipos estan expuestos a una
variabilidad ambiental relativamente semejante. No obstante, la variabilidad
observada a niveles intermedios (u éptimos) parece indicar que, a pesar de la
variacion temporal equivalente, pueden existir espacialmente diferencias en el
promedio de las condiciones ambientales. Ambos tipos de varianza ambiental,
temporal y espacial, parecen ser observadas a lo largo de la distribucién de esta
especie. La evaluacion de los parametros ecofisiolégicos realizada en terreno
(Cap. 2) demostro que en el intermareal las plantas estan sujetas a una intensa
fluctuacion, diaria y estacional, de factores como la intensidad luminosa, la
temperatura y la desecaciéon. No obstante, las condiciones ambientales en el
intermareal no son homogéneas. El gradiente vertical determina respuestas

ecofisiologicas muy distintas entre plantas ubicadas a diferentes alturas en el
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intermareal. Del mismo modo, aunque sin responder a un gradiente geografico,

se observaron diferencia entre plantas de distintas localidades.

Por ofra parte, el patrén de variabilidad de la curva de tolerancia puede
tener también implicancias en la respuesta de M. laminarioides a la seleccion.
Si los genotipos de distintas poblaciones o de una misma poblacién tienen una
respuesta convergente bajo condiciones de estrés, el potencial de respuesta a
la seleccion es reducido. La convergencia fenotipica de diferentes genotipos,
particularmente bajo condiciones limitantes, refleja un importante compromiso
del caracter evaluado con la determinacién de la adecuacion bioldgica (Sultan &
Bazzaz 1993c) y, en consecuencia, la presencia de variabilidad depende de la
existencia de condiciones ambientales que puedan favorecer la presencia de
variantes. Por tanto, la existencia de variacién en la norma de reaccion puede
ser mantenida por la heterogeneidad espacial, lo cual permite que diferentes
fenotipos sean favorecidos en distintos ambientes (Ackerly et al. 2000). En este
contexto, las diferencias en la variacion de las condiciones térmicas, o su
incidencia en el pasado, podrian explicar las diferencias ecotipicas
evidenciadas en este estudio (a niveles intermedios de la curva) o entre este y
el estudio donde la norma de reaccion observada en plantas colectadas en el
extremo sur de la distribucion de M. laminarioides muestra rangos diferentes
(Wiencke y Dieck 1990). De hecho, diferencias como estas han sido

reconocidas en las diferencias ecotipicas observadas en otras especies de
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macroalgas a nivel geografico (Breeman 1988, Cambridge et al. 1990, Peters &

Breeman 1992, Bischoff & Wiencke 1995, Pakker et al. 1995).

A nivel local, el patrén de variabilidad de la curva de tolerancia parece ser
mantenido por los efectos selectivos del gradiente intermareal. A diferencia de
lo que ocurre a nivel geografico, donde la diferenciacién ecotipica es favorecida
por el limitado flujo génico demostrado en M. laminarioides (Cap. 4), la
variabilidad en la norma de reaccion entre genotipos de diferentes alturas en el
intermareal parece ser mantenida en virtud del gradiente de seleccion vertical
presente en el intermareal. A pesar de que, a distancias tan cortas (1 a 2 m),
esta diferenciacion podria ser homogenizada por la extensién del flujo génico, la
variabilidad genética es mantenida debido a que diferentes genotipos son
favorecidos en cada extremo del cinturén intermareal ocupado por la especie.
En plantas superiores existen diferentes ejemplos de diferenciacién genética
mantenida por la presion selectiva ejercida por la variacién de los factores
ambientales (Linhart & Grant 1996). En macroalgas los efectos selectivos del
gradiente intermareal sobre la diferenciacion han sido sugeridos en diferentes
trabajos (Innes 1988, Williams & Di Fiori 1996, Zuccarello et al. 1999, Wright

2000).

Las diferencias en la curva de tolerancia observada entre ambas fases

reproductivas muestra un patréon complejo. Mientras en una localidad las

plantas gamefofiticas exhiben un mayor crecimiento a niveles interemedios de




207

desecacién, en otra lo hacen los esporofitos. Una mejor respuesta de
gametofitos juveniles a la desecacion y a la temperatura ha sido considerado
como un antecedente que permitiria explica la relativa dominancia de esta fase
en la zona media alta del cinturon intermareal ocupado por M. laminarioides
(Hannach & Santelices 1985, Luxoro & Santelices 1987). Esto seria consistente
con los resultados obtenidos entre los juveniles de Fray Jorge y las plantas
adultas de Maitencillo, pero no con las observaciones hechas también en
juveniles en Pucatrihue. Esta discrepancia no posibilita una explicacion
consistente. En algunas especies de Gigartinales, como fridaea cordata y |.
cornucopiae (sensu Hannach & Waaland 1986), la dominancia de una u otra
fase reproductiva varia entre poblaciones. Aunque diferentes mecanismos han
sido propuestos para explicar el hecho de que una fase llegue a ser dominante,
hasta el momento no se ha postulado un mecanismo explicativo claro.
Probablemente en estas diferencias entre poblaciones, al igual que en la
dominancia a distintos niveles del intermareal, estan involucrados diferentes

factores que, ademas, varian de una localidad a ofra.
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Conclusiones generales

A través del presente estudio se ha evidenciado que tanto la plasticidad
fenotipica (ecofisiolégica) como la variabilidad genética estan involucradas en la
respuesta de M. laminarioides a la heterogeneidad ambiental. La participacion
de ambos componentes en la variabilidad fenotipica implica, por una parte, gue
ante un gradiente térmico o de desecaci6n cada individuo es capaz de ajustar
su expresion fenotipica a lo largo de su rango de tolerancia, y, por otra, que
existen diferencias en el patrén de respuesta fenotipica (i.e. norma de reaccién)
entre individuos de distinto origen geografico y de diferentes alturas en el
intermareal. Estas diferencias corresponden principalmente a una variacién a
niveles intermedios (dptimos) de la curva de tolerancia, en tanto que los
diferentes genotipos muestran una convergencia hacia los extremos o limites

del rango.

La variacion en la curva de tolerancia permitid alcanzar algunas
conclusiones sobre la diversidad genética en M. faminarioides y sobre la
relacion de esta con la heterogeneidad ambiental. Esta variacion sugiere que en
M. laminarioides existe el potencial genético, en cuanto los rasgos
ecofisiologicos, que pueden permitir la evolucién en la respuesta adaptativa
ante la heterogeneidad ambiental. Heterogeneidad que puede estar definida por
diferencias espaciales en el promedio de las condiciones ambientales. En tanto

que la convergencia en la amplitud o limites de tolerancia sugiere, por su parte,
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que los diferentes genotipos estan expuestos a un rango variabilidad temporal

relativamente semejante, al menos en el rango geografico evaluado.

En consecuencia, en M. laminarioides tanto la plasticidad fenotipica
(ecofisiologica) como la variabilidad genética forman parte de la diversidad
fenotipica de una poblacion expuesta a un ambiente heterogéneo. Asi, aunque
espacialmente pueden existir diferencias ecofisiologicas entre genotipos de
diferente origen geogréfico o intermareal, la plasticidad permite a cada genotipo
modificar adecuadamente su fenotipo ante la heterogeneidad del ambiente y, al
mismo tiempo, permite que diferentes genotipos converjan fenotipicamente en
determinadas condiciones ambientales, particularmente bajo circunstancias

extremas.
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