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Resumen.- Durvillaea antarctica se caracteriza por presentar
al igual que los representantes de las Fucales, una historia de vida
sin generacion gametofita de vida libre y por poseer reproduccion
o6gama. En este trabajo mediante el uso de técnicas de
microscopia dptica, se describe la fenologia de la gametogénesis,
estados de madurez de los conceptaculos, fertilidad y
embriogénesis de D. antarctica de caleta Montemar Chile central
(32°57°S — 71° 33°W). De acuerdo a los resultados obtenidos, las
etapas de la gametdgenesis son indicadoras del estado de madurez
de los conceptaculos y el nimero de estratos de conceptaculos
sefiala el nimero de periodos reproductivos de los ejemplares. En
un seguimiento anual la poblacién intermareal de D. antarctica
presentd un periodo vegetativo y/o reposo reproductivo en verano
y una dindmica de maduracién y fertilidad desde otofio a
principios de primavera; en estos ejemplares los conceptaculos
estuvieron dispuestos en un estrato (98%). Especimenes
recolectados en una varazén invernal presentaron  estados
vegetativos y reproductivos propios de la madurez y fertilidad con
1 (61%), 2 (36%) y 3 (3%) estratos de conceptaculos, que indican
diferencias con la poblacién intermareal relacionadas al nimero
de periodos reproductivos y a la probable existencia en los
ejemplares varados de un componente de frondas submareales,
hecho que amerita efectuar en estas Gltimas estudios fenolégicos
similares a los de la poblacién intermareal. La informacion
obtenida completa la historia de vida de D. antarctica y
proporciona bases biolégicas para su manejo y futuro cultivo. D.
antarctica €s uno de los recursos algales chilenos importante
como alimento y materia prima para la industria de alginatos.
Palabras clave: Fenologia, gametogénesis, madurez de
conceptaculos, fertilidad, embriogénesis, Durvillaea antarctica.

Abstract.- burvillaea antarctica has a life history similar
to Fucales, characterized by lacking a free-living
gametophyte generation and in having oogamous
reproduction. Using techniques of light microscopy
observations were made on phenology of gametogenesis,
fertilization, maturity of conceptacles and embryogenesis of
D. antarctica from Montemar cove, central Chile (32°57°S —
71° 33'W). Degree of development of gametogenesis
indicated maturity stages of conceptacles. Number of
conceptacle layers indicated number of annual reproductive
periods. During summer time, intertidal plants showed a
vegetative or a rest period. From Autumn to early Spring,
intertidal plants with one layer of conceptacles (98%),
showed the gradual sequence of maturity and fertility
periods. During Winter, drift fronds with 1 (61%), 2 (36%)
and 3 (3%) layers of conceptacles showed different
reproductive periods of maturity and fertility. Drift fronds
seem to have components of subtidal fronds and further
studies on reproductive phenology similar those undertaking
in intertidal plants are needed. Life history information
generated may well be applied to improve management and
future culture of this resource. D. antarctica is an important
Chilean resource having industrial potential.

Keywords:  Phenology, gametogenesis, maturity of
conceptacles, fertility, embryogenesis, Durvillaea antarctica.

Introduccion

Durvillaea Bory (1826) es un alga parda del Orden
Durvillaeales. Se reconocen cuatro especies, todas
presentes en aguas frias y en lugares expuestos del sur
de Australia, Nueva Zelanda, extremo austral de
América e islas subantérticas (Hay 1979). Durvillaea
fue primeramente clasificado dentro del Orden Fucales
por Chamisso, en Choris (1822), quien llamé a la

especie, Fucus antarcticus, debido a la caracteristica
presencia en la fronda de los ejemplares maduros, de
conceptaculos con oogonios y anteridios. Posteriormente,
atributos morfolégicos hacen que Hariot (1892), la
determine con el nombre de Durvillaea antarctica
(Chamisso) Hariot. Actualmente a Durvillaea se le
excluye del Orden Fucales y se le incluye en el Orden
Durvillaeales, por el origen particular del desarrollo de
los conceptaculos (Petrov, 1965, 1967), crecimiento
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difuso y no apical (Nizamuddin 1968), células
superficiales con dos cloroplastos alargados, a
diferencia de las Fucales donde son numerosos vy
discoidales (Roberts 1979).

El talo de Durvillaea antarctica consiste de una
gran lamina de color café oscuro o pardo verdoso, que
alcanza tamafios de 15 o mas metros de longitud.
Morfolégicamente consta de un disco macizo para la
adhesion al sustrato, desde el cual se origina un estipe
cilindrico, cuyo extremo se aplana y ensancha en
sentido apical para formar la fronda o lamina. Esta es
alargada y entera en juveniles, dividida en porciones de
ancho dispar en adultos (Alveal et al. 1990b).

La l&mina de D. antarctica esta parcialmente o
totalmente inflada en un tejido de apariencia de panal de
abeja. ElI margen es indiferenciado. En especimenes
pequefios la médula presenta numerosos espacios tipo
vacuolas pequefias y una médula central con hifas
simples y ramificadas entretejidas sueltamente a
menudo en angulos rectos al plano de flotacion. Las
paredes de las células corticales y de las hifas estan muy
gelatinizadas (Hay 1979).

En Chile, D. antarctica se distribuye desde
Coquimbo (29° 58°’S — 71° 22°W) hasta la zona del
Estrecho de Magallanes (55° 59’ S — 67° 16" W). En las
regiones central y centro sur habita junto a Lessonia
nigrescens en sustratos rocosos de niveles altos del
sublitoral expuesto al oleaje, pero hacia el sur D.
antarctica se hace dominante. Se encuentra también en
Nueva Zelanda, Argentina en Tierra del Fuego, islas
Malvinas, islas Heard, islas McDonald (Ramirez &
Santelices 1991) e islas Kerguelen (Delepine & Asensi
1976). Una forma submareal de D. antarctica Sin
celdillas tipo panal de abejas de las islas Macquarie
(Ricker 1987) ha sido estudiada por Klemm & Hallam
(1988). Una forma de D. antarctica con laminas solidas
probablemente equivalente a la de las islas Macquarie
ha sido colectada en el sur de Chile (Cheshire, no
publicado).

La historia de vida de Durvillaeales es semejante a la
del Orden Fucales (Maier & Clayton 1989); las primeras
observaciones realizadas en D. willana y D. antarctica
de Nueva Zelanda indican la carencia de una generacion
gametofita libre y reproduccion odgama y describen
detalladamente los conceptaculos femeninos maduros y
sus oogonios (Naylor 1953). El talo es diploide y en D.
potatorum de las costas australianas, se ha descrito la
oogénesis y la ubicacion de la meiosis (Maier &
Clayton 1989). La fenologia de la gametogénesis no ha
sido descrita para ninguna de las especies del género.

Estudios detallados de fecundacidn sdlo se conocen
en Fucales, involucrando la fusion de un huevo grande
no motil y un pequefio espermatozoide biflagelado
(Pollock 1970). La superficie del huevo es suave
después de la fertilizacion (Callow et al. 1978),
dandose inicio a la formacién de la pared celular
(Pollock 1970, Quatrano & Stevens 1976). La fenologia
de la fecundacion de las oosferas y el desarrollo
ontogenético de los cigotos en Durvillaeales no han sido
aun descritos.

Aungue en Chile existen estudios sobre su ecologia
y distribucidn vertical y geografica (Guiler 1959, Alveal
1970, Santelices et al. 1977, Santelices 1989), biologia
poblacional, fenologia reproductiva (Westermeier et al.
1994, Collantes et al. 1997), descripcién y evaluacion
como recurso (Alveal et al. 1990a, 1990b), valor
nutritivo y aportes de fibra dietética (Pak & Araya
1996), efectos de la explotacion humana en sus
poblaciones (Castilla & Bustamante 1989, Bustamante
& Castilla 1990), morfologia y reproduccion
(Buschmann 1982), ultraestructura de la gametogénesis,
fecundacioén y embriones (Paredes 1998), faltan ain
bases biolégicas para determinar estados de madurez
reproductiva y capacitacion de gametos. En D.
antarctica de las costas sur y centro de Chile, el
periodo fértil se localiza entre otofio y primavera
(Alveal ef al. 1990a, Bushmann 1982, Westermeier et
al. 1994, Collantes et al. 1997, Merino 2000, Lagos
2001), aunque existen datos de la presencia de frondas
fértiles durante el verano (enero) en playa los Molles
localidad de Chile central (Santelices et al. 1980). D.
antarctica €s uno de los recursos algales chilenos con
potencial de cultivo (Norambuena 1996), importante
como alimento y materia prima para la industria de
alginatos. Durante los Gltimos 10 afios su recoleccion
desde praderas naturales ha sido muy variable con un
maximo de 4567 ton y un minimo de 464 ton en 1994 y
1999 respectivamente (SERNAP 1994, 1999). En este
contexto, el objetivo de este trabajo es caracterizar en D.
antarctica, la fenologia de la gametogénesis, estados de
madurez de conceptaculos, fecundacién y embriogé-
nesis.

Materiales y Métodos

Los ejemplares de D. antarctica utilizados en este
estudio provinieron de la localidad caleta Montemar
(32°57'S - 71° 33'W).

En el mes de octubre de 1997 se seleccionaron en el
intermareal 20 reclutas de D. antartica, 5 — 10 cm de
longitud para seguir macroscopicamente la formacion
de los conceptaculos, estructura indicadora del estado
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reproductivo. Los ejemplares seleccionados carecian de
signos externos de desarrollo de conceptaculos.

Para la determinacién de frondas vegetativas y
reproductivas, estados de madurez y ndmero de estratos
de conceptaculos, desde marzo a octubre de 1997 y
febrero y marzo de 1998, en un total de 100
especimenes se extrajo mensualmente diez trozos (10
cm) de D. antarctica, en 10 ejemplares intermareales
mayores a 50 cm de longitud con y sin signos de
desarrollo de conceptaculos a ojo desnudo. El periodo
de estudio fue seleccionado de acuerdo al periodo
reproductivo y vegetativo determinado para la localidad
de Montemar (Collantes et al. 1997) y el criterio tiempo
de desarrollo de conceptaculos segin Naylor (1953),
que indica menos de un afio. El tamafio de los
especimenes seleccionados, en base de estudios sobre la
frecuencia relativa de talos reproductivos de D.
antarctica, que demostraron que cerca del 20% de la
poblacién reproductiva en cualquier tiempo estuvo
constituida de ejemplares con talos inferiores a 75 cm
de longitud y que juveniles marcados alcanzaron tales
longitudes (+25 cm; n= 50) llegando a ser reproductivos
dentro de seis meses ( Santelices et al. 1980). En el mes
de julio del afio 2001, trozos similares se obtuvieron
desde 101 especimenes mayores a 1m de longitud,
varados en caleta Montemar después de una fuerte
marejada.

Para la determinacion de la fertilidad, desde mayo de
1999 a septiembre de 2000, en un total de 152
especimenes se extrajeron mensualmente 3 — 25 trozos
de frondas intermareales accesibles, con conceptaculos
mayores a 50 cm de longitud; en el mes de junio del afio
2000, trozos similares se obtuvieron desde 55
ejemplares mayores a 1 m de longitud, varados en
caleta Montemar después de una fuerte marejada.

En el laboratorio se efectuaron cortes longitudinales
a mano alzada a través de la subcorteza de los explantes
de ejemplares intermareales y varados, para determinar
bajo microscopio Optico estructuras celulares indicadoras
de: estado vegetativo (ausencia de conceptaculos), estado
reproductivo (presencia de conceptaculos) y sexo de
los ejemplares (presencia de anteridios u oogonios)
(Collantes et al. 1997).

Para la caracterizacion de indicadores celulares de la
gametogénesis se hicieron cortes transversales de la
corteza y subcorteza de ejemplares vegetativos vy
reproductivos intermareales y varados, los cuales
fueron fijados en 3 : 1 de etanol, acido glacial acético y
cortadas en un micrétomo de congelacion Leitz Wetzlar.
Parte de este material fue tefiido con azul de toluidina y
reactivo de Shiff mediante el método de Feulgen. Las
observaciones se realizaron en un microscopio Nikon

Labophot, equipado con camara fotografica y las
mediciones con un micrémetro ocular Nikon CF10x/14.

Para la caracterizacion de estados indicadores de
madurez de conceptaculos, se extrajeron a mano alzada
con hojas de afeitar, porciones de corteza y subcorteza
en sentido longitudinal de aproximadamente 1 cm?’.
Estos trozos fueron fijados en 3 : 1 de etanol, &cido
glacial acético y cortados transversalmente en secciones
de 40 um de grosor, en un micrétomo de congelacion
Leitz Wetzlar. Estas fueron tefiidas con azul de toluidina
al 1%, observadas y fotografiadas en un microscopio
Nikon Labophot equipado con camara fotografica y
micrometro ocular Nikon CF10x/14.

Para la determinacion de los estados de madurez de
los conceptaculos se elabord una escala numérica, que
describi6 la secuencia de los diferentes estados
reproductivos, segln el grado de desarrollo de anteridios
u oogonios (forma, tamafio y nimero de células
diferenciadas). Para la caracterizacion de indicadores
celulares de la fecundacién, cigotos y de la
embriogénesis, desde mayo a julio 1999, se adecud en
laboratorio, la metodologia de cultivo descrita por
Quatrano (1980), la cual basicamente consistié en
inducir separadamente, a partir de trozos de explantes
maduros masculinos y femeninos, mediante cambios de
temperatura (6-18 °C) o desecacion y humectacion, en
agua de mar filtrada y estéril, la liberacién de
espermatozoides y oosferas. Las suspensiones de gametos
masculinos y femeninos obtenidas separadamente,
fueron mezcladas entre si para inducir la fecundacion
artificialmente. Con el mismo fin la fecundacion
también fue obtenida mediante la técnica tradicional de
cultivo; desde agosto 1999 a septiembre 2000, se
realizaron incubaciones in vitro de trozos de corteza
femeninos y masculinos, ubicados préximos entre si
(cruzamientos), en céapsulas de Petri plasticas de 5 cm
de didmetro. Los cigotos obtenidos por ambos métodos,
se fijaron sobre cuatro cubre objetos dispuestos en el
fondo de las céapsulas, incubados en medio Provasoli,
13°C, 30 - 40 pmol m?s?, 12:12 h luz:oscuridad. Para
impedir contaminacion de los cultivos por bacterias y
diatomeas se adicion6 cloramfenicol (50 pg/ml) y éxido
de germanio (5-10 pg/ml). Los cigotos y embriones
obtenidos fueron controlados cada 24 h durante los
primeros tres dias y cada siete dias durante 8
semanas; recambios de medio nutritivo se realizaron
semanalmente. Para la determinacion de indicadores
celulares de fecundacién, se usaron los siguientes
caracteres: ausencia de pared celular y evidencia de una
zona nuclear clara (“0jo”) en oosferas sin fecundacion;
presencia de halo de fecundacién y evidencia de dos
zonas nucleares claras (“0jos™) en los cigotos. En la
caracterizacion de los embriones se siguieron patrones
de desarrollo de la polaridad. Los indicadores pre y
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post fecundacion se contabilizaron a las 72 h de
incubacion, en un cubreobjeto elegido al azar,
efectuando bajo microscopio Optico un recorrido por el
margen superior y lateral izquierdo, abarcando el
campo visual del objetivo x20 del microscopio Nikon
Labophot.

Los resultados de la secuencia temporal de
indicadores celulares vegetativos y reproductivos se
analizaron mediante la confeccion de tablas de
contingencia de doble entrada, calculo de porcentajes,
test G de independencia y test Chi cuadrado con un
nivel de significancia del 1% (Sokal & Rohlf 1979).

Para determinar la densidad de ejemplares adultos
presentes en el intermareal de caleta Montemar, se
contabiliz6 su nimero en el mes de diciembre de 2000.
Se consideraron sélo los especimenes mayores a 50 cm,
con signos de desarrollo de conceptaculos a ojo
desnudo. La medicion del area total de distribucion de
ejemplares fue realizada mediante el programa Autocad
2000. Con los datos de densidad del area de recoleccion
y tamafio del éarea total de distribucion se estimo el
tamafio total de la poblacién, el cual también fue
calculado retrospectivamente para el promedio anual del
nimero total de ejemplares de la misma é&rea de
recoleccion en 1993/94 (Collantes et al. 1997).

Resultados

Caracterizacion de trozos de ejemplares
vegetativos y reproductivos

Los trozos seleccionados de las frondas o latigos de
especimenes intermareales mayores de 50 cm se
encontraron en estado vegetativo o reproductivo. Los
vegetativos se caracterizaron por ser de seccién plana
(ancho <1cm), presentar una textura lisa y suave al
tacto, meristoderma constituido por una capa de células
poliédricas, corteza con ocho a diez corridas de células
alargadas dispuestas ordenadamente en una matriz
mucilaginosa y médula con varios estratos de células
irregulares dispuestas entre espacios menores a mayores
hacia el interior. Los trozos reproductivos se
caracterizaron por ser de seccion plana a circular (ancho
>1cm) segln sean de frondas ensanchadas o de los
latigos, de textura ligeramente aspera, debido a la
presencia de los ostiolos de los conceptaculos (50 a 150
pum de diametro) separados entre si por 800 a 900 um)
y esparcidos en la superficie de ambos lados de frondas
y latigos (Fig. 1).

Figura 1l
D. antarctica. Vision superficial fronda reproductiva, meristoderma (m), ostiolos de los conceptaculos (o). 40 x
D. antarctica. Reproductive frond surface view, meristoderm (m), ostioles of conceptacles (0). x 40
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En vista superficial y en secciones transversales fue
comin encontrar un delicado reticulo, acorde al
contorno de la pared celular del patron de disposicion de
las células del meristoderma, adherido o desprendiéndose
de la superficie de los ejemplares, que pareciera
corresponder a un proceso natural para limpiar de
epifitas la superficie de los mismos (Fig. 2). La corteza
present6 10 a 15 corridas de células alargadas dispuestas
ordenadamente en una matriz mucilaginosa y médula
con varios estratos de células irregulares dispuestas
entre espacios menores a mayores hacia el interior,
formando en el centro la caracteristica estructura de
panal. Los conceptaculos se ubicaron en la corteza y
estratos iniciales de la médula.

Caracterizacion de la ontogenia de los
conceptaculos

De los 20 ejemplares juveniles (<10 cm) presentes en
las areas seleccionadas durante el mes de octubre de

Figura 2
D. antarctica. Corte transversal fronda reproductiva,
reticulo superficial (r), meristoderma (m), corteza (co). 400 x

D. antarctica. Transversal section of reproductive frond, surface
reticulate layer (r), meristoderm (m), cortex (co). x 400

1997 para el seguimiento de la diferenciacion y
maduracion de conceptaculos, solo sobrevivieron a
marzo del afio siguiente 6 de ellos, alcanzando en el mes
de mayo de 1998 longitudes superiores a 60 cm e
indicios de conceptaculos por las finas puntuaciones
color amarillo claro en zonas marginales de la fronda
media. La observacion de cortes transversales demostro
que el desarrollo inicial de los conceptaculos se
caracterizé por una diferenciacion celular, aumento en
nimero de un grupo de células localizadas entre la
subcorteza y la médula (Fig. 3). Divisiones celulares
oblicuas originaron ramificaciones, convergiendo las
filas de células laterales hacia las filas centrales de
corteza y de médula, conformando el centro del
conceptaculo, en el cual por reorganizacion celular se
dio comienzo en su base a un lumen, primero irregular
después ovoide o cénico que se abrid en sentido
longitudinal avanzando hacia la corteza, formando el
cuello o garganta que se comunica con el exterior por el
ostiolo cuando los ejemplares maduran.

Figura 3
D. antarctica. Corte transversal, mostrando el desarrollo
inicial del conceptéaculo, corteza (co), médula (me), filas de
células corticales y medulares ramificadas (fcm). 100 x

D. antarctica. Transversal section showing early stage in
conceptacle development, cortex (co), medulla (me), branching
filaments of cortical and medullar cells (fcm). x 100
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Figura 4

D. antarctica. Meiosis durante la profase | tardia, pares de
cromosomas homdlogos y quiasmas (q) son visibles en la
célula germinativa del anteridio (cga).

Reactivo de Shiff. 1000 x

D. antarctica. Meiosis during late profase I, homologous
chromosomes pair and chiasmata (q) are visible in a
germinative cell of an antheridium (cga).

Shiff reactive. x 1000

Durante el inicio del periodo reproductivo, la
observacion de conceptaculos inmaduros no permitié
distinguir sexo masculino y femenino. Posteriormente
comenzaron a diferenciarse las células germinales de los
anteridios y oogonios (ejemplares generalmente dioicos),
desarrollandose en las células de las paredes o en las
parafisis simples o ramificadas de los conceptéculos,
distinguiéndose éstas por la forma inicial ovoide, las
cuales se alargaron progresivamente. De esta manera, en
las paredes de los conceptaculos masculinos, fue posible
observar diferentes estados de maduracion de las células
germinativas: con un nicleo durante la interfase, con
dos y cuatro ndcleos durante el transcurso de la meiosis
I 'y 1l respectivamente y de ocho a sesenta y cuatro
nacleos durante el transcurso de cuatro mitosis
sucesivas, correspondiendo cada uno de ellos a los
futuros anterozoides con nivel de ploidian =5 - 6 (Figs.

4 y 5). Los anteridios con 64 anterozoides se
presentaron envueltos por el endoquiton, tdnica
translGcida con un compartimento, a su vez protegida
por una envoltura externa rigida y transparente,
correspondiente al exoquiton (Fig. 6). Las parafisis
simples o ramificadas y los anteridios constituyeron
ramilletes cubriendo la totalidad de las paredes de los
conceptéaculos (Figs. 7 y 8).

En las paredes de los conceptaculos femeninos fue
posible observar diferentes estados de maduracion de
las células germinativas: con un nicleo durante la
interfase, con dos y cuatro nicleos durante el transcurso
de la meiosis | y Il respectivamente seguida de una
mitosis sin tabicacion, dando origen a cuatro oosferas
binucleadas (Fig. 9). Estas células se observaron
envueltas por el endoquiton, tunica transldcida, cada
una en un compartimento propio, ubicadas una en cada
extremo y dos en el centro, a su vez rodeadas por un

Figura 5

D. antarctica. Fronda dioica. Corte transversal de la pared
de un conceptéculo, mostrando: paréfisis (p), células
germinales de los anteridios en paréfisis ramificadas (cga),
ndcleo pre meiético (npm), dos nucleos post meiosis | (nm)
y cuatro nucleos post meiosis 11 (nmp), ocho nucleos post
mitosis en un estado temprano del desarrollo de los
anteridios (npmi). 400 x

D. antarctica. Dioecious frond. Transversal section through
male conceptacle showing paraphyses (p), germinative cells
(cga) on branching paraphyses, pre meiotic nuclei (npm), two
nuclei post meiosis | (nm) and four nuclei post meiosis 11
(nmp), early stage of anteridial development showing eight
post mitotic nuclei (npmi). x 400



Collantes et al. Historia de vida de Durvillaea antarctica (Chamisso) Hariot (Phaeophyta, Durvillaeales) 89

Figura 8
D. antarctica. Fronda dioica. Conceptaculo masculino (con)
mostrando el ostiolo (0), cuello (cu), ramilletes con
paréfisis (p) y anteridios (a). 40 x
D. antarctica. Dioecious frond. Male conceptacle (con)
showing ostiole (0), gullet (cu), cluster of paraphyses (p) and
antheridia (a). x 40

Figura 6

D. antarctica. Fronda dioica. Paréfisis ramificada (p) con
anteridio maduro mostrando dos envolturas, endoquiton
(en) y exoquiton (ex). 1000 x
D. antarctica. Dioecious frond. Branched paraphyse (p)
showing mature antheridium within the inner endochite (en)
and the outer exochite (ex). x 1000

Figura 9

D. antarctica. Fronda dioica. Oogonio de cuatro oosferas
Figura 7 (00) binucleadas (n), mostrando tres de ellas en vista
lateral. 1000 x
D. antarctica. Dioecious frond. Lateral view of tetrads of
oospheres (00) within the oogonium, nuclei (n). x 1000

D. antarctica. Fronda dioica. Ramillete masculino con
paréfisis (p) y anteridios (a). 200 x
D. antarctica. Dioecious frond. Male cluster of paraphyses
(p) and antheridia (a). x 200
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Figura 10

D. antarctica. Fronda dioica. Ramillete femenino con
paréfisis (p), célula germinal del oogonio (cgo), oogonios de
cuatro oosferas en vista frontal y lateral (oog) y exoquiton
vacio (ex). 400 x

D. antarctica. Dioecious frond. Female cluster of paraphyses
(p), germinative cell of oogonia (cgo), lateral and frontal view

of tetrads of oospheres within the oogonia (0og) and empty

exochite (ex). x 400

Figura 11

D. antarctica. Fronda dioica. Conceptaculo femenino (con),
mostrando el ostiolo (0) cuello (cu) y oogonios (00g). 100 x

D. antarctica. Dioecious frond. Female conceptacle (con)
showing ostiole (0), gullet (cu) and oogonia (00g). x 100

exoquiton Unico (Fig.10). Los oogonios y las paréafisis
simples o ramificadas constituyeron  ramilletes
cubriendo la totalidad de las paredes de los
conceptaculos (Fig. 11).

Figura 12

D. antarctica. Fronda monoica. Ramillete de oogonios
(0og), anteridios (a) y exoquiton vacios (ex). 200 x
D. antarctica. Monoecious frond. Cluster of oogonia (00g),
antheridia (a) and empty exochiton (ex). x 200

Los cortes transversales de los trozos demostraron
que el piso de los conceptaculos de los talos dioicos
presentd anteridios u oogonios y células germinativas en
diferentes estados de maduracion, en ramilletes con
paréfisis estériles (Figs. 8, 10 y 11).

Durante todo el periodo de estudio, entre 100
especimenes, s6lo se encontrd un ejemplar monoico con
conceptaculos portando a la vez anteridios y oogonios
(Fig. 12).

Fenologia de los estados vegetativos
y reproductivos en conceptaculos de
ejemplares intermareales (>50 cm)

El estudio de cortes histolégicos de un total de 100
trozos de ejemplares intermareales, recolectados entre
los meses de marzo a octubre de 1997 y febrero y
marzo de 1998 indic6 la presencia de 98% y 2% de
ejemplares con uno y dos estratos de conceptéaculos
respectivamente.

De acuerdo a los estados de desarrollo descritos en
la ontogenia de los conceptéculos, los diferentes estados
vegetativos y reproductivos de D. antarctica, obtenidos
a partir de los cortes histolégicos de explantes
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recolectados durante 1997 y 1998, fueron determinados
de acuerdo a la siguiente nomenclatura y correspondiente
caracterizacion:

- estado vegetativo (0V), ausencia de diferenciacion
celular (Fig. 13) o diferenciacion celular inicial para la
formacion de conceptaculos entre la subcorteza y la
médula

- estado reproductivo inmaduro (1RI), presencia y
desarrollo gradual de diferenciacion celular entre
la corteza y la médula para la formacion de
conceptaculos; cuando esta presente el lumen, éste es
pequefio e irregular con desarrollo inicial de las
células germinativas de los anteridios y oogonios. No
es posible determinar sexo. Las parafisis son delgadas
y cortas. (Fig 14)

- estado reproductivo inmaduro (2RI), conceptaculo de
forma ovalada con piso concavo 6 plano, diferenciacion

asincronica de anteridios y oogonios, 8-16 y 1 células Figura 14
respectivamente, hifas largas simples y ramificadas D. antarctica. Conceptaculo inmaduro (con) de una fronda
(Fig. 15) reproductiva inmadura (1RI), mostrando corteza (co),

médula (me) y lumen incipiente (I). 100 x

D. antarctica. Inmature conceptacle (con) of a reproductive
frond (1RI), showing cortex (co), medulla (me) and initial
lumen (I). x 100

Figura 13

D. antarctica. Corte transversal de una fronda vegetativa
(0V), mostrando corteza (co) y parte de la médula (me). .
400 x Figura 15
D. antarctica. Conceptaculo masculino (con) de una fronda
reproductiva inmadura (2R1), piso cdncavo, lumen
desarrollado (l). 200 x
D. antarctica. Male conceptacle (con) of an inmature
reproductive frond (2RI), concave floor, developed
lumen (I). x 200

D. antarctica. Transversal section of a vegetative frond (0V)
showing cortex (co) and medullar cells (me). x 400
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- estado reproductivo maduro (3RM), conceptaculo
completamente desarrollado de forma ovalada con
piso concavo o plano. Aungue la gametogénesis no
es sincronica y se encuentran todas las etapas de
maduracién, los anteridios y oogonios maduros
presentan 64 y 4 células respectivamente. Ambas
estructuras reproductivas estan aptas para liberar
anterozoides y oosferas al medio. El cuello y poro
de salida del conceptaculo u ostiolo en esta etapa
son conspicuos, las parafisis son simples, largas y/o
ramificadas (Figs. 16ay 16b)

- estado reproductivo senescente (4RS), conceptaculo
con escasa 0 nula presencia de oogonios Yy
anteridios, a veces en proceso de reabsorcion,
paréafisis también escasas e irregulares, exoquiton
vacios (Fig. 17).

Los estados reproductivos predominaron durante los
meses de recoleccién, marzo a octubre de 1997,
fluctuando entre un 80 - 100%, excepto en el mes de
abril con un descenso a 60% en coincidencia con un
aumento a 40% de estado vegetativos. A diferencia de
estos resultados en febrero y marzo de 1998, aumentan
los estados vegetativos con valores de 60 a 80 %
presentando los porcentajes mas bajos de estados
reproductivos con un 40% y 20% respectivamente (Fig.
18).

Figura 16a
D. antarctica. Fronda dioica. Conceptaculo masculino (con)
de una fronda reproductiva madura (3RM), piso plano,
mostrando anteridios (a). 200 x
D. antarctica. Dioecious frond. Male mature conceptacle
(con) of a reproductive plant (3RM), plain floor, showing
antheridia (a). x 200

Figura 16b
D. antarctica. Fronda dioica. Conceptaculo femenino (con)
de un ejemplar reproductivo maduro (3RM), piso céncavo,
mostrando oogonios (00g). 40 x
D. antarctica. Dioecious frond. Female mature conceptacle
(con)of a reproductive plant (3RM), concave floor showing
oogonia (00g). x 40

Figura 17
D. antarctica. Conceptaculo (con) de una fronda
reproductiva senescente (4RS), exoquiton vacios (ex) y
cuello ocluido (cu) 400 x
D. antarctica. Senescent conceptacle (con) of a reproductive
frond (4RS), empty exochite (ex) and gullet ocluded (cu). x 400
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Porcentajes

Ago.97
Sep.97
Oct.97
Feb.98
Mar.98

‘ W Reproductivas O Vegetativas

Figura 18
D. antarctica. Caleta Montemar, frondas intermareales
1997/98. Porcentajes de distribucion mensuales de
ejemplares vegetativos y reproductivos
D. antarctica. Montemar cove, intertidal fronds 1997/98.
Percentages of monthly distribution of vegetative and
reproductive plants

La distribucién temporal de estados vegetativos y
reproductivos de D. antarctica, presentd las siguientes
combinaciones de estados de maduracion (Fig. 19):

- estados vegetativos (0V), en el inicio de la maduracion
(1RI), en maduracién (2RI) y maduros (3RM) desde
marzo a julio (otofio, invierno), exceptuando abril y
mayo con estados (1RI) y (0V) respectivamente no
detectados

- estados vegetativos (0V) y reproductivos maduros
(3RM) en agosto (invierno)

- estados vegetativos (0V), en maduracion (2RI) vy
maduros (3RM) en septiembre (invierno)

- estados vegetativos (0V), maduros (3RM) vy
senecentes (4RS) en octubre (primavera)

- estados vegetativos (0V) y senescentes (4RS) en
febrero y marzo (verano).

Al analizar los estados vegetativos y reproductivos
de los ejemplares, éstos no fueron independientes del
mes de muestreo, existieron diferencias significativas
entre el ndmero de ejemplares reproductivos y
vegetativos en los meses de mayo y julio (otofio e
invierno) (Test G, P< 0,01). Al analizar el conjunto de
meses de muestreo, se encontré un nimero mayor de
ejemplares reproductivos que vegetativos (Test chi-
cuadrado, P< 0,01), sin embargo esta tendencia no fue
uniforme, puesto que en los muestreos febrero/marzo
1998, se observaron mayores porcentajes de estados
vegetativos (60-80%) que reproductivos (20-40%),
aungue estas diferencias no fueron significativas (Test
chi- cuadrado, P>0,01).
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Figura 19

D. antarctica. Caleta Montemar, frondas intermareales
1997/98. Porcentajes de distribucion mensuales de
ejemplares seglin estados vegetativo y reproductivos
D. antarctica. Montemar cove, intertidal fronds 1997/98.
Percentages of monthly distribution of vegetative and
reproductive stages

En el analisis de la distribucién temporal de los
estados reproductivos de D. antarctica del periodo de
estudio, existi6 una predominancia significativa de
estados maduros (3RM) en relacidn al estado vegetativo
(0V) y reproductivos no maduros (1Rl y 2RI) en los
meses de mayo/97, agosto/97 y septiembre/97 (test chi-
cuadrado y test G, P<0,01). Entre los diferentes meses
de recoleccién los estados reproductivos analizados por
separado se distribuyeron en forma homogénea
existiendo diferencias significativas sélo para el estado
reproductivo maduro (4RS) presente en los meses de
febrero/98 y marzo/98 (test chi-cuadrado y G; P<0,01).

En este trabajo la distribucién temporal de los
ejemplares intermareales de D. antarctica en caleta
Montemar, presenté estados vegetativo y reproductivos
(Figs. 18 y 19) y un flujo de maduraciéon con dos
periodos, reproductivo y vegetativo (Tabla 1). El
periodo reproductivo con una secuencia inicial creciente
de estados vegetativos (0V) a reproductivos en las que
es posible encontrar los dos estados inmaduros y el
maduro (1RI, 2RI, 3RM), desde marzo/97 hasta
julio/97; seguido por el inicio del cese reproductivo en
que los ejemplares vegetativos (0V) detienen su flujo de
maduracion, hecho que se constata por la ausencia de
estados reproductivos inmaduros (1RI) y presencia de
ejemplares en maduracion y maduros (2Rl y 3RM) en
agosto/97 y septiembre/97; finalmente el término del
periodo reproductivo de maduracién con estados
maduros y senescentes (3RM y 4RS) en el mes de
octubre/97. Parte de los ejemplares vegetativos (0V)
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del periodo reproductivo marzo/97 a octubre/97 no
siguen el flujo de maduracién respectivo y contindan
por una via vegetativa probable de crecimiento (Tabla
1).

El periodo vegetativo siguiente present6 ejemplares
vegetativos (0V) y senescentes (4RS) ambos en
crecimiento en los meses de verano febrero/98
y marzo/98 (Fig 19, Tabla 1).

Estados vegetativos y reproductivos de
conceptaculos en ejemplares varados
(>50 cm)

La revisién de cortes histologicos de 101 ejemplares,
varados en una braveza de mar de julio 2001,
demostraron la presencia de ejemplares en todos los
estados, vegetativo (0V-9%) y reproductivos (1RI-
20%), (2RI-65%), (3RM-4%), incluso senescentes
(4RS-2%). El estado reproductivo en desarrollo (2RI)
fue el mas representado, seguido por el estado inmaduro
(1RI).

En 92 especimenes se observaron conceptaculos en
estratos, en una (61 %), dos (36 %) y tres (3%) capas
(Fig. 20).
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Figura 20

D. antarctica. Caleta Montemar frondas varadas, julio
2001. Porcentajes de distribucion de estratos de
conceptaculos segun estados vegetativo y reproductivos
D. antarctica. Montemar cove, drift fronds, July 2001.

Percentages distribution of conceptacle layers according to
vegetative and reproductive stages

Tabla 1

D. antarctica. Periodos reproductivo y vegetativo. Flujo de maduracién del estado vegetativo y de los reproductivos
D. antarctica. Reproductive and vegetative periods. Maturity flux of vegetative and reproductive stages

W

OV - 1Rl 52RI 5>3RM Periodo reproductivo marzo/97 — julio/97
{ !\
oV 2RI—>3RM Inicio cese reproductivo | agosto/97 — septiembre/97
év tRM—>4RS Término de la maduracion | octubre/97
) )
OV ¢ ¢« ¢ « < < «<4RS | Periodo vegetativo febrero/98 — marzo/98

A

OV = estado vegetativo
1RI = estado reproductivo inmaduro

3RM = estado reproductivo maduro
4RS = estado reproductivo senescente

2RI = estado reproductivo inmaduro {— = sentido del flujo

Liberacion de gametos en ejemplares
reproductivos

En frondas masculinas inducidas por efecto de
desecacion y humectacion a liberar los anterozoides,
éstos no irrumpieron aislados sino dentro de los
anteridios, saliendo abruptamente entre las parafisis y por
el ostiolo del conceptaculo. Los anteridios abandonaron
el exoquiton que se rompié en su polo anterior o en todo
su largo quedando vacio, unido a las células del piso 0 a
las paréfisis ramificadas del conceptaculo (Fig. 21). Una

vez libres, se hidrato el endoquiton, pudiéndose apreciar
en el interior del anteridio movimientos de los flagelos
de los anterozoides, tratando de salir al exterior por la
abertura en uno de los extremos del endoquiton (Fig.
22). Los anterozoides libres presentaron forma reniforme
u ovoide aguzada en uno de los extremos y su tamafio
alcanzé 3 pum de longitud, distinguiendose lateralmente
dos flagelos, uno corto de 5,0 um y otro largo de
aproximadamente 10,5 um (Fig. 23). La forma de nadar
observada fue siempre muy lenta, impulsada por
movimientos ondulantes de este ultimo.
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Figura 21

D. antarctica. Liberacion de un anteridio (a) por
rompimiento del exoquiton (ex). 1000 x

D. antarctica. Release of antheridium (a) by rupture
of the exochite (ex). x 1000

Figura 23 Ei 22
D. antarctica. Anterozoide biflagelado (az), con flagelo . . |gura .
anterior més corto (f). 1000 x D. antarctica. Liberacion de anterozoides (az) por

. . . rompimiento de un extremo del endoquiton (en). 1000 x
D. antarctica. Biflagellate antherozoid (az), with shorter P q (en)

anterior flagellum (f). x 1000 D. antarctica. Release of antherozoids (az) by rupture
of the endochite (en). x 1000

En frondas femeninas maduras inducidas por efecto
de desecacion y humectacion a liberar los oogonios,
éstos irrumpieron abruptamente saliendo entre las
parafisis y por el ostiolo del conceptaculo, abandonando
el exoquiton que se rompid en su polo anterior o en todo
su largo quedando vacio, unido a las células del piso o0 a
las paréfisis simples o ramificadas del conceptaculo
(Fig. 10). Los oogonios una vez libres, hidrataron el
endoquiton, pudiéndose apreciar movimientos de los
cloroplastos en el citoplasma de las oosferas que salen
al exterior, por la propia abertura de cada uno de los
cuatro compartimentos del endoquiton. La salida de las
oosferas se produjo a veces abruptamente y en
ocasiones lentamente (aprox. 3 min), extruyendo en este
Gltimo caso, a través de un poro de aproximadamente 5
pum de didmetro, simultdnea o secuencialmente desde
todos los compartimentos del endoquiton (Figs. 24 y
25). Una vez libres, las oosferas adquirieron forma

esférica distinguiéndose al menos tres tamafios en el Figura 24

rango entre los 16 a 36 um de diametro; presentaron D. antarctica. Oogonio libre con cuatro oosferas (00),
movimientos lentos y giratorios sobre si mismas y se envueltas por el endoquiton (en). 400 x
observaron cubiertas por un delgado periplasto (Fig. D. antarctica. Free oogonium with four oospheres (00),

26). wraped by endochite (en). x 400
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Figura 25
D. antarctica. Extrusion simultanea de oosferas (00) desde
cada compartimento del endoquiton (en) de un oogonio,
endoquiton vacio de un oogonio (env). 400 x
D. antarctica. Simultaneous extrusion of oospheres (00) from
each compartment of an oogonium endochite (en), empty
oogonium endochite (env). x 400

Figura 26
D. antarctica. Oosfera libre mostrando el periplasto (pe) y
cloroplastos discoidales (cl). 1000 x
D. antarctica. Free oosphere showing periplast (pe) and
discoidal cloroplasts (cl). x 1000

Fertilizaciéon

La fecundacion inducida en una suspension de oosferas

y anterozoides, posibilitd el acercamiento de estos
altimos a las oosferas mediante movimientos lentos de
su flagelo largo. Una vez en contacto con el delgado
periplasto de la oosfera, el anterozoide se acomodd
dentro de un mismo punto, efectuando movimientos de
tanteo con el extremo del flagelo mas corto, hasta
desaparecer sumergido en capas concéntricas de material
mucilaginoso exudado por la pared de la oosfera. Este
halo de fecundacién, cuya sintesis es instantanea y
evidente, inmediatamente después de ocurrida la
fecundacién, da origen al cigoto (Fig. 27). Este ultimo, a
diferencia de las oosferas no fecundadas, presentd dos
zonas claras (“0jos™) atribuibles a los ndcleos masculino
y femenino (Fig. 28).

Figura 27
D. antarctica. Fecundacion mostrando oosfera (00), halo de
fecundacion (hf) y anterozoide (az). 1000 x
D. antarctica. Fertilization showing oosfera (00), membrane
of fertilization (hf), and antherozoid (az). x 1000

Embriogénesis

Doce horas después fue posible observar el desarrollo
de dos patrones de germinacion de embriones
distinguibles por su polaridad simétrica y asimétrica.
Estos dltimos, a las 24 h de desarrollo, presentaron un
tabique transversal que indica la ocurrencia de la
primera mitosis y la consecuente diferenciacion del
embrion en las células iniciales de la fronda y el rizoide
(Figs. 29 y 30). La primera, de mayor tamafio (40 pum),
muy pigmentada, con una notoria rotura en la pared
celular de su porcién basal, dando paso al crecimiento
de la célula inicial del rizoide, de tamafio pequefio
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Figura 28

D. antarctica. Oosfera (00) fertilizada (“dos 0jos™) (do) y

oosfera no fertilizada (“un 0jo™) (uo). 200 x

D. antarctica. Fertilized oosphere (00) (“two eyes”) (do) and

unfertilized oosphere (“one eye) (uo). x 200

Figura 30
D. antarctica. Embriones de 72 h mostrando las células de
la fronda (fr) y del rizoide (ri). 200 x
D. antarctica. Embryos 72 h after fertilization showing frond
cells (fr) and rhizoid cells (ri). x 200

(15 um) y poco pigmentada. Ambas células se dividen
varias veces transversalmente, las de la fronda también
en un plano perpendicular al primero originando una
plantula multicelular (Fig. 31). Una cubierta de
mucilago es notoria al exterior de la pared celular de las
células rizoidales, para permitir el asentamiento de las
plantulas. Una cubierta rigida en forma de gorro

Figura 29
D. antarctica. Embrién de 24 h mostrando la célula
de la fronda (fr) y del rizoide (ri). 1000 x
D. antarctica. Embryo 24 h after fertilization showing
frond cell (fr) and rhizoid cell (ri). x 2000

100 pm

Figura 31
D. antarctica. Fronda juvenil multicelular de un mes,
diferenciacion de fronda (fr), estipe (es) y rizoide (ri). 200 x
D. antarctica. One-month old multicellular juvenile frond,
showing differentiation of frond (fr), stipe (es) and
rhizoid (ri). 200 x

también es conspicua en el polo apical de las plantulas,
correspondiendo ésta a la pared celular vacia de la
célula madre del cigoto, una vez desgarrada para dar
paso al crecimiento de la célula del rizoide después de
ocurrida la primera mitosis. Las plantulas asi formadas,
después de 4 semanas de incubacion presentaron tres
partes diferenciadas, fronda, estipe multicelular vy
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rizoide (Fig. 31). Posteriormente aumenté el nimero de ek e
rizoides (Fig. 32); estos juveniles crecieron en el largo y A% -
ancho de su fronda multicelular y los rizoides se "
anastomosaron para conformar el disco basal multicelular
que se evidencid después de 8 semanas en cultivo. Los
embriones con el patron de germinacién con polaridad
simétrica presentaron crecimiento y alargamiento,
sin variacion en su diametro, polos redondeados,
generalmente sin tabicaciones, distinguiéndose en los
mas desarrollados una forma recta y una ligeramente
curvada, todas abortivas (Figs. 33 'y 34).

Figura 34
D. antarctica. Embrién anormal, estado final. 400 x

D. antarctica. Last stage of abnormal embryo. x 400

Fertilizacion in vitro mediante cruzamiento
de suspensiones de gametos, obtenidas

N I-Zlgur.a32 desde trozos de frondas de ambos sexos
D. antarctica. Ejemplar juvenil de dos meses mostrando la .
fronda (fr), el estipe (es) y la proliferacion de los rizoides incubadas separadamente
(ri). 100 x
D. antarctica. Two-months old juvenile, showing frond (fr), Los resultados obtenidos en las pruebas de fertilidad
stipe (es) and rhizoids proliferation (ri). x 100 realizadas con trozos provenientes de un total de 17

ejemplares intermareales de D. antarctica, en estados
reproductivos maduros (3RM) (11 femeninas, 6
masculinas), recolectadas en los meses de mayo, junio y
julio de 1999 y fertilizadas por mezcla de suspensiones de
gametos obtenidas separadamente, presentaron o0ogonios
tabicados con 4 oosferas y anteridios con 64
anterozoides respectivamente. Los gametos de ambos
sexos se liberaron del endoquiton durante la incubacion
en agua de mar filtrada y estéril. Los anterozoides
obtenidos se observaron inactivos libres o aglomerados
en el bioensayo de mayo; no se logré liberacién de éstos
en junio y durante julio mostraron cierta actividad
alrededor de las oosferas, sin lograr la fecundacion. Los
indicadores pre y post-fecundacion en el mes de mayo
fueron: oosferas libres sin membrana de fecundacion
(00), un “0jo” (25%); oosferas con membrana de
fecundacién (oomf), “dos ojos” (28%); cigotos con

Figura 33 polaridad (cp) (28%); embriones con patrén simétrico
D. antarctica. Embrién anormal, primer estado. 400 x de germinacion (epsg) (18 %) y embriones con patron
D. antarctica. First stage of abnormal embryo. x 400 asimétrico de germinacién (epag) (1%) (Tabla 2).
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Tabla 2
D. antarctica. Porcentajes de indicadores de fecundacion después de mezclar gametos de ambos sexos
obtenidos en suspensiones separadas después de 72 h de incubacion
D. antarctica. Percentages of fertilization marks after mixing both sex gametes obtained
separately after 72 h of incubation

Meses N°® N°or 00 (%) oomf (%) cp (%) epsg (%) epag (%)
Est. Reprod.
mayo/99 4-1 25 28 28 18 1
3RM
junio/99 3-2 100 0 0 0 0
3RM
julio/99 4-3 100 0 0 0 0
3RM
00 = oosferas libres epsg = embrion con patron simétrico de germinacion
oomf = oosferas con membrana de fecundacion epag = embrién con patrén asimétrico de germinacion
cp  =cigoto con polaridad
Table 3

D. antarctica. Cruzamiento de ejemplares y porcentajes de indicadores de fecundacion obtenidos con gametos de
ambos sexos obtenidos en la misma suspensién, después de 72 h de incubacion
D. antarctica. Crossing fronds and percentages of fertilization marks from both sex gametes obtained in the same suspension,
after 72 h of incubation

Meses N°©® Neo | N°cruza- | Necruza- 00 (%) oomf(%b) cp(%) epsg(%) epag(%)
Est. Reprod. mientos | mientos+
ago/99 14 -7 7 5 70 0 21 1 8
3RM
sep/99 12-8 8 5 69 13 2 11 5
3RM
oct/99 4-4 4 0 0 0 0 0 0
4RS
nov/99 3-1 1 0 0 0 0 0 0
4RS
dic/99 2-1 1 0 0 0 0 0 0
4RS
ene/00 2-1 1 0 0 0 0 0 0
4RS
mar/00 1-4 1 1 90 0 6 4 0
2RI
abr/00 2-2 2 1 79 0 0 15 6
2RI-3RM
may/00 2-2 2 1 94 0 0 4 2
3RM
jun/00 2-1 1 1 66 5 5 2 22
3RM
jul/o0 8-8 8 2 78 0 0 0 22
3RM
ago/00 9-16 9 3 87 0 0 0 13
3RM-4RS
sep/00 11-8 8 1 100 0 0 0 0
3RM-4RS
00 = oosferas libres epsg = embrién con patrén simétrico de germinacion
oomf = oosferas con membrana de fecundacién epag = embrion con patrén asimétrico de germinacion

cp cigoto con polaridad
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Fertilizacion in vitro mediante gametos
obtenidos del cruzamiento de trozos de
fronda de ambos sexos

Los resultados obtenidos con trozos provenientes de un
total de 135 ejemplares intermareales de D. antarctica,
en diferentes estados reproductivos (72 femeninas, 63
masculinas), recolectadas en el intermareal en los meses
de agosto/99 a septiembre/00 y fecundadas in vitro,
indican que el nimero de cruzamientos positivos
siempre es menor o raramente igual al ndmero de
intentos por mes realizados (Tabla 3). Todos los
indicadores pre y post-fecundacion se detectaron en
septiembre/99 y en junio/00 cuando se trabajo con
estados reproductivos maduros (3RM) siendo menores
los porcentajes de los embriones con patron asimétrico
de germinacion (epag 5%) que los embriones con patrén
simétrico de germinacién (epsg 11%) en septiembre /99,
a diferencia de junio/00 en que predominaron los
embriones con patron asimétrico de germinacion (epag
22%). Desde octubre/99 a enero/00 la disponibilidad de
ejemplares  reproductivos  accesibles cada mes
simultaneamente fue muy baja. Se intentd la fertilizacion
con estados reproductivos senescentes (4RS) y los
cruzamientos resultaron negativos en la deteccion de
todos los indicadores pre y post fecundacion. El
indicador pre fecundacion, oosfera (00) se presentd en
los meses de invierno agosto/99 a septiembre/99 y en
otofio e invierno, marzo/00 a septiembre/00, excepto en
primavera y verano, octubre/99 a enero/00. En marzo/00
y abril/00 se logré recolectar estados reproductivos
inmaduros (2R1) y (2R1-3RM); se obtuvieron embriones
con polaridad simétrica (epsg 4%) en el primero y de
ambos tipos en el segundo (epsg 15% y epag 6%)
respectivamente. En mayo/00, con ejemplares en estado
reproductivo maduro (3RM), se obtuvieron embriones

Tabla 4

de ambos tipos (epsg 4%) vy (epag 2%). En julio/00 y
agosto/00 con cruzamiento de ejemplares maduros en el
primero (3RM) y maduros y senescentes en el segundo
(3RM-4RS), se obtuvieron embriones con patrén
asimétrico de germinacion (epag 22% y 13%)
respectivamente. Los indicadores post fecundacion
volvieron a ser negativos en septiembre/00, aunque el
porcentaje de oosferas libres (0o) fue alto (100%) y los
ejemplares estaban aun en estados reproductivo maduro
(3RM) y reproductivo senescente (4RS).

Los resultados obtenidos con material recolectado a
partir de 55 ejemplares varados en junio 2000, en estado
de madurez (3RM) y (4RS), indican la liberacion de
gametos femeninos aunque no siempre acompafados de
gametos masculinos. Los indicadores de fecundacion
sefialan oosferas libres (00), (73%) y embriones con el
patron de polaridad asimétrica (epag) (27%) (Tabla 4).

Los resultados indican la existencia de periodos
marcados, infértil coincidiendo con fines de primavera y
verano, caracterizado por la no produccién de gametos y
por la coincidencia con el periodo de término de
maduracion de los especimenes y el periodo de reposo
reproductivo (Figs. 18 y 19, Tablas 1 y 5) y feértil,
caracterizado por la produccion de gametos (00) y
embriones con polaridad asimétrica (epag) considerados
normales, en todos los meses excepto marzo/00.

Censo de ejemplares (>50 cm)

El area intermareal rocosa de la localidad de Montemar
fue calculada en 2725 m? en los cuales se estimé la
presencia de aproximadamente 300 ejemplares, en
diciembre 2000. A diferencia de estos resultados, la
estimacion para los afios 1993/94, para la misma area
correspondio aproximadamente a 500 ejemplares.

D. antarctica. Cruzamiento de ejemplares varados y porcentajes de indicadores de fecundacion con
gametos de ambos sexos obtenidos en la misma suspension, después de 72 h de incubacion

D. antarctica. Crossing of drift fronds and percentages of fertilization marks from both sex gametes obtained in
the same suspension, after 72 h of incubation

Mes N°Q Neo | Necruza- | Ncruza- | 0o (%) | oomf(%) | cp(%) | epag(%) | epsg(%)
Est. Reprod. mientos | mientos+
jun/00 29-26 26 8 73 0 0 0 27
3RM-4S
00 = oosferas libres epsg = embridn con patron simétrico de germinacion

oomf = oosferas con membrana de fecundacién
cp = cigoto con polaridad

epag =embridn con patrén asimétrico de germinacion
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Tabla 5
D. antarctica. Periodos fértiles e infértiles. Flujo de
desarrollo desde oosferas hasta embriones
D. antarctica. Fertile and infertile periods. Flux of development
from oosphere to embryo stage

00 2> > > > Cp > epag* > | agosto/99 Periodo
N epsg fértil
00 > oomf-> cp > epag* > | septiembre/99
N epsg
octubre/99 Periodo
infértil
noviembre/99
diciembre/99
enero/00
febrero/00
00> 2> > > cp > epsgy marzo/00 Periodo
fértil
00 > 2> > > > > epag* > | abril/00
N epsg
00 2> 2> 2> 2> > > epag* > | mayo/00
N epsg
00 = oomf - cp > epag* = | junio/00
N epsg
00 2 2> 2> 2> > > epag* > |julio/00
00 2> 2> > 2> > > epag* > | agosto/00
el drdrdrdrd septiembre/00
00 = oosferas libres
oomf = oosferas con membrana de fecundacién
cp = cigoto con polaridad

epsg = embrion con patron simétrico de germinacion = embrién anormal
epag* = embri6n con patron asimétrico de germinacién = embrién normal
- =direccidn desarrollo normal, N = direccion de desarrollo anormal

Discusion y Conclusiones

Historia de vida de D. antarctica

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, la
historia de vida de D. antarctica (Fig. 35), basicamente
es la misma que caracteriza al Orden Fucales, al cual
inicialmente estuvo adscrita. Los ejemplares generalmente
son dioicos, con reproduccion odgama; sin embargo, la
génesis del conceptaculo reproductivo es marcadamente
diferente. En Fucales, su desarrollo se inicia por una
célula apical situada en el fondo de una pequefa
depresion o cripta, generalmente ubicada en los
extremos superiores de las ramificaciones del talo; esta
célula porta un pseudo pelo hialino, mitosis sucesivas
con tabicaciones longitudinales la replican asi como
también al pseudo pelo hasta conformar la cripta pilifera
propiamente tal. En cambio, en D. antarctica, de
acuerdo a lo observado en este trabajo, el desarrollo de
los conceptaculos es enddgeno y se puede presentar
sobre ambas caras de las frondas y latigos. Este origen 'y
desarrollo del conceptaculo de D. antarctica de la costa
central de Chile, coincide con lo expresado por Petrov

(1967) y Nizamuddin (1968) quienes para la misma
especie, indican que la célula inicial se encuentra
ubicada bajo varias capas de células bajo la superficie
del talo y los conceptaculos generalmente dioicos estan
repartidos en todas las laminas. En este estudio, el
seguimiento de conceptaculos en diferentes etapas de
desarrollo  demostr6 que la diferenciacion  del
conceptaculo comienza en estratos de células ubicados en
la corteza interna (Fig. 3); alli, por divisiones sucesivas
de las filas de células, se diferencia un conglomerado
celular. El mayor crecimiento por las ramificaciones
hace que las filas de células se arqueen y perfilen en su
porcién central un eje imaginario, un lumen inicialmente
longitudinal, cuyo crecimiento en diametro avanza hasta
tomar una forma ovoide de fondo céncavo o plano; al
mismo tiempo, el cuello del lumen se abre paso entre las
células de la corteza, desembocando en un poro de salida
u ostiolo a nivel del meristoderma. Naylor (1953) y
Clayton et al. (1987) describen para D. antarctica y D.
willana de Nueva Zelanda y D. potatorum, una
iniciacion de los primeros estados del conceptaculo
debido a la ocurrencia de ramificaciones continuas en
células meristodérmicas y su ontogenia de desarrollo es
descrita por Clayton et al. (1987), de manera que las
ramas mas viejas quedan incorporadas en la corteza y en
su enfrentamiento con el centro del futuro conceptaculo se
arquean hacia adentro producto de su alta tasa de
crecimiento en comparacién con la de los filamentos de
células vegetativas.

La diferenciacion de las estructuras reproductivas es
también muy similar en Fucales y Durvillaeales. En este
trabajo se describe por primera vez en D. antarctica la
diferenciacion de los anteridios y oogonios. Los
anteridios se inician con una meiosis seguida de cuatro
mitosis sucesivas, lo que da como resultado la
formacion de 64 anterozoides biflagelados, ubicados en
un compartimento conformado por endoquiton al
interior y exoquiton al exterior (Figs. 5, 6, 7 y 35). Los
oogonios se inician con una meiosis seguida de una
mitosis sin citodiéresis, lo que da como resultado la
formacion de cuatro oosferas binucledas (Figs. 9, 10 y
35), ubicadas respectivamente en cuatro compartimentos
conformados por endoquiton al interior y exoquiton al
exterior. Los oogonios en vista frontal presentan cuatro
oosferas distribuidas de una manera particular, dos en el
centro y una en cada extremo, de manera que en vista
lateral sdlo se observa una fila con tres de ellas. Este
resultado de acuerdo con los patrones de alternativas de
produccion de oosferas de Fucales, nos permite
ubicar a D. antarctica junto con Xiphophora, Hormosira,
Bifurcariopsis y Ascophyllum de las Fucales (Cheshire
& Conran. 1995), todos con oogonios con cuatro
oosferas y cuatro nucleos reduccionales. Estos Gltimos
extruidos como super numerarios a la periferia de ellas
en Ascophylum (Smith 1955), y observados en este
estudio en el citoplasma de las oosferas en D.
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antarctica; siendo también diferente la ubicacion de las
oosferas, tetraédricas en Ascophyllum (Smith 1955), una
en cada extremo y dos en el centro, en D. antarctica. La
reduccion del nimero de huevos fue considerada una
caracteristica evolucionada en Fucales, siendo Fucus el
tipo ancestral, con ocho oosferas uninucleadas; sin
embargo, de acuerdo a caracteristicas ultraestructurales
del flagelo del espermio, Manton (1964) sugiere que en
Fucales, Fucus es un tipo derivado y Cystoseira €s el

mﬂcsm (1} g .

@

deg, . £
ero;':o de /J ‘oosteras (n) g

ogon[os O
~— pared celula madrs
' cigoto 2n §
O
\ ar

género mas primitivo. Un andlisis cladistico de la
evolucion y biogeografia de Durvillaea en el cual se
usaron 29 caracteres morfolégicos, reproductivos,
anatémicos y habitat de Durvillaeales y las Fucales,
Fucus, Xiphophora Yy Bifurcariopsis, COMO {rupo
externo, sugiere que Durvillaea evoluciond en el
hemisferio Sur estando bien establecido antes de la
disociacion de Nueva Zelanda de Gondwana (Cheshire
& Conran 1995).
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Figura 35

D. antarctica. Historia de vida. Ejemplar masculino (&), ejemplar femenino (?), conceptaculo masculino (con), conceptaculo femenino
(con), fenologia de la secuencia de desarrollo de células germinativas de anteridios y oogonios en estado reproductivo inmaduro
(1RI), estado reproductivo inmaduro (2RI), estado reproductivo maduro (3RM); produccion de anterozoides y oosferas;
fecundacion, cigoto, desarrollo de embriones, ejemplares juveniles (0V) y reproductivos.

(n)= haploide, (2n) =diploide

D. antarctica. Life History. Male frond (o), female frond (?), male conceptacle (con), female conceptacle (con), phenology of development
of germinative cells of antheridia and oogonia from inmature stage (1RI), inmature stage (2RI), mature stage (3RI); production of antherozoids
and oospheres; fertilization, zygote, development of embryo, juveniles (0V) and reproductive specimens.

(n)=haploid, (2n) =diploid
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De acuerdo a los resultados obtenidos en este
trabajo, en la historia de vida de D. antarctica, las
etapas de la gametogénesis y consecuentemente la
presencia y el estado de desarrollo de los conceptaculos
son buenos indicadores de la madurez de los ejemplares,
distinguiéndose estados vegetativos (0V), reproductivos
inmaduros (1RI, 2RI), maduros (3RM) y senescentes
(4RS) (Fig. 35). Estos criterios propios de la ontogenia
reproductiva de organismos animales se aplican por
primera vez en algas. En D. antarctica el término
estado reproductivo ha sido referido a ejemplares con
conceptaculos sin efectuar un estudio detallado del
estado de madurez de los mismos (Bushmann 1982,
Santelices er al. 1980, Alveal et al. 1990a, Westermeier
et al. 1994, Collantes et al. 1997). En este trabajo la
escala de madurez indica que los ejemplares en estados
(1RI), (2RI) y (4RS) presentan conceptaculos pero éstos
se encuentran inmaduros y senescentes respectivamente,
por tanto su presencia no es un buen indicador de la
fertilidad de los especimenes, aunque pueden considerarse
como indicadores de potencial reproductivo.

Las observaciones realizadas en este trabajo,
muestran que los gametos de D. antarctica al momento
de la maduracion, en las condiciones de laboratorio
usadas, son expulsados desde los conceptaculos como
anterozoides libres o contenidos en el interior de los
anteridios y como oosferas libres o empaquetadas en los
oogonios. Los gametos al interior de anteridios y
oogonios quedan libres después de 30 — 60s en contacto
con el agua, saliendo los anterozoides pausadamente por
el Unico poro de salida del endoquiton y las oosferas
extruyendo lenta o abruptamente cada una desde su
propio compartimento del endoquiton. Sélo en el caso
de las oosferas, Naylor (1953) hace para ellas una
detallada descripcion de su liberacién, la cual es
coincidente con lo observado en este trabajo. En el caso
de los oogonios también se confirma la descripcion de
oosferas angulares mientras se encuentran en el interior
de los conceptaculos, protegidas por el exoquiton y
oosferas esféricas en los oogonios libres, en contacto
con el agua cubierto s6lo por el endoquiton (Naylor
1953); esta caracteristica es propia de células en proceso
de hidratacion lo cual, en este caso, induce por aumento
de volumen el rompimiento del endoquiton y la liberacion
de un protoplasto, la oosfera cubierta solo por un
delgado periplasto (Fig. 26). Esto concuerda con lo
descrito por Clayton & Ashburner (1994) para huevos
de D. potatorum que presentan una membrana delgada
visible al microscopio optico.

En este estudio en D. antarctica, 10s gametos
masculinos libres se presentaron activos e inactivos. Los
primeros se acercaron y fecundaron a las oosferas, los
otros se mantuvieron aglomerados e inmdviles. Esta
observacién confirma que la presencia de conceptaculos

en las frondas no siempre es indicativa de madurez,
aunque los gametos provengan de estados reproductivos
maduros (3RM). Este fendmeno podria explicarse por
inmadurez de los gametos, es decir, no se encuentran
viables o en estado Optimo de capacitacion para
fecundar a las oosferas o provienen de un estado
reproductivo inmaduro (2RM), de los cuales fue posible
observar anteridios de menos de 32 células liberando
sus anterozoides. La inactivacion de los gametos
masculinos, durante el proceso de liberacidn de éstos
pudo deberse a la existencia de una comunicacién
deficiente entre gametos masculinos y femeninos, es
decir, los sistemas de comunicacion hormonales y/o de
receptores bioquimicos no han sido activados. La
presencia de feromonas, fucoserrateno y la interaccion
entre proteinas derivadas del anterozoide que reconocen
glicoconjugados sulfatados en la membrana de los
huevos ha sido descrita para Fucus (Muller & Luthe
1981, Wright et al. 1995 a y b). Se han descrito también
hormonas sexuales del tipo hormosireno para el género
Durvillaea, responsable de la descarga y posterior
atraccion de los gametos masculinos hacia los huevos
(Mdller & Luthe 1981, Miller et al. 1985).

En el proceso post-fecundacion observado en este
trabajo, D. antarctica se caracteriza por la inmediata
secrecion de un halo mucilaginoso alrededor del cigoto
formado; Clayton & Ashburner (1994) indican que en
D. potatorum se trata de la secrecion masiva de
compuestos fenolicos. EI fendmeno de exocitosis masiva
de wvesiculas periféricas fenolicas, después de la
fertilizacion se piensa es comparable con la descarga de
vesiculas corticales en huevos de erizos de mar. Este
proceso tendria relacién con la formacién de membrana
vitelina, que impide la poliespermia (Schuel 1978,
Longo et al. 1986).

Después de ocurrida la fecundacion en D. antarctica
el halo de fertilizacion es evidente y apreciable, desde el
preciso instante en que la oosfera es pinchada por el
flagelo corto del anterozoide (Fig. 27). La membrana de
fecundacion es en D. antarctica uno de los indicadores
post-fecundacion positivo, visible bajo microscopia
oOptica, determinante de la condicién de cigoto (Tablas
2, 3y 4), aunque no se descarta que efectos mecanicos
de manipulacién puedan provocar también el fendmeno.

En este estudio se describen para D. antarctica
tamafios variables de oosferas, pequefias (16um)
medianas (25um) y grandes (36 um). Este hecho ha sido
antes mencionado para Fucus, en el cual el diametro de
ellas determinan diferentes patrones de germinacion. Es
asi como las mas pequefias desarrollan divisiones
celulares de fronda antes de la diferenciacion del
rizoide, en cambio las mas grandes desarrollan fronda y
rizoide simultdneamente, finalmente presentando ambas
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patrones de germinacion normales (LOpez-Rodas &
Costas 1995, Graham & Wilcox 2000). Al igual que en
Fucus, en D. antarctica es posible que los distintos
tamafios de oosferas generen patrones de germinacion
diferentes, hecho, en este estudio, no comprobado.

En D. antarctica inicialmente después de la
fecundacion (24 h) los cigotos se mantuvieron esféricos
sin signos de polarizacion, equivalente a lo descrito para
Fucus en que durante esta etapa del desarrollo normal
los cigotos jévenes no muestran asimetria o polaridad
detectable (Costas et al. 1994). Esta aseveracion indica
que en el periodo inicial de germinacion, la polaridad no es
en Durvillaea un buen indicador de la fecundacion lograda
como lo expresara Naylor (1953) y Nakasawa (1962) para
huevos de Durvillaea y Sargassum respectivamente,
concluyéndose que la polaridad es un indicador post
fecundacién positivo sélo después de 24 a 48 h de
desarrollo (Tablas 2, 3y 4).

En D. antarctica, a las 2 h de fecundacion el halo se
hizo mas denso y la membrana de fecundacién origind
una pared celular (Fig. 27), sus componentes podrian ser
equivalentes a los contenidos en dos tipos de vesiculas
relacionadas con la formacion de pared en Fucus, unas
conteniendo fucoidanos y las otras acido alginico y
probablemente polifenoles (taninas), las cuales descargan
sus contenidos en la pared celular en formacion
(Quatrano & Stevens 1976). En los embriones
observados de D. antarctica, €l polo que diferencid el
rizoide presentd una pared mas gruesa y una capa
amplia de mucilago disperso (Fig. 29), presumiblemente
para la adhesion al sustrato, similar al fenémeno
descrito para Halidrys siliquosa, en que la répida
produccién de mucilago adhesivo mantiene anclados los
cigotos al sustrato, previniendo que sean arrastrados por
las olas o se hundan en el mar (Hardy & Moss 1978).
También en algas pardas se ha postulado que los
cuerpos fenolicos pueden establecer interacciones con el
alginato colaborando en el establecimiento de la pared y
su consistencia e interviniendo en la adhesion al sustrato
(Vreeland ef al. 1998). La formacion de pared celular
es un fendmeno ligado a la formacién vy fijacion de la
polaridad; este hecho ha sido ampliamente estudiado para
Fucus, donde se ha establecido que la formacion de pared
celular es indispensable para la formacion del rizoide,
determinacién de polaridad celular y establecimiento del
primer plano de division celular (Quatrano 1972, Kropf et
al. 1988, Quatrano & Shaw 1997). Asi también, los
resultados obtenidos en este estudio establecen que la
formaciéon de pared es un evento critico para el
desarrollo de embriones normales de D. antarctica, 10s
cuales deben desarrollar polaridad asimétrica. Los
embriones normales (epag) de D. antarctica luego de
tres semanas de cultivo mediante mitosis con

tabicaciones transversales y longitudinales, se diferencian
en tres partes, las células superiores en fronda, las
células medias en estipe y las células basales incoloras
en rizoide ( Fig. 31).

Fenologia de la maduracion de conceptaculos

De acuerdo a estos resultados, los caracteres
morfologicos macroscdpicos, utilizados en terreno para
seleccionar ejemplares juveniles (<50 cm, textura lisa
sin conceptaculos) y adultos (>50 cm, textura punteada
y/o porosa con conceptaculos) fueron validos sélo para
el caso de los juveniles, siendo necesario en el caso de
los adultos el analisis histolégico. Estos Gltimos pueden
corresponder indistintamente a ejemplares reproductivos
inmaduros (1RI), en desarrollo (2RI), reproductivos
maduros (3RM) y reproductivos senescentes (4RS). En
consecuencia el término estado reproductivo no es
sinbnimo de madurez en D. antarctica, ajustandose
estrictamente a este sdlo los ejemplares reproductivos
maduros (3RM). El envejecimiento del conceptéaculo se
caracteriza por un aumento de hifas y de sustancias
fendlicas en tejidos a nivel de la corteza, cuyo proposito
es el de ocluir la entrada, hecho descrito para el género
Durvillaea por Naylor (1953), Hay (1979) y Clayton et
al. (1987). Otras sefiales indicadoras del estado de
senescencia constatadas en este trabajo son la carencia
de anteridios u oogonios, abundantes restos de
exoquiton adheridos a los ramilletes de hifas en el
interior de los conceptaculos y una disminucion
secuencial del diametro del lumen. Estas caracteristicas
constituyen signos inequivocos del final del periodo
fértil de D. antarctica en Chile central. El periodo de
senescencia de los conceptaculos descrito en este
estudio, durante fines de primavera y verano, concuerda
con lo sefialado por Collantes et al. (1997) para la
misma localidad.

Al contrastar el analisis de estados vegetativos y
reproductivos de 101 ejemplares varados en el mes de
julio 2001 (Fig. 20), con los datos del mismo mes en
1997 efectuado con ejemplares intermareales (Fig. 19),
encontramos en los varados la gama completa de
estados vegetativo y reproductivos (0V, 1RI, 2RI, 3RM
y 4RS) y en los intermareales solo estados reproductivos
(1RI, 2RI, 3RM) no detectandose estados vegetativos ni
senescentes (0V,4RS). Es interesante en los ejemplares
varados, el mayor nimero de estratos con conceptaculos
que indicarian que la mayoria de estos no corresponden
a la poblacion intermareal de caleta Montemar
generalmente con un estrato de conceptaculos (Figs. 8,
11 y 36) sino probablemente a especimenes del
submareal de esta localidad o aledafas (Figs. 20, 37 y
38).
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Figura 36

D. antarctica. Corte transversal de una fronda reproductiva
con un estrato de conceptaculos (con) indicando un periodo
reproductivo. 40 x

D. antarctica. Transversal section of reproductive frond with one
layer of conceptacles (con) showing one reproductive period. x 40

Datos de fenologia reproductiva de D. antarctica en
la playa El Encanto, vecina a caleta Montemar, en julio
del afio 1997, indican la presencia en el intermareal de
una poblacion con estados reproductivos (0V, 1RI, 2RI,
3RM) (Merino 2000) y datos no publicados de los autores
de este estudio sefialan un estrato de conceptaculos, lo que
en parte también confirmarian que especimenes del
intermareal de esta localidad no fueron los principales
constituyentes de la varazon de D. antarctica estudiada.

Naylor (1953) sefiala que es posible determinar el
nimero de periodos fértiles en la historia de vida de D.
antarctica Y D. willana, pues al ocluirse el conceptaculo
senescente, éste queda sepultado entre la corteza y
la médula, conformandose estratos de conceptaculos
inactivos que indicarian la edad de los ejemplares. Los
conceptaculos observados por Collantes et al. (1997) y

Figura 37

D. antarctica. Corte transversal de una fronda reproductiva
con dos estratos de conceptaculos (con), indicando dos
periodos reproductivos. 40 x

D. antarctica. Transversal section of reproductive frond with two
layers of conceptacles (con) showing two reproductive periods. x 40

en este estudio, para los ejemplares intermareales de la
localidad de Montemar, generalmente presentaron un
solo estrato de conceptaculos; sin embargo, también se
observaron algunos ejemplares (2%), en los cuales se
apreciaron claramente dos estratos, el inferior ocluido y
senescente, el superior maduro o en proceso de
maduracion. Esto indicaria para estos ejemplares con
dos estratos de conceptéaculos, una edad aproximada de
dos afios corroborada por los datos de fenologia
reproductiva de este trabajo que indican la existencia en
el éarea intermareal de caleta Montemar, de una
poblacién de D. antarctica anual o bianualmente
renovada. En el primer caso, constituida por ejemplares
vegetativos (OV) en proceso de crecimiento que pueden
Ilegar en un tiempo no menor a 8 meses, dependiendo
de la fecha de su reclutamiento, a ser estados
reproductivos maduros (Tabla 1). Estos continuan
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avanzando en el periodo reproductivo con una secuencia
inicial creciente de estados vegetativos (0V) vy
reproductivos en las que es posible encontrar estados
inmaduros y en maduracion (1RI, 2RI, 3RM) desde
marzo/97 ylo abril/97 hasta julio/97; seguido de un
periodo en que los ejemplares vegetativos (0V) detienen
su flujo de maduracion (inicio del cese de maduracion),
hecho que se constata por la ausencia de ejemplares
(1RI) y presencia de ejemplares (2RI y 3RM) en
agosto/97 'y septiembre/97, seguido finalmente del
término del periodo reproductivo de maduracién con
estados maduros y senescentes (3RM y 4RS) en el mes
de octubre/97 (término de la maduracion). En el segundo
caso, constituidas por parte de los ejemplares vegetativos
(0V) en proceso de crecimiento que no alcanzan a
completar la maduracién de sus conceptaculos por ser
reclutas tardios. Las frondas vegetativas (0V) que al
mes de julio/97 no siguen el flujo de maduracion
respectivo y continuan vegetativas, son los reclutas
rezagados que entraran con edad aproximada de 8 meses
al periodo reproductivo del afio siguiente, entonces
preparadas para su maduracion y que explicarian la
rapida secuencia de ejemplares en todos los estados de
maduracion ~ (1RI, 2RI, 3RM) durante los meses
marzo/97 y/o abril/97 a julio/97.

En el flujo de estados vegetativos y reproductivos
intermareales desde marzo/97 a marzo/98, llama la
atencion las diferencias en la distribucion de los estados
reproductivos en estos meses, lo que indicaria para este
Gltimo, un retraso en la entrada en maduracion de los
ejemplares intermareales, por estar presentes estados
senescentes (4RS) y vegetativos (0V) y faltar estados
reproductivos de maduracion (Fig. 19). Los resultados de
marzo/97 con estados vegetativos (0V) y reproductivos
(IRI, 2RI, 3RM) indicarian que la madurez se
desencadena y desarrolla con rapidez, probablemente en
periodos cortos de dias al término del verano e inicio del
otofio, y las diferencias en velocidad de maduracion
entre estados se deberian a diferencias en edades en
meses de los especimenes vegetativos (0V) segln el
reclutamiento del afio anterior y que no alcanzaron a
entrar en maduracion, o por la presencia de ejemplares
4RS que entran en el afio segundo de su flujo de
maduracién. El seguimiento de 6 sobrevientes de 20
reclutas de tamafios de 10 cm de la poblacién intermareal
de caleta Montemar desde octubre de 1997, indicd que
los especimenes alcanzaron estados reproductivos 1RI1 y
2RI en marzo y abril del afio siguiente. La anualidad o
bianualidad de la poblacidn intermareal de D. antarctica
se explicaria por la frecuente remocion de especimenes
intermareales por efecto de la dinamica de oleaje €
interacciones bioticas de depredacion humana (aunque
se trate de un area protegida), herbivoria y competencia

con L. nigrescens. Por otra parte los resultados
obtenidos del andlisis histologico de la varazén de
ejemplares de la poblacion submareal de D. antarctica,
presentd uno, dos y tres estratos reproductivos que
indicarian de acuerdo a lo expresado por Naylor (1953),
edades de uno, dos y tres afios respectivamente (Figs.
20, 36, 37 y 38).

La diferencia en rangos de edades entre la poblacién
intermareal y las frondas varadas presumiblemente con
un componente submareal demostraria para estas
Gltimas, un habitat con condiciones bi6ticas y abidticas
mas estables que en el intermareal, permitiendo a esta
poblacién alcanzar edades superiores, lo cual amerita un
estudio mas acabado.

Figura 38

D. antarctica. Corte transversal de una fronda
reproductiva con tres estratos de conceptaculos (con),
indicando tres periodos reproductivos. 40 x

D. antarctica. Transversal section of reproductive frond with
three layers of conceptacles (con) showing three
reproductive periods. x 40
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Fenologia de la fertilizacion y embriogénesis

En los resultados obtenidos se encontraron dos patrones
de germinacién: uno con patron asimétrico de
germinacion (epag) (Figs. 29 y 30) y crecimiento
mediante mitosis sucesivas, otro con patrén simétrico de
germinacion (epsg), crecimiento determinado por
alargamiento celular (Fig. 33) con formacién de
plantulas anormales (Fig. 34). Las diferencias en el
patrén de desarrollo de embriones se atribuyen a procesos
de ontogénesis normal y anormal respectivamente, estos
Gltimos siempre abortivos. Antecedentes en la literatura
de algas pardas indican como embriones normales a
aquellos que diferencian rizoide y fronda, como los
observados en Fucus donde la polarizacion de los
embriones es indispensable para el desarrollo (L6pez-
Rodas & Costas 1995). En este trabajo se determind
como desarrollo normal indicador post-fecundacion
positivo a aquel que presenta un patron de germinacion
asimétrica (epag) (Figs. 29 y 30) y se determiné como
desarrollo anormal indicador post-fecundacién negativo
a aquel que presenta un patrén de germinacion simétrica
(epsg) (Figs. 33y 34) (Tablas 2, 3y 4).

Aunque el analisis de fenologia de maduracion de
conceptaculos (Fig. 19, Tabla 1) y fertilidad (Tablas 2,
3, 4 y 5) fueron efectuados en afios diferentes, la
presencia de oosferas libres coincide con el periodo
reproductivo propiamente tal y dentro del mismo con el
inicio del cese reproductivo de los conceptaculos (Tabla
1), en los cuales encontramos ausencia del estado
reproductivo inmaduro (1RI) y presencia de ejemplares
en maduracion (2RI1) y maduros (3RM). Los embriones
con polaridad simétrica (epsg) encontrados en este
periodo solo estan ausentes al final del periodo
reproductivo (julio/00, agosto/00 y septiembre/00), pero
presentes en los dos Gltimos meses del afio anterior
(Tablas 3 y 5). Las oosferas con membrana de
fecundaciéon (oomf) y los cigotos con polaridad (cp)
fueron detectadas en pocas ocasiones, probablemente
por ser necesaria una mayor frecuencia de
observaciones que las realizadas en este estudio,
asumiéndose que cada vez que hubo embriones con
polaridad asimétrica o normales (epag) éstas estuvieron
presentes.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este
estudio, una fecundacion deficiente o no lograda de las
oosferas habria desarrollado procesos de partenogénesis,
en todos los casos en que se encontraron embriones
anormales (epsg) (Tablas 2, 3 y 5). En embriones de
Sargassum se ha obtenido polaridad independientemente
de que los huevos estén o no fecundados; la germinacion
por partenogénesis puede ser inducida por tratamientos
hipertonicos. Huevos maduros pero sin fertilizar,

mantenidos dos dias en agua de mar normal a veces
producen un bulbo rizoidal, a pesar de que en ausencia
de espermatozoides éstos no prosperan. Esto parece
indicar que incluso antes de la fertilizacion un eje polar
es inherente al huevo, pero se ve modificado por
eventos posteriores (Nakasawa 1962).

En este estudio, la escasa correlacion entre nimero
de cigotos con polaridad (cp) y embriones normales
(epag) (p=0.0095) podria explicarse por efecto de
condiciones de cultivo o por presencia de gametos no
completamente viables (inmovilidad de los gametos
masculinos). Para que la fecundacién sea exitosa debe
ocurrir un reconocimiento gamético y accion oportuna y
adecuada de las feromonas que controlan el proceso y la
plasmogamia (Graham & Wilcox 2000); si esta sucesion
de eventos falla 0 no es sincrénico, podrian ser la causa
de partenogénesis de oosferas y embriones abortivos
(epsg) como los observados en esta investigacion.

En las pruebas de fertilidad en que se considerd
recoleccién de ejemplares con conceptaculos 2-RI, 3-
RM, la presencia de distintos patrones de germinacion
ademas de poder atribuirse a la existencia de diferentes
tamafios de oosferas podrian ser el resultado de estados
de madurez suboptimos de las frondas recolectadas
(Tabla 3). Al establecerse un paralelo entre los
resultados de estados de madurez y fertilidad se observa
que en los meses de invierno, la mayoria de los
especimenes se encuentran maduros (3-RM) (50-80%)
(Fig. 19) y en los bioensayos de fertilidad realizados se
presentan los mayores porcentajes de embriones con
patron asimétrico de germinacion (epag) (13-22%) en
los meses de junio/00, julio/00 y agosto/00 (Tabla 3).
Sin embargo, en el mes de septiembre/99, que marca el
inicio de la primavera y el término del invierno
encontrdndose un gran porcentaje de ejemplares
maduros (70%) (Fig. 19), los embriones con patrén
asimétrico de germinacion (epag) fueron menores (5%)
que el patrén simétrico de germinacion (epsg) (11%),
pero si se consideran los porcentajes de oosferas con
membrana de fertilizacion (oomf) (13%), cigotos con
polaridad (cp) (2%) y embriones con patrén asimétrico
de germinacion (epag) (5%), estos superan a los con
patron simétrico de germinacion (epsg) (11%),
existiendo algln factor que habria afectado en este mes
el desarrollo hasta embrién (Tabla 3). A diferencia de lo
anterior, en otofio aunque los ejemplares se encuentran
maduros (3-RM) (Fig 19), son mayores en las pruebas
de fertilidad (Tabla 3) los porcentajes de embriones con
patron simétrico de germinacion (epsg) (Figs. 33 y 34).
Los resultados de los bioensayos de fertilidad in vitro
por cruzamiento de suspensiones de gametos de ambos
sexos obtenidas separadamente, aunque se efectuaron
premeditadamente en la época de madurez, solo fueron
positivos en el mes de mayo/99 y negativos en junio/99
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y julio/99 (Tabla 2) que corresponden a los meses con
abundancia de estados (3RM); lo cual determino
suspender este tipo de fertilizacion y proseguir con
pruebas de fertilidad in vitro por cruzamiento de trozos de
ambos sexos, lo que se aproxima al proceso natural, ya
que es probable que las primeras pruebas hayan estado
afectadas por fallas de comunicacion hormonal entre
gametos femeninos y masculinos, debido a que la
induccion de liberacion de ellos se realizé separadamente.

De acuerdo a los criterios utilizados en este trabajo,
después de la formacion de membrana de fertilizacion
en los cigotos y a la deteccion de dos zonas claras
atribuidas a los nicleos de la oosfera y anterozoide
respectivamente (Fig. 28), se desarrollaron embriones
normales (epag) diferenciados en fronda, estipe y
rizoides y embriones anormales (epsg), presumiblemente
partenogenéticos sin partes claramente diferenciadas y
abortivos. El desarrollo partenogenético de los gametos
obtenidos en nuestros resultados, es un fenémeno
relativamente comdn en algas pardas iségamas Yy
aniségamas con gametos femeninos y masculinos
flagelados, pero poco usual en especies odgamas,
aungue ocurre en algunas Laminariales (Motomura
1991) y Desmarestiales (Wiencke & Clayton 1990). La
partenogénesis fue completamente desconocida en el
desarrollo normal de Fucales en los trabajos de Farmer
& Williams 1898, Evans et al. 1982, Callow et al. 1985.
Sin embargo, un estudio realizado por Clayton et al.
(1998) en Hormosira banksii demostrd que huevos no
fertilizados exhiben el mismo tipo de desarrollo post-
fertilizacion que ocurre en huevos obtenidos por
fecundacién de gametos. Estos resultados confirmaron
que huevos no fecundados de Hormosira son capaces de
secretar una pared celular, germinar y, en un pequefio
ntmero, llevar a cabo divisiones celulares. En Fucales la
falta de desarrollo partenogenético ha sido atribuida a la
falta de centriolos en los huevos. Los centriolos y el
material asociado pericentriolar (centrosomal) tienen un
rol vital como centros organizadores de microtibulos en
la formacién del huso durante la mitosis de algas pardas
(La Claire 1982, Katsaros & Galatis 1985). Motomura
(1994) usando inmunofluorescencia mostré que los
centriolos de los cigotos en F. distichus, derivaron de
los cuerpos basales de los espermios y ellos estan
ausentes en los huevos no fertilizados, desapareciendo
después de la meiosis durante la maduracion del huevo.
El estudio de partenogénesis en H. banksii realizado por
Clayton et al. (1998) presenta la primera evidencia de
centriolos en huevos de fucoides. En este trabajo, en las
pruebas de fertilidad para D. antarctica fue comdn el
desarrollo de embriones anormales abortivos (epsg)
(Tablas 2, 3y 5).

Observaciones en terreno y distribucion
geografica

Aunqgue la mayoria de los registros de D. antarctica se
encuentran principalmente dados para la zona sur y
central de Chile, en la zona norte existe uno para
Coquimbo en playa Los Vilos (31° 58 08°°58S, 71°
32°W) y otro para la rada de Cobija (22° 32" 5S, 70° 15°
5W) (Ramirez & Santelices 1991). En la localidad de
Montemar (32° 57°S, 71° 33’W), que representaria en
parte el limite norte de la distribucidon de la especie,
puede observarse que la presencia de ejemplares
intermareales de D. antarctica es escasa, D = 0,1
ejemplares/m? y dispersa entre el cordén dominante de
L. nigrescens, a diferencia de la mayor abundancia que
se observa en la zona sur, D = 26-30 ejemplares/m?
(Westermeier et al. 1994) éarea que se encuentra en el
centro de la distribucién geografica de la especie (39°
24’S, 73° 14°0). Estos antecedentes de la literatura y los
resultados obtenidos en los bioensayos realizados en
este trabajo, indicarian para la localidad de Montemar,
la existencia de factores ambientales limites o adversos
para el crecimiento de los embriones; principalmente la
temperatura, que para esta localidad, en los afios
1997/98, los valores medios fluctuaron entre rangos de
12-13 °C en otofio, invierno y comienzo de primavera y
14°-16 °C en verano, encontrdndose estos en el limite
del rango 6ptimo (11,5-12 °C) definido por Delepine &
Asensi (1976) para el desarrollo de D. antarctica.

Gourdert et al. (2001) sefialan para D. antarctica del
drea de la desembocadura del rio Biobio, altas
densidades de embriones (12300 embriones/cm?) lo cual
también confirmaria la hipétesis de que el acercamiento
al centro de la distribucion geogréfica de la especie,
optimizaria la densidad de la poblacion de embriones.
Hay (1979) sugiri6 que la temperatura parece ser un
factor restrictivo del limite norte de la distribucion,
mientras que la distribucion sur fue abruptamente
terminada por el limite norte de la deriva de los hielos.
La temperatura superficial del mar puede afectar la
capacidad de carga de D. antarctica en algunas areas.
Estos valores para D. antarctica en las islas Macquarie y
Heard son similares aunque la variacién en la temperatura
del agua es muy amplia. La isla Heard, ubicada bajo la
convergencia antarctica, tiene temperaturas del agua en el
rango entre -3 y +3 °C. La isla Macquarie ubicada al
norte de la convergencia antarctica tiene temperaturas
superficiales del mar en el rango entre 3 y 8 °C. Las
temperaturas del agua en los lugares visitados por Hay
(1979) en Nueva Zelanda, presentaron rangos entre
7,5-16 °Cy 13-21 °C. Es posible que la alta temperatura
del agua en Nueva Zelanda sea subdptima para D.
antarctica 'y contribuya a la baja capacidad de carga
encontrada (Klemm & Hallam 1988). Aunque las
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variaciones en temperatura entre las islas Macquarie y
Heard son bastante amplias, ellas estan en el rango para
el crecimiento 6ptimo de D. antarctica y las variaciones
en temperatura de Nueva Zelanda y Chile central
corresponderian a temperaturas subdptimas. Klemm &
Hallam (1988) determinaron que la capacidad de carga
y la densidad numérica de D. antarctica de las islas
subantarcticas australianas, Macquarie y Heard, es
superior al de Nueva Zelanda, sugiriendo que el medio
ambiente subantarctico provee mejores condiciones de
crecimiento. En este estudio los datos sobre fertilidad in
vitro, contribuyen al planteamiento de hipotesis para
estudios globales de distribucion en este género,
necesarios para determinar los factores que afectan la
ontogenia de desarrollo de Durvillaea y el medio
ambiente éptimo para su crecimiento.

Las observaciones realizadas en terreno, permitieron
observar distintas situaciones en el &rea de caleta
Montemar, en el primer semestre del afio 2000; al
recolectar el material de este estudio no se encontraron
reclutas, los escasos ejemplares juveniles que se
observaron, por su tamafio 30 — 60 cm pertenecerian al
reclutamiento de fines de 1999, correspondiéndose con
los bajos resultados obtenidos en la germinacion de
embriones normales, a partir de ejemplares intermareales.
En el segundo semestre se evidenciaron especimenes
reclutas lo que permite suponer actividad reproductiva
en otofio e invierno, hecho que coincide con los mejores
resultados de fertilizacion obtenidos en laboratorio.

La densidad de la poblacion de D. antarctica, no es
igual en toda el area de muestreo, en general las areas
con mayor exposicion al oleaje son las que presentan
mayor densidad; esta relacién también se observa en
poblaciones de D. potatorum del sudeste de Australia,
en las cuales a medida que aumenta la turbulencia y
exposicion al oleaje, los niveles de densidad y biomasa
son mayores (Cheshire & Hallam 1988). En la localidad
de Montemar las &reas con menor densidad ademas de
tener una menor exposicién al oleaje, presentan un alto
grado de competencia por el espacio con el alga
Lessonia que aqui es predominante. Durvillaea y
Lessonia son encontradas frecuentemente creciendo en las
mismas costas y es posible que esta Ultima especie pueda
también crecer en South Georgia (Hay 1988). Skottsherg
(1941) describid a Lessonia como conspicuamente
ausente de South Georgia y Papenfuss (1964) excluy6 a
esta isla del rango de distribucion geografica del género.
Sin embargo, al igual que Durvillaea €S incierto que
Lessonia se presente en las localidades expuestas al
oleaje examinadas por Skottsberg (Hay 1988).

Los datos obtenidos con la estimacidn del tamafio de
la poblacién de D. antarctica en dos periodos de
tiempo, permiten confirmar apreciaciones empiricas de

disminucion de la poblacion, hecho que no deberia
ocurrir por tratarse de un area protegida; podemos decir
que en los Ultimos cinco afios la poblaciéon ha
disminuido alrededor de un tercio. Esta disminucion
puede tener varias causas, por ejemplo: fendmenos
climaticos, eventos El Nifio (1997/98), herbivoria,
predacidon humana, contaminacion y la variacién propia
y natural que tendria esta poblacién por encontrarse en
el limite de su distribucién geografica, hecho antes no
considerado.

El periodo reproductivo de D. antarctica de la
localidad de Montemar, en meses mas frios, concuerda
con lo expresado por Delepine & Asensi (1976) quienes
sefialan una extrema dependencia de temperaturas por
bajo 12 °C, lo cual hace a los gametos de esta especie
poco viables, tratandose por tanto de una especie propia
de aguas subantarcticas. Esto indica para la localidad de
Montemar una posicion geografica en el rango del
limite norte de la distribucion geografica.

Los conocimientos obtenidos sobre la historia de
vida de D. antarctica constituyen bases biolégicas
importantes en planes de manejo del recurso y en la
implementacion de periodos de vedas para la proteccion
de la especie.
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