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| Introduccion

La especie Callophyllis variegata (Bory) Kutzing, (Rhodophyta, Kallymeniaceae), conocida por los pescadores artesanales como
“carola”, presenta caracteristicas especiales que la hacen muy atractiva para el consumo humano. Entre estas cualidades
destacan: su llamativo color rojo y su agradable textura y sabor. Debido a ello, en Chile esta especie ha sido comercializada al
exterior, especificamente hacia mercados asiaticos, llegando a exportarse 17 toneladas el afio 2007 a un valor de 25 US $/kilo
seco (Ifop, com. Pers.).

Algunos estudios realizados en la costa de la Regidn de Los Lagos (Escalona et al., 1998; Filun et al.,1999; Hernandez et al., 2010;
Avila et al., 2012), han entregado antecedentes de las praderas de “carola”, que podrian ser preocupantes para su extraccion y
comercializacién. Por una parte, la escasa y variable biomasa que presenta |a especie en sus poblaciones naturales constituiria
un riesgo para la sustentabilidad del recurso y por otra C. variegata, es confundida taxondmicamente con otras dos especies de
similar morfologia que comparten su habitat (C. macrostiolata y C. concepcionensis), cuyas caracteristicas en relacion a textura y
sabor son diferentes y por ende no responderian a las exigencias del mercado.

Esta publicacién entrega antecedentes sobre la biologia de la especie Callophyllis variegata, destacando aspectos de su
taxonomia, reproduccion, cultivo y mantencion de cultivos en laboratorio y en el terreno.

El presente manual constituye de este modo una herramienta de ayuda para estudiantes, pescadores, algueros, acuicultores y
autoridades de la pesca en general que tengan relacién con la maricultura y el cultivo de algas.

La informacion entregada en este manual resulta relevante a la hora de la toma de decisiones de las autoridades pesqueras en
la formulacién de politicas de control en la extraccion del recurso y constituye ademads una sélida base de conocimiento, en la
perspectiva de responder a una demanda sostenible del recurso a través del tiempo, mediante la técnica del cultivo masivo de
esta especie.

Marcela Avila L.
Jefe Proyecto, Agosto 2012
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Taxonomia del género Callophyllis

El género Callophyllis, Kutzing 1843, cuenta en la actualidad con mas de 50 especies a nivel mundial, distribuidas
en aguas temperadas y frias de ambos hemisferios (Wendy Guiry in Guiry, M.D. & Guiry, G.M. 2012. AlgaeBase). Se
encuentra en California (USA) Nueva Zelanda, y Sudéfrica. Todas las especies de este género crecen en el submareal,
a profundidades de 1 a 10-15 m., de preferencia en bahias protegidas.

La segregacion de especies en este género, ha estado basada principalmente en caracteres morfoldgicos externosy en
caracteres de la morfologia vegetativa y reproductiva (Arakaki et al., 2011).

La gran variabilidad y sobreposicién en los caracteres externos del talo en Callophyllis ha llevado a confusion,
sobrestimando en algunos casos el verdadero nimero de especies, como ha ocurrido en el Pacifico de Norteamérica
(Abbott & Norris, 1965). Por otra parte caracteres de la morfologia reproductiva, tampoco han resuelto por si solos la
taxonomia del Callophyllis, como ha sido observado en las especies de Australia (Womersley, 1994), lo que ha hecho
dificil la segregacion y el reconocimiento de las diferentes entidades.

Al menos 9 especies de Callophyllis, han sido citadas para el Pacifico Temperado de Sudamérica (Peru y Chile), 8 de
las cuales estarian presentes en el litoral de Chile (Ramirez & Santelices, 1991). Estudios recientes, realizados en la
costa centro-sur de Chile, entre los 332y 419S, (Arakaki et al., 2011), encontraron una diversidad de morfos, que de
acuerdo a una combinacion de datos independientes, tanto morfoldgicos como de la biologia molecular, constituirian
al menos tres entidades diferentes: Callophyllis variegata, la especie tipo del género, Callophyllis concepcionensis y
Callophyllis macrostiolata, estas dos Ultimas, descritas como nuevas especies. En la costa de la Regidn de Los Lagos, el
género estd representado por estas tres entidades.

NOTA: La especie Callophyllis chilensis (=Pugetia chilensis), citada cominmente para esta region, entidad facilmente
reconocida y segregada de las entidades anteriores por presentar un talo folioso, a veces dividido pero nunca
ramificado de manera dicétoma o subdicdtoma, ni con segmentos disectados, como ocurre en la mayoria de los
morfos de este género presentes en esta costa, ha sido recientemente transferida al género Salishia con el nombre
de Salishia chilensis (J.Agardh) Clarkston & G.W.Saunders (Guiry & Guiry, 2012).
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2.1 Descripcion de las especies de Callophyllis presentes en la Region de Los Lagos”:

2.1.1 Callophyllis variegata (Bory) Kutzing

Sinonimia Homotipica (Ramirez & Santelices, 1991)
Sphaerococcus fimbriatus C. Agardh 1822

Halymenia variegata Bory de Saint-Vincent 1828

Halymenia glaphyra Suhr 1839

Rhodymenia variegata (Bory de Saint-Vincent) Montagne 1846
Rhodymenia variegata Mont var. flabellate Hooker y Harvey 1847
Sinonimia Heterotipica (Guiry & Guiry, 2012)

Kallymenia multifida Reinsch 1888

Callophyllis multifida (Reinsch) Kylin 1919

Callophyllis corollata Baardseth 1941

Descripcion

Plantas de color rojo intenso, de consistencia membranosa y tamafio variable, hasta 30 6 40 cm. de alto. Ramificacién
repetidamente dicétoma a irregularmente dicétoma, dando a la fronda un aspecto flabelado. Segmentos estrechos y apices
profusamente disectados; bordes irregulares y con proliferaciones laterales que al crecer se dividen como los segmentos
mayores de la fronda. Cistocarpos prominentes, siempre dispuestos en los margenes de la fronda, a veces regularmente
seriados, con uno a tres ostiolos muy desarrollados. Tetrasporangios solitarios originados a partir de la corteza y repartidos
sobre la superficie del talo (Fig. 1).

Distribucion geografica: Esta especie presenta una distribucion subantartica, distribuyéndose a lo largo de toda la costa
de Chile y alcanzando su limite norte de distribucion en la costa del Peru central (14°).

Fig. 1. A) Habito de planta adulta
de C. variegata;

B) Cistocarpos ubicados en el

| margen de la fronda;

C) Detalle de los 3 ostiolos en

. cistocarpo;

D) Corte transversal que muestra
tetrasporangio solitario;

. E) Corte transversal del cistocarpo
. con ostiolos.
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2.1.2 Callophylis concepcionensis Arakaki, Alveal y Ramirez

Talo de color rojo, de mayor grosor y consistencia que C. variegata y C. macrostiolata, de hasta 35 cm de alto. La
fronda se divide de manera regularmente dicétoma con 4 a 8 érdenes de ramificacion, dando a las plantas un habito
palmado-flabelado. El angulo de las dicotomias es mas estrecho que en los otros dos morfos y los segmentos terminan
en apices redondeados o escasamente disectados. Margenes de la fronda lisos. Cistocarpos siempre distribuidos sobre
la superficie de la fronda, con uno o mas ostiolos simples.

Distribucion geografica: Endémica a la costa de Chile. Se encuentra distribuida entre Concepcién y Chiloé.

" Fig. 2. Callophyllis concepcionensis.
: A) Corresponde a ejemplar
herborizado
B) Corte transversal de un cistocarpo
(10x)

2.1.3 Callophyllis macrostiolata Arakaki, Alveal y Ramirez

Talo de color rojo, de consistencia firme y cartilaginosa y tamafio variable (12 a 35 cm). Ramificacion subdicétoma,
con 13 a 20 drdenes de ramificacion. Apices de los segmentos con margenes abruptos, escasamente disectados.
Cistocarpos distribuidos sobre la superficie del talo con un Unico ostiolo invaginado (Fig. 3).

Distribucion geografica: Endémica a la costa de Chile, encontrandose entre Concepcion y Chiloé.

Figura 3. A) Habito de una
planta adulta reproductiva de
C. macrostiolata ; B) Fronda
cistocdrpica con cistocarpos
distribuidos en toda la
superficie de la fronda; C) Corte
transversal de un cistocarpo con
ostiolo Unico e invaginado (10x).
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2.2 Clave para el reconocimiento de las especies de Callophyllis presentes en la Region de
Los Lagos:

Ml Talo de consistencia membranosa, delicado, con segmentos laciniados estrechos y un
habito flabelado, segmentos con dpices muy disectados. Cistocarpos de posicién marginal: C.variegata

Ml Talo de consistencia cartilaginosa, firme y grueso, segmentos de la fronda con apices
escasamente disectados. Cistocarpos repartidos por toda la superficie del talo: 2

MZ Apices de los segmentos redondeados, cistocarpos con uno o mas ostiolos simples:  C. concepcionensis

MZ Apices de los segmentos de forma truncada, cistocarpos con un sélo ostiolo invaginado: C. macrostiolata
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Biologia y ecologia del recurso

3.1 Biologia de Callophyllis variegata

Las plantas estan formadas por un conjunto de frondas que se originan a partir de un pequefio disco adhesivo (Fig.
1). Las frondas de hasta 20 cm de alto son de color rojo oscuro intenso, de consistencia que varia desde muy fina y
membranosa hasta cartilaginosa. Las frondas presentan un estipe cilindrico de 0.5 - 1 ¢cm, son planas en su mayor
extension, ramificadas abundantemente en forma irregularmente dicdtoma, con bordes a veces aserrados. En corte
transversal de la fronda se observa una medula formada por células grandes, pseudoparenquimatosas, mezcladas con
filamentos pigmentados ramificados y la corteza constituida por 4-5 capas de células, que disminuyen de tamafio
hacia la superficie (Hoffmann & Santelices, 1997).

Crecen adheridas a las rocas a menudo en playas de arena gruesa, en hdbitats semiexpuestos o protegidos, entre 0
-15 m de profundidad (Fig. 4).

Fig. 4. Vista de
Callophyllis variegata
en su habitat natural
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En Chile la especie C. variegata ha sido reportada para las localidades de Antofagasta, Coquimbo, Valparaiso,
Concepcion, Valdivia, Osorno, Chiloé, Aysén, Magallanes y Tierra del Fuego (Ramirez & Santelices, 1991). En Peru ha
sido recolectada en Ica y Lima (Hoffmann & Santelices, 1997).

3.2 Reproduccion en Callophyllis

Los gametofitos son dioicos, los masculinos presentan espermatangios que se agrupan en soros superficiales, que
derivan de las células corticales externas. Los gametofitos femeninos presentan ramas carpogoniales en los bordes
de las ramificaciones. Las frondas cistocarpicas presentan cistocarpos con varios ostiolos. Las frondas esporofiticas
maduras presentan tetrasporangios solitarios que no son visibles a ojo desnudo, en vista superficial se observan
como puntos mas rojos y en corte histoldgico se diferencian en la corteza, inmediatamente bajo la superficie, estos se
dividen en forma cruzada (Fig. 5).

Durante la ejecucion del proyecto Fondef D08I11067, se iniciaron en laboratorio cultivos a partir de carpdsporas (Fig.
6A) y tetrasporas (Fig. 5A) en condiciones controladas de fotoperiodo, iluminacidn y temperatura y con medio de
cultivo Provasoli.

Fig. 5. A) Corte histoldgico
transversal que muestra
tetrasporas recién
liberadas del talo;

B) Corte transversal

que muestra los
tetrasporangios solitarios
ubicados en la corteza.
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3.3 Desarrollo de plantulas en laboratorio

En laboratorio se iniciaron cultivos de carpdsporas en condiciones controladas de fotoperiodo, iluminacién y
temperatura y con medio de cultivo Provasoli. Las carpdsporas a partir del segundo dia (Fig. 6A) inician la germinacion
formando un tubo de germinacion (Fig. 6B) y luego sucesivas divisiones, hasta formar un disco (Fig. 6C). Después
de 7 semanas de cultivo los discos inician la formacion de un talo central (Fig. 6D), esta crece y en muchos casos se
desprende, pudiendo regenerar otros talos. Los talos desprendidos fueron cultivados hasta alcanzar después de 12
meses de cultivo, tamafios de hasta 7-8 cm de longitud. No se observé formacion de tetrasporangios en condiciones
de laboratorio. Por otra parte las tetrasporas también fueron cultivadas en condiciones similares de laboratorio,
formando igualmente discos de germinacion de los cuales se formaron talos gametofiticos, los que después de un
tiempo de cultivo se necrosaron y murieron no logrando completar el ciclo.

Fig. 6.Desarrollo del cultivo
en laboratorio.

A) Dia 1 carpdsporas recién
liberadas;

B) Dia 4 estados iniciales

se observa tubo de
germinacion;

C) Dia 14 formacién de disco
de fijacién;

D) Dia 60 formacion de talo
central.
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El ciclo de vida de Callophyllis variegata es trifasico e isomérfico (Fig. 7). Presenta alternancia sucesiva de generaciones
de fase gametofitica, cistocarpica y tetrasporica.

Gametofito d GametoﬁtoQ
Fecundacion

Fase cistocarpica

Ciclo de vida, reproduccion

Tetrasporangio Tetrasporofitos Carposporas

)) Fig. 7. Esquema del ciclo de vida de Callophyllis variegata

El cultivo de carpdsporas en laboratorio permitié conocer el patron de desarrollo de esta especie en sus primeros
estadios. En base a los resultados obtenidos se elabord una tabla con las condiciones éptimas de cultivo en laboratorio,
las cuales se presentan en la Tabla 1.

El nimero de carpdsporas liberadas por estructuras reproductivas maduras en laboratorio de frondas colectadas en praderas
naturales es variable en el afio, en primavera, los cistocarpos se observan maduros y el nimero promedio de esporas varia de
7.000 a 30.000 carpdsporas/mL, mientras que, en verano en las praderas naturales predominan las frondas no reproductivas
observandose cistocarpos con menos frecuencia y el nimero promedio de esporas liberadas baja a 46 y 800 carpdsporas/
mL. En verano, en la Region de Los Lagos la especie Callophyllis variegata presenta baja cantidad de esporas viables.

Con respecto a la fase tetraspdrica, es dificil distinguir los ejemplares reproductivos, ya que los tetrasporangios son
solitarios y no se observan a simple vista. Es necesario hacer cortes histoldgicos para definir si las frondas estan maduras.



» &«

TABLA 1. Condiciones dptimas de cultivo para las fases reproductivas de C. variegata

FASE ESPOROFITICA FASE GAMETOFITICA
DISCO FRONDA DISCO FRONDA

Fotoperiodo . : ' '

CONDICIONES DE CULTIVO

umolesm?seg

Tasa de crecimiento % diario 1-10 2-7

3.4 Ecologia de poblaciones de Callophyllis variegata

Las praderas de Callophyllis son tipicamente submareales, se encuentran hasta los 17 m de profundidad. En la Regién
de Los Lagos las especies mencionadas en el capitulo 1 de este manual ocurren juntas siendo mas abundante C.
variegata y estan asociadas a otras especies de algas rojas de importancia econémica, como por ejemplo, Sarcothalia
crispata, Gigartina skottsbergii y algas pardas como Lessonia trabeculata. Tienen una distribucidn parchosa, cubriendo
extensiones de hasta 4 ha. La productividad de las praderas es variable durante el afio, observandose mayor biomasa
en los meses de verano y disminucidn en los meses de invierno. Observaciones realizadas en terreno indican que se
puede alcanzar una biomasa maxima promedio de 445,5 + 55 g/m? en la Region de Los Lagos, mientras que en zonas
como la Regién de Magallanes la biomasa maxima puede ser menor (90 g/m?).

Similar a lo observado en biomasa, la densidad de frondas de C. variegata es variable. Muestreos realizados en
praderas naturales en la Region de Los Lagos muestran que las frondas no reproductivas, vegetativas son las mas
abundantes, con una densidad maxima de hasta 48 + 9,5 frondas/m?2. Las frondas tetraspdricas se mantuvieron bajo
los 4,8 frondas/m?. Por el contrario las frondas cistocarpicas presentan una densidad irregular con un promedio de 19
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frondas/m?. La estructura de talla de las praderas muestra una distribucién de frecuencia en un rango de 3a 23 cm
de fronda, durante un ciclo anual de muestreo (Avila et al., 2012; Hernandez et al., 2010; Escalona et al., 1998; Filun
etal.,, 1999).

Las praderas se encuentran reproductivas todo el afio, sin embargo existe una estacionalidad. Segun Escalona et
al., (1998), los cistocarpos se encuentran maduros a partir del mes de marzo, liberando esporas hasta el mes de
septiembre, en tanto, las tetrasporas se encontraran durante los meses de primavera, en especial durante el mes
de Noviembre encontrandose con un 30% del total de las frondas tetrasporicas (Filun et al., 1999; Buschmann et al.,
2001; Gttler, 1999).

En poblaciones naturales, se ha demostrado que los discos de fijacion de esta especie tienen una alta capacidad de
regeneracion, lo que permitiria recuperar la biomasa extraida (Buschmann et al., 2001; 2008). Esta informacidn se
debe tomar con precaucion puesto que se ha visto que en poblaciones de Gracilaria chilensis que han sido podadas
en forma reiterada, la productividad disminuye en el tiempo (Santelices, 1989; Buschmann et al., 2001).

Durante el desarrollo del presente proyecto, en experimentos realizados para evaluar la capacidad de regeneracion de
discos y frondas, se observé que los discos al ser cortados pierden tejido por necrosis, luego cicatrizan y son capaces
de regenerar nuevos talos (Fig. 8). Por otra parte, frondas provenientes de plantulas desarrolladas en laboratorio,
fueron trasladadas a estanques donde se observé una necrosis parcial o total de las mismas. Los trozos remanentes si
son cultivados en agua de mar con nutrientes regeneran nuevas frondas (Fig. 9y 10 ).

P Fig. 8. A) Regeneraciones observadas en una planta creciendo sobre un boldn a las dos semanas
después de iniciado el experimento; B) A las cuatro semanas después de iniciado el experimento.
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Fig. 9. Frondas obtenidas
en cultivo (color café)
con inicio de nuevos
talos (color rojo) de C.
variegata después de 5
semanas de cultivo. Se
observa en invernadero.

Necrosamiento de tejido

v

Fig. 10. Fronda senescente
., adherida a redes en
Regeneracion cultivo se observa zona de
regeneracion con formacion
de nuevos talos.

Una estrategia reproductiva observada en ejemplares colectados en praderas naturales es la germinacién “in situ” de
las esporas (Fig. 11), las cuales forman pequefias plantulas que permanecen adheridas a la superficie de la fronda. De
acuerdo a lo sefialado en la literatura, en algunas especies del género, se observa que las esporas germinan adin antes
de ser liberadas. (Hoffmann & Santelices, 1997).



»

Fig. 11. Vista superficial
de una fronda tetraspdrica
de C. variegata donde se
observan gametofitos de
pequeiio tamafio como
resultado de germinacion
in situ de tetrasporas
sobre la fronda.
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Fico-Hatchery: requerimientos y condiciones para el cultivo

4.1 Equipamiento e instrumental

Para producir plantulas de Callophyllis variegata se requiere de un fico-hatchery el cual debe contar con un espacio
cerrado (laboratorio) (Fig. 12) y un espacio abierto (invernadero), el primero con los siguientes recursos materiales:

* Sistema de tratamiento de agua de mar (filtros mecanicos y esterilizador ultravioleta)
* Instrumentos dpticos de observacion fina (microscopio y lupa estereoscdpica).
* Mesones largos y amplios

Recomendaciones: El laboratorio debe estar en condiciones de asepsia, limpieza y debe contar con una zona de
lavado, con acceso a una llave de agua potable.

Fig. 12: Vista general del Laboratorio.

4.2 Tratamiento de agua de mar

La calidad del agua de mar debe ser éptima ya que constituye el medio donde se desarrollardn los distintos estadios de
C. variegata hasta llegar a la etapa juvenil o de plantula. La presencia de contaminacion bioldgica (bacterias, diatomeas,
esporas, hongos o protozoos) o contaminacion quimica en el agua de mar, influira notoriamente en el desarrollo del
cultivo. Por lo tanto es preciso aplicar un tratamiento al agua afluente. Una vez bombeada el agua, esta se filtraa 5y 1
um (Fig. 13), y se expone a radiacion ultravioleta (UV), con un equipo Lifegard Ultraviolet Sterilizer QL-40 (Fig. 14).
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Fig. 13. A) Estanques de
acumulacion;

B) Filtros de 5y 1 um
respectivamente.

Fig. 14. Equipo de radiacion ultravioleta.

4.3 Limpieza y lavado de recipientes y estanques de cultivo

Es importante realizar una limpieza y lavado de los recipientes y estanques de cultivo en forma periddica. Para ello
solo se utiliza agua de mar filtrada y esterilizada, esponjas abrasivas multiuso y pequeias dosis de limpiador en crema.

Posteriormente se realiza un buen enjuague con abundante agua con el fin de eliminar los residuos del limpiador en
crema.



» &«

Procedimiento de induccidn a la esporulacion

5.1 Colecta de material reproductivo maduro

Para inducir a la esporulacion de células reproductivas de C. variegata, se requiere disponer de suficiente material
bioldgico maduro, el cual se recolecta, en su habitat natural y se almacena bajo condiciones de humedad, oscuridad
y baja temperatura. Por lo general el transporte de las frondas reproductivas se lleva a cabo dentro de un contenedor
térmico tipo cooler.

5.2 Tratamiento y seleccidn de frondas reproductivas

Una vez que las muestras de C. variegata estan en el laboratorio, se procede a la separacion e identificacion de las
fases cistocdrpicas y tetrasporicas. La fase cistocarpica se reconoce a simple vista por presentar en los bordes de
la fronda estructuras llamadas cistocarpos que contienen las esporas o carpdsporas (Fig. 15). Por el contrario, la
fase tetrasporica se identifica bajo microscopio, observandose los tetrasporangios dispersos sobre la superficie de
la fronda (Fig. 16). Para la identificacion de esta fase, se recomienda observar al microscopio pequefios trozos de los
apices de C. variegata.

)) Fig. 15. Callophyllis variegata cistocarpica. A) Cistocarpos distribuidos en los bordes de la fronda
B) Detalle de los cistocarpos.
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Fig 16. Vista
superficial de fronda
de C. variegata con
tetrasporangios (10x).

Una vez que se identifican y separan ambas fases, se trabaja por separado. Las frondas reproductivas se lavan
cuidadosamente bajo chorro de agua dulce con el fin de eliminarimpurezasy epifitos (diatomeas, protozoos, copépodos,
etc.), adheridos sobre la superficie. Se sugiere eliminar los discos de adhesion para evitar la contaminacién de los
cultivos. Posteriormente las frondas se enjuagan al menos tres veces con agua de mar filtrada a 1 um y esterilizada
con UV. Finalmente las frondas se deshidratan sobre papel absorbente por un tiempo minimo de 2 horas (Fig. 17 y 18).

Fronda cistocdrpica

Deshidratacidn sobre
papel absorbente
durante un periodo
minimo de 2 haras

Y

Fig. 17. Diagrama de lavado y deshidratacion
de las frondas reproductivas de C. variegata.
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Fig. 18. A) Algas separadas
por fase, limpias y listas
para ser deshidratadas;

B) Las frondas deben ser
~_ cubiertas con papel toalla
B9 para la deshidratacion
parcial.

Transcurrido el periodo de deshidratacion (Fig. 18), las frondas se distribuyen sobre redes (utilizadas para lainoculacién)
las que estan dentro de estanques mas pequefios (20 a 40 litros) (Fig. 19), a los que posteriormente se les adiciona
agua de mar filtrada y esterilizada con UV. Las frondas permanecen sumergidas durante un periodo maximo de 48
horas para evitar necrosamiento y deterioro de las algas, lo que provocaria contaminacion en el cultivo. En caso de
observar el deterioro de las frondas antes de las 48 horas, estas se deben retirar inmediatamente.

hd

Fig. 19. Frondas reproductivas
deshidratadas sobre redes dentro
de un estanque de 40 litros.
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Fig. 20. Liberacion de esporas:
frondas reproductivas sobre
redes en agua de mar filtrada y
esterilizada con UV.

5.3 Liberacion de esporas

La liberacion de esporas (Fig. 20) ocurrira después de la re-hidratacion de las frondas. Una vez que se retiran las
frondas de los recipientes, se puede tomar alicuotas del medio de cultivo y observar al microscopio si existe presencia
de esporas, o también fijarse en las redes si existen pequerias manchas de color rosado lo que indicaria que hubo una
significativa liberacién de esporas (Fig. 21).

Y

Fig. 21. Carpdsporas recién liberadas, se destaca la
coloracién rosada que se produce en el fondo de la
placa petri.
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. Fig. 22. Esporas fijadas sobre
redes; A) Observacion a simple
vista; B) Observacion bajo
lupa.

Este cultivo 0 “suspension” de esporas se mantiene durante una semana, para asegurar el asentamiento y germinacién
de las esporas sobre las redes (Fig. 22). Previamente se adiciona o renueva cuidadosamente un volumen pequefio de
agua, tratando de eliminar el agua superficial para evitar la pérdida o escape de las esporas. Posteriormente las redes
inoculadas son trasladadas a estanques de mayor volumen, donde el agua de mar es enriquecida con nutrientes y el
medio de cultivo debe ser renovado en forma periddica.
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Cultivo en invernadero o ficohatchery

6. 1 Implementacion invernadero

Antes de comenzar un cultivo en el invernadero o ficohatchery, este debe tener todas las instalaciones e infraestructuras
necesarias para asegurar un buen funcionamiento y el éxito de los resultados por lo que se recomienda:

1.- Localizar el invernadero en un lugar cerca del mar donde se pueda obtener agua de mar de buena calidad y
salinidad constante.

2.- Contar con un sistema de filtracion y esterilizacién. Este debe considerar la instalaciéon de un set de filtros con
cartuchos Kuhno de algoddn y un sistema de filtracidn en el que el agua pase a través de luz UV. Esto Ultimo para
evitar la entrada de microorganismos no deseados a los estanques y cultivos de algas.

3.- Estanques o cilindros de fibra de vidrio de varios tamafios (grandes, medianos y pequefios) para la mantencién de
los cultivos.

4.- Sistema de filtracion por donde circule el agua de mar, hasta llegar a los estanques en condiciones de calidad
optima de iluminacidn y temperatura, factores fundamentales para el crecimiento de las algas. En caso de existir
luminosidad muy intensa, los estanques se pueden cubrirse con malla rachel.

6.2 El cultivo de Callophyllis en invernadero

El invernadero que se utilizd durante el desarrollo de este proyecto, se encuentra ubicado en el Canal de Chacao a
unos 8 km de Pargua en el sector de Teresita, frente de la Isla de Chiloé (Fig. 23). El agua de mar es tomada del canal
y a través de una bomba de succidn, es almacenada en estanques de 5000 Litros de capacidad, los cuales a través de
una conexién proporcionan agua al invernadero. Esta en su entrada posee una bateria de filtros de algodén Kuhno
de 10, 5y 1 um (para retencion de particulas mayores a estos tamafios). Posteriormente el agua pasa a través de un
cartucho de luz ultravioleta (germicida) que destruye cualquier material viviente que pudiese haber pasado a través
de los filtros de algoddn. Esta agua llega a los estanques por medio de una manguera plastica.

A su vez, el invernadero cuenta con un blower, el cual distribuye el aire a cada estanque para lograr la aireacién, da
movimiento al agua de mar y una buena distribucidn de los nutrientes para las algas.

El cultivo de Callophyllis en invernadero es factible de realizar. Para ello primero se deben seleccionar las plantas
madres maduras (ya sean cistocarpica o tetrasporica), las cuales se lavan bajo chorros de agua dulce y posteriormente
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se enjuagan en baldes con agua de mar filtrada (4 lavados). Una vez finalizado el paso del lavado de frondas viene la
deshidratacion, el que consiste en dejar las frondas lavadas entre papel absorbente (secar) y dejar asi por un lapso
de 3 horas. Transcurrido este periodo las frondas maduras estaran éptimas para la esporulacion (depende del grado
de madurez de las frondas). Mientras las frondas se secan hay que comenzar a preparar los estanques o baldes de
40 Litros de capacidad, en que se realizara la esporulacién. Para ello se cortan redes o mallas de algodén con las
dimensiones que se desee trabajar y se colocan en el fondo del estanque.

Una vez que las frondas reproductivas estan deshidratadas, se retira el papel absorbente y estas se dejan sobre las
redes en los estanques, se agrega agua de mar filtrada y esterilizada con luz UV la hasta que las redes queden
cubiertas de agua.

Después de 48 horas (2 dias) se retiran las frondas reproductivas.

Una vez que se verifica que se liberaron las esporas (Fig. 24) sobre las redes, estas se retiran de los baldes de 40 litros
y son colocadas en estanques de 1x 1x 0,35 m con agua de mar filtrada, esterilizada, y enriquecida con fertilizante
liquido foliar (Bayfolan de Bayer).

La luz y temperatura son factores criticos para el crecimiento de los discos de germinacién y luego para la formacién
y crecimiento de los talos. Cerca del mediodia y a las horas de luz natural intensa, se recomienda cubrir los estanques
con malla rachel, para evitar mortalidad de discos recién formados. Cuando la luz ha bajado de intensidad se retira la
malla rachel y se deja con luz natural (Fig. 25).

El cambio de medio (agua de mar enriquecida) en esta etapa se realiza después de 10 dias de iniciado el cultivo en los
estanques. Posteriormente se renovard el agua de mar enriquecida una vez por semana y se le agregan nutrientes.
Se debe ir observando el cultivo con énfasis en el desarrollo de frondas y fijacion de las algas a las redes (Fig 26). La
mantencidon y manipulacion de los cultivos debe ser muy cuidadosa, para evitar la contaminacion con otras algas
epifitas en las redes.

Al mes y medio se comienzan a airear los estanques para darle movimiento al agua de mar pero con baja intensidad,
para evitar el desprendimiento de frondas en las redes.

6.3 Manejo del cultivo

La manipulacion del cultivo siempre debe ser muy cuidadosa a medida que las semanas van pasando, las algas van
creciendo y a veces es necesario hacer cambios de agua dos veces a la semana, con los mismos cuidados del inicio.
Agregar nutrientes, que la temperatura del agua sea la adecuada (no superior a las 182C) la intensidad de la luz, etc.
Después de 4 a 6 meses de cultivo en el invernadero, las plantulas alcanzan una talla de 1 a 2 mm de longitud y pueden
ser trasladadas al mar (Fig 27 y 28). Durante el desarrollo del proyecto se intentd trasladar redes con menor tiempo
de permanencia en el invernadero, pero no fue exitoso, puesto que al ocupar tan poca superficie del sustrato (redes)
estas son invadidas por otras especies cuando se instalan en la linea de cultivo.
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A medida que las algas crecen, algunas pueden desprenderse de las redes, sin embargo éstas pueden mantenerse en
cultivo de vida libre y posteriormente encordarlas para su cultivo en lineas en el mar. Otra alternativa y considerando
que esta especie es utilizada como una especie comestible se puede desarrollar todo su ciclo de crecimiento en
estanques con aireacion lo que estimula la incorporacion de nutrientes y en consecuencia el crecimiento de las
plantulas (Fig. 29).

Fig. 23. Vistade la
infraestructura del
invernadero (frente y
lateral).

d

Fig.24. A) Estanque de
fibra de vidrio de 1x 1x
0,35 m en su interior

se observan redes con
esporas de Callophyllis
variegata;

B) Detalle de red donde se
observan esporas fijadas
de Callophyllis variegata.

Fig. 25. Estanque en el invernadero cubierto con malla
rachel para evitar sobreexposicion a la luz solar.
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Fig. 26. Red con
esporas fijadas

Fig. 27. Talos de
Callophyllis variegata
de 4 meses.

Fig. 28. Cultivo de
Callophyllis variegata
a los 8 meses de
cultivo con una
longitud ente 2 a
3mm.
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Fig. 29. Cultivo de Callophyllis variegata “forma libre” con aireacion. Después de un afio de cultivo las
frondas pueden medir hasta 6 cm.
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7 Cultivo en el mar

7.1 Traslado de sustratos

Para desarrollar la fase de crecimiento en el mar, se prepararon lineas de cultivos con redes inoculadas en hatchery
con carpdsporas. Las redes utilizadas (sustrato artificial) no poseen tratamiento quimico anti-fouling. Las redes fueron
inoculadas segun se indica en el capitulo 6, luego mantenidas en hatchery (ver capitulo 6) durante 6 meses con
recambios de agua de mar periddicos semanales y renovacion de nutrientes. Después de este tiempo en que se
observaban a ojo desnudo, las plantulas de Callophyllis, ya visibles y adheridas en las redes de 2,5 cm de abertura de
malla, fueron preparadas al sistema de cultivo en el mar. Para ello las redes se cortaron en cintas de 8 cm de ancho
aproximadamente. Antes de su traslado a lineas de cultivo se midié la densidad de plantulas sobre las redes (ind/m
lineal) y el tamafio promedio de las plantulas.

En la localidad de Pulelo (41°55°44,13°’'S; 74°02°08,81 W), el 11 de abril de 2012, sector protegido del oleaje y de
los vientos del norte, ubicado en el mar interior de Chiloé, se instalaron lineas tipo long line de cultivo experimental
con lineas horizontales y verticales inoculadas con talos de Callophyllis. Por otra parte en la localidad de Chauman
(41°47°29,96"" S; 73°57°30,75"" W), sector expuesto al oleaje y a los vientos del norte, el 12 de abril de 2012, se
instalaron también lineas de cultivo con redes inoculadas con plantulas de Callophyllis.

En ambas localidades se instalaron redes, que habian sido previamente inoculadas con dos densidades de plantulas,
altay baja, las cuales como se sefiald anteriormente fueron medidas al inicio del experimento. Ambas localidades, por
su ubicacion, poseen caracteristicas fisicas distintas entre si. Estas caracteristicas permite evaluar el comportamiento
del cultivo de Callophyllis variegata en diferentes ambientes y en diferentes sistemas de cultivo.

En Pulelo se instalaron 2 lineas de cultivo de 6 metros de largo cada una, sobre una linea de cultivo vertical Long Line,
usada por el sindicato para el cultivo de chorito las lineas de cultivo fueron colocadas a una profundidad aproximada
de 3,5m.

En la localidad de Caleta Chauman se instalaron 2 lineas de cultivo horizontales de 6 metros de largo cada una, en
el fondo del mar a una profundidad de 4 metros y a 20 cm del fondo marino (roca). Estas lineas fueron ancladas
al sustrato natural mediante un ancla y muerto de unos 300 kilos, ademas de forma precautoria las lineas fueron
amarradas a rocas naturales existentes en la zona seleccionada.

En ambos casos se efectuaron controles cada 15 dias inicialmente y luego mensualmente (Fig. 30 B).
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)) Fig. 30. A) Redes con plantulas pequeiias listas para ser trasladadas al mar; B) Redes con algas
después de permanecer durante 90 dias en el mar.

7.2 Consideraciones en el cultivo de Callophyllis variegata

Periodo reproductivo:

No se recomienda llevar a cabo esporulaciones durante los meses de diciembre a marzo. Si bien existen
frondas reproductivas, las esporas no son viables.

Seleccion frondas tetraspdricas y cistocarpicas

Cuando se seleccionan las frondas reproductivas, para identificar la fase tetraspérica se necesita la ayuda de
un microscopio donde se pueden observar los tetrasporangios en la zona de los apices. La identificacion de
la fase cistocarpica se puede realizar a simple vista, pero la persona que esta identificando tiene que estar
familiarizado con la especie, ya que es muy facil de confundir con otras especies. C. variegata se caracteriza
por presentar cistocarpos pequerios en los margenes de la fronda (ver fotografia).

Cabe mencionar que para llevar a cabo esporulaciones masivas se necesita de un gran volumen de algas, ya
que solo entre un 10-20% corresponde a alga reproductiva madura.

Lavado y limpieza de las frondas

Cuando se hace el lavado de las frondas con agua dulce o potable se debe realizar con cuidado y dedicacion
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para eliminar las impurezas, fauna adherida y epifitos adheridos a las frondas y evitar romper el alga. Los
enjuagues posteriores (con agua de mar filtrada y esterilizada con UV) deben ser abundantes con el fin de
obtener frondas lo mas limpias posible.

Esporulacion e inoculacion de redes

Después de la deshidratacion, se sugiere dejar las frondas sobres las redes (utilizadas para la inoculacidn)
en estanques mas pequefios (20 a 40 litros) a los que posteriormente se les adiciona agua de mar filtrada
y esterilizada con UV durante un periodo maximo de 48 horas para evitar necrosamiento y deterioro de
las frondas, lo que provocaria contaminacion en el cultivo. En caso de observar el deterioro de las frondas
antes de las 48 horas retirarlas inmediatamente. Y este cultivo o “sopa” de esporas se mantiene durante una
semana, para asegurar el asentamiento y germinacion de las esporas, pero antes se le adiciona o renueva
cuidadosamente un volumen pequefio de agua, tratando de sacar el agua superficial para evitar el escape de
las esporas. Posteriormente las redes inoculadas son trasladadas a un estanque de mayor volumen.

Después de 10 a 12 dias (de iniciada la esporulacion), si hubo liberacion de esporas, estas se observan a
simple vista como manchas rosadas sobre las redes.

Es importante destacar que durante la esporulacion si no se ofrece un sustrato adecuado y al inicio de
esta actividad, las esporas germinaran y se desarrollaran de forma libre dando origen a una plantula la que
finalmente no se asentara ni adherird a ningun tipo de sustrato ofrecido posteriormente.

Cultivo en estanques

Los estanques permanecen tapados con malla rachel sobretodo en la época estival, para evitar que les llegue
demasiada luz, no hay que olvidar que C. variegata es un alga submareal.

Durante el primer mes de cultivo, la manipulacién de las redes es minima, los cambios de agua se realizan cada
10 y después cada 7 dias, en cada cambio se adicionan nutrientes: Bayfolan (fertilizante foliar). Al segundo
mes, los cambios de agua son 2 veces por semana. Cuando se realiza limpieza de los estanques las redes
inoculadas se retiran cuidadosamente y se dejan en recipientes mds pequefios con agua de mar, para evitar el
desprendimiento de los discos de C. variegata.

Después del primer mes, se le adiciona aireacion moderada a los estanques.

Al mes y medio o segundo mes de cultivo ya se pueden observar a simple vista los discos fijados a las redes.
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Usos de la “carola” en la cocina local

8.1 Caracteristicas nutricionales de la “carola”

En las costas de Chile existen varias especies de algas comestibles. En la regidn de Los Lagos, se pueden encontrar
en los roquerios y en la zona submareal del litoral costero. Para cosechar algas y utilizarlas en el consumo directo,
el colector debe al menos conocer y saber reconocer en terreno las variedades que se quiere cosechar y saber
en qué época del afio estdn aptas para consumo.

Como se menciond en capitulos anteriores, la especie Callophyllis variegata, crece sobre roquerios en el
submareal, de manera que la colecta de “carola”, debera efectuarse durante las horas de baja marea después
de marejadas, para asegurar que se hayan desprendido frondas, las que seran arrojadas por las olas al litoral.
Se deben escoger ejemplares lisos que no presenten verrugas o protuberancias (estructuras reproductivas tipo
cistocarpos). Estos deben ser enjuagados con agua de mar y el exceso de agua se debe eliminar. Una vez en la
cocina, se deben secar al sol o con aire caliente, ojala que queden las frondas flexibles con una humedad del 12
a 15%, para que no se rompan facilmente. Cuidar de almacenar en un lugar seco y en oscuridad para no perder
la pigmentacion caracteristica de esta especie.

Las algas se consumen desde hace siglos, se conoce que tienen propiedades medicinales y nutritivas. Entre las
primeras se ha demostrado que frenan la accidén cancerigena, ayudando a reducir tumores especialmente en el
colon y mamas. Poseen anticoagulantes que mejoran la circulacion de la sangre, efecto antibidtico combaten
infecciones y actlan de manera selectiva en la flora intestinal, estimulan el funcionamiento del pancreas y bazo
ayudando en la eliminacién de toxinas. Los hidratos de carbono que poseen producen saciedad y ayudan a
estimular la funcién del higado, no incrementando la glucosa en la sangre, también tapizan la mucosa géstrica
atenuando las irritaciones.

Aportan a la dieta vitaminas (E, provitamina A, betacarotenos, C y del grupo B), minerales (calcio, magnesio,
potasio, yodo, zinc, selenio, cobalto), proteinas (aminodcidos esenciales y proteinas vegetales) y carbohidratos
de calidad (manitol, ac. alginico).

Existen varias formas de cocinar las algas, se incluyen recetas y a continuacidn las caracteristicas nutricionales
de la “carola”.
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Tabla 2. Analisis proximal y mineral de muestras de Callophyllis variegata no reproductiva
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8.2 Receta de Galletas de avena y algas

20 unidades aprox.

Ingredientes

150 grs Mantequilla

170 grs Azdcar rubia

200 grs Miel

3 Huevos

120 grs Avena

100 grs Harina integral

200 grs Harina blanca

2 Cucharaditas polvos hornear
50 grs Almendras

50 grs Nueces picadas

50 grs Pasas rubias

20 grs Algas secas picadas (Callophyllis variegata)
1 cucharadita de canela molida

Fig. 31. Galletas de avena con algas

Procedimiento

* Mezclar mantequilla con azucar y miel

e Agregar huevos

* Agregar ingredientes secos

» Adicionar algas secas picadas variedad Callophyllis
e Mezclar bien todos los ingredientes

e Poner cucharadas de la mezcla sobre lata horno

* Hornear durante 10 minutos a 180°C
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8.3 Receta de Pan integral con algas

Se obtienen 4 panes grandes

v

Ingredientes

Harina trigo blanca 500 grs
Harina trigo integral 500 grs
Levadura seca 20 grs

Sal marina 20 grs

Agua 700 ml

Algas 80 gr

Aceite oliva 150 grs

Fig. 32. Pan con algas

Procedimiento
» Mezclar 1 taza de agua caliente con sal marina gruesa. Disolver completamente la sal y dejar enfriar
* En 1 taza de agua tibia agregar levadura y agitar hasta disolver completamente. dejar tapado en sitio tibio
* En un bol poner las harinas y se agrega en el centro la salmuera tibia, el aceite y el resto de agua
* Mezclar bien y agregar la levadura.
* Amasar suavemente.

e Cubrir la masa y dejarla descansar en un sitio tibio hasta que duplique su volumen.
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e Separar la masa en 4 partes iguales.

e A cada parte agregar mientras se amasa, 20gr de algas secas picadas

* Poner masa sobre una mesa enharinada y aplanar suavemente con la palma de la mano
* Arrollar, dando forma de pan, hacer cortes superficiales con un cuchillo.

e Cada pan se deja leudar nuevamente 30 minutos.

* Hornear a temperatura de 140°C durante 15 min. El pan esta listo cuando al introducir un palillo éste sale seco.

e Retirar del horno y cubrir con pafio

Evaluacion sensorial

Producto Textura

Se observan trocitos de

Pan con algas Suave sabor a algas Textura agradable
algas en la masa

Se obtiene pan con buenas caracteristicas sensoriales y agradable textura y sabor. El alga presente en el pan aporta
un leve y agradable sabor marino.
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Glosario

Abrupto: refiérase a la forma en que terminan los apices del talo de un alga, sin llegar a una definicion morfoldgica
caracteristica o definida.

Alicuota: una cantidad minima de una solucion o preparado.

Asentamiento: Capacidad de las esporas para fijarse a un sustrato de cualquier tipo, sea una piedra, roca, concha,
organismo sésil o movil, etc., donde formara un disco que eventualmente llegara a desarrollarse en un individuo.

Asepsia: sin contaminacién
Carpoésporas: esporas de algas rojas provenientes de una estructura llamada cistocarpo , con dotacién cromosomica 2n.
Ciclo de vida: etapa completa de vida de un ser vivo

Cistocdrpica: estado o fase reproductiva en algas rojas, provenientes de la reproduccion sexual, cuyos productos
(esporas) tienen una dotacién cromosdmica 2n.

Cistocarpo: expresion morfoldgica de la fase carposporofitica o cistocdrpica, que crece en las planta sexual femenina
de las algas rojas como una protuberancia externa y que contiene células reproductivas del tipo esporas, 2n.

Consistencia membranosa: refiérase a la textura flexible, no dura del talo de un alga.
Dicétoma: tipo o patrén de ramificacion del talo de un alga que divide dos segmentos iguales
Dioicos: en la reproduccion sexual, se aplica a la existencia de sexos en organismos separados
Disectado: Talo o cuerpo muy dividido en segmentos muy finos o delgados.

Endémica: planta o alga, cuya distribucidn geografica esta restringida a una localidad o sitio geografico determinado,
sin encontrarse en otro lugar.

Esporofitica: Fase reproductiva asexual de las algas rojas que diferencia células reproductivas o esporas de dotacidn

“, n

cromosomica “n

Estipe: parte basal del talo de las algas, originada a partir del disco de fijacidn, que sostiene la fronda o parte superior
del alga.
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Fico-hatchery: Infraestructura del tipo invernadero para el cultivo de algas en laboratorio.
Flabelado: patrén de ramificacion en que los segmentos divididos se extienden en un plano, tipo abanico
Forma Truncada: refiérese a los apices que dan una apariencia cortada sin llegar a definirse en una forma tipica.

Fronda: lldmase a la parte visible y mas conspicua del talo de las algas, semejante pero no igual a las hojas o partes
aéreas de una planta terrestre.

Gametofito: fase reproductiva sexual de las algas rojas de dotaciéon cromosdmica "n”
Germinacion: proceso por el cual una espora se desarrolla hasta formar un nuevo individuo

Habito palmado-flabelado: Refiérese a la forma morfolégica externa del talo de un alga que adquiere la forma de una
mano extendida, con segmentos dispuestos en un plano.

Histoldgico: estudio de los tejidos o “pseudotejidos”, en el caso de las macroalgas, que conforma su estructura
morfoanatdmica interna

In situ: en el lugar
Isomarfico: de igual forma, que dos organismos son morfolégicamente iguales
Lacinado: refiérese a los apices y segmentos repetidamente divididos del talo de las macroalgas

Médula: conjunto de células que forma una especie de tejido diferenciado en la parte interna del talo de las algas,
incluye por lo general, varias capas de células.

Morfo: se refiere a un individuo con caracteristicas morfoldgicas distintivas, en una serie morfoldgica
Necrosis: muerte de tejido celular
Ostiolo : poro de salida de las esporas de una estructura particular, en un alga reproductiva

Pseudoparenquimatoso : patrén de desarrollo morfolégico en las algas rojas donde los filamentos se agregan
densamente unidos semejando un verdadero tejido o parénquima.

Rama carpogonial: conjunto de células de un filamento vegetativo que se modifica o diferencia en el tejido interno
de un alga roja para sostener al carpogonio o célula reproductiva femenina en la fase sexual de un alga.

Semiexpuesto: refiérese al tipo de ambiente en la zona intermareal de la costa, caracterizado por ser intermedio,
entre expuestoy protegido del oleaje.

Senescente: estructura que han comenzado a envejecer.




» &«

Seriado: cualquier estructura que se dispone en serie, repetidamente una al lado de la otra.
Subdicétoma: tipo o patron de ramificacion que no alcanza a dividir segmentos exactamente iguales.

Talo: cuerpo vegetativo de las algas que no diferencia estructuras definidas que vayan a cumplir funciones
diferenciadas en el organismo ,como ocurre en las plantas superiores.

n..n

Tetrasporangio: célula modificada que en su interior forma o divide cuatro esporas de dotaciéon cromosémica “n”,
producto de la division meidtica

Tetraspora: espora de origen asexual, producto de la meiosis, con dotacidon cromosémica “n”
Trifasico: que posee tres fases

Vegetativa: en las macroalgas, se refiere al crecimiento del talo, producto de la divisién celular donde alin no
ocurre la diferenciacion de células reproductivas.
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