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Résumé : Ce travail expose les résultats de I'influence des facteurs température, photopériode, intensité lumineuse,
milieu de culture, salinité, pH et quelques facteurs de croissance sur la germination des carpospores et tétraspores
de Chondrus crispus en culture.

Les meilleurs pourcentages de germination ont été observés en culture dans les conditions suivantes 14-19 °C,
photopériode de 16:8, intensité lumineuse 20-30 pHE. m.? 5., milieux de culture MP1 et SWM-3, pH 7.5-8.0, sali-
nité 27-30 %o en présence d'hormones BAP et ANA (1 mg./L.).

Abstract : This paper reports the results of investigations out in order to determine the effect of some factors light
intensity, growth regulators, culture medium, pH, salinty, photoperiode and temperature on the germination of car-
pospores and tetraspores of Chondrus crispus in culture. _

The higher germination percentages were obtained at light intensities of 20-30 PE. m.? s." and a 16:8 photope-
riod, in both culture media SW-3 and MP1, at pH 7.5-8-0, salinity 27-30 %o and temperature 14-19 °C the presence
of the growth regulators BAP and ANA (1 mg./l).

INTRODUCCION

Chondrus crispus Stackh. (Gigartinaceae, Rhodophyta), es una especie de elevado inte-
rés econémico puesto que de ella se extrae carragen, polisacdrido sulfatado de gran aplica-
cién industrial.

Aunque importantes aspectos relacionados con la germinacion de carposporas y tetras-
poras de Chondrus crispus se conocen desde hace tiempo (Darbishire 1902, Kylin, 1917,
Rosenvinge, 1931, Chemin, 1937, Weber, 1960), fue en la década de los 70 cuando por pri-
mera vez se realizaron estudios, mediante cultivos en laboratorio, que permmeron conocer
la influencia de determinados factores ambientales tales como temperatura, fotoperlodo
iluminacién, salinidad... en la germinacién de dichas esporas.

En general las esporas utilizadas en esos estudios eran producidas por plantas desarrolla-
das en poblaciones naturales y recolectadas cuando se encontraban en fase de esporulacién.
La mayoria de las algas utilizadas fueron recogidas en la costa atlantica canadiense y nor-
teamericana, y en menor medida en algunas localidades de la costa europea. Por los datos
que disponemos, no parece que se hallan realizado investigaciones a este respecto con espo-
ras procedentes del litoral ibérico.

Esta plenamente admitido que las caracteristicas de germinacidn, asf como las primeras
fases de desarrollo, de carposporas y tetrasporas son basicamente iguales. Asimismo con
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frecuencia, se indica que ambos tipos de esporas germinan bien en cultivo cuando las
condiciones de los mismos son similares a las de las poblaciones naturales (Prince &
Kingsbury, 1973). Sin embargo, dado el amplio rango de condiciones ambientales exis-
tentes dentro del drea de distribucién de esta especie, asi como el elevado grado de variabi-
lidad de la misma observado en las poblaciones naturales, los resultados obtenidos por dife-
rentes investigadores en relacién a las condiciones de cultivo mds favorables para la
germinacién de esporas, presentan ciertas diferencias (Tabla I).

Es evidente que todavia hay numerosos aspectos sin resolver en relacién a la influencia
de factores ambientales en la germinacién de las esporas. Con este trabajo pretendemos
contribuir a ampliar los conocimientos en este tema. B

TABLA1

Condiciones de cultivo mds favorables para germinacién de espora de Chondrus crispus.

Autor T(°C.) Fot. Tluminacién Medio Salinidad (%o) pH
Prince (1971 11.7-21.1 16:8 0.35 mw. m. s. F/2 28.6-30.8 8.1-8.3
Chen & 15 16:8 60 LE m.?s." SWM-3

McLachlan (1972)

Burns & 11 12:12 130-700 ft.c. F/2 35

Mathieson (1972)

Prince & 11.7 16:8 130 ft.c. F/2 29-31 8.1-8.3
Kingsbury (1973)

Chen & 15 16:8 500 ft.c. SWM-3

Taylor

Tveter & 15 12:12 5382 lux Agua de mar

Mathieson (1976) con fosfatos

Chen (1977) 15 16:8 20-80 pE m.?s." SWM-3

Guiry (1979) 15-17 16:8 1 400-1 500 lux Provasoli

X

T. Temperatura

Fot. Fotoperiodo

Medios de cultivo : F/2. Guillard & Ryther (1962)
SWM-3 Chen et al. (1969)
Provasoli. Provasoli (1966)

MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se ha desarrollado en 2 fases, una primera de cardcter exploratorio que tuvo
como finalidad el determinar cuales eran los valores de intensidad luminosa, temperatura,
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fotoperfodo, asi como medio de cultivo, pH y salinidad del mismo, més favorables para la
germinacion. Los resultados obtenidos han servido de referencia para desarrollar la segunda
parte, en la que se ha prestado especial atencién a los medios de cultivo e intensidades
luminosas que habian ofrecido mejores resultados. Asimismo en esta segunda fase se ana-
liz6 la influencia que sobre la germinacién tuvieron las fitohormonas que se detallan mds
adelante.

Las esporas utilizadas se han obtenido a partir de carpospordfitos, desarrollados sobre
gametofitos femeninos, y de tetrasporéfitos recolectados en una poblacion natural, desarro-
llada en el nivel inferior de la franja intermareal, de un drea rocosa y batida de la Ensenada
de San Francisco (Muros, La Corufia). Para el traslado al laboratorio, se introdujeron estas
plantas en botes de plastico con agua de mar, que se transportaron en nevera.

El el laboratorio se procedié a una esterilizacién superficial de los talos, segiin Druehl &
Hsiao (1969), con la utilizacién de la mezcla de antibidticos propuesta por Guillard (1968).
Este tratamiento ofreci6 resultados satisfactorios, puesto que la mayor parte de nuestros cul-
tivos no presentaron apenas problemas de contaminacion.

El material utilizado en la primera fase fue recolectado en Diciembre de 1988 y una vez
esterilizado se mantuvo en agua de mar esterilizada, con una salinidad del 35 %o y pH de
7,9, a 14-16 °C, 10-20 pE. m.? s." (aproximadamente 500-1 000 lux) y fotoperiodo de
10 horas de luz. La iluminacién fue suministrada con tubos fluorescentes de luz blanca fria
Powertube 40 V, y medida con luximetro (Digital Lux Meter Mod. 101).

Las algas utilizadas en la segunda parte de este estudio fueron recogidas en agosto de
1989 y una vez esterilizadas se introdujeron en medio MP1 a 20 °C, con 16 horas de luz y
10-18 pnE. m.” s." de intensidad luminosa. El pH del medio fue 8.0 y la salinidad 27 %o.

En ambas condiciones la liberacién de las esporas, tanto carposporas como tetrasporas, se
inici6 a las 24 horas de la instalacién de los talos en las cidmaras de cultivo (Sherer, mod Cel
37-14) y se proléngo por un perfodo de hasta 30 dias. Mientras duré la fase de liberacién de
la esporas, el fondo de los recipientes que contenian los talos se cubrié con portaobjetos, a la
superficie de los cuales se fijaron las esporas. Los portaobjetos con las esporas fueron transfe-
ridos a placas Petri (100 x 15 mm), inicidndose posteriormente los estudios de germinacién.

En el primer estudio exploratorio se han utilizado basicamente carposporas. En la Tabla
IT se detallan las condiciones de cultivo analizadas. El niimero de esporas sembradas para
cada serie de repeticiones de este estudio fue aproximadamente de 1 000 esporas. Se han
realizado todas las posibles combinaciones de cada uno de los estados de las variables.
Asimismo, los medios ensayados eran renovados cada 15 dias y antes de ser desechados se
anotaban los valores de pH y salinidad por si se habian producido modificaciones.

En la Tabla III se expone el disefio experimental de las condiciones utilizadas en la
segunda parte del trabajo, indicando el nimero aproximado de esporas fijadas a los por-
taobjetos utilizadas en cada caso. La condiciones de cultivo fuero 14 °C, 16 horas de luz y
salinidad y pH del medio de 27 %o y 7.5-8.0 respectivamente. Las fitohormonas utilizadas
fuero AIA (4cido indol acético), AIB (4cido indol butirico), ANA (dcido naftalen acético),
BAP (bencil amino purina) y GA3 dcido giberélico), siendo la concentracién de las mismas
de | mg de fitohormona por litro de medio de cultivo.
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TABLA II
Condiciones de cultivo utilizadas en la primera fase.

MEDIOS DE CULTIVO : AGUA DE MAR, MP1, MP2, EM, ES y VS.

TEMPERATURA : 14,16y 26 °C.
INTENSIDAD LUMINOSA : 12, 20,40 y 60 pE m.”s."
pH: 7.5-8y885
SALINIDAD : 23,27y 33 %o
FOTOPERIODO : 12:12

EPORA : CARPOSPORA

Medios de cultivo : EM.- Erdschreiber-Foyn (1934) modificado.
ES.- Provasoli (1966)
MP1.- Abelard (1978)
MP2.- Abelard (1978)
VS.- Von Stosch (1967)

En esta segunda parte se realizé un andlisis multifactorial para determinar los efectos
principales y los términos de interaccién de los factores medio, espora, iluminacién y fito-
hormona, en el que fue necesario proceder a una transformacién logaritmica de las
variables, puesto que se encontrd, en todos los casos, una interaccién transformable al ana-
lizar los residuos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en la primera fase de este estudio se muestran en la Tabla IV y
gréficas de la Figura 1.

TABLA IIT

Niimero de esporas y condiciones de cultivo utilizadas en la segunda fase del trabajo.

HORMONA AIA AIB ANA BAP CA3

ILUMINACION 20 24 30 20 24 30 20 24 30 20 24 30 20 24 30
(REm*s")

C 2000 6700 8000 5300 4500 8400 7800 3200 7200 2400 3500 7100 k50 3300 2200
MP1
T 130 100 200 300 100 1100 100 900 850 200 650 4100 800 300 400

C 3500 6000 6500 2100 850 400 1800 900 3000 220 550 4700 200 300 3000
SWM
T 200 650 600 150 250 200 9400 9500 500 800 200 400 150 9000 100

HORMONA : AJA (ac. indol acético), AIB (ac. indol butirico), ANA (ac. naftalen acético), BAP
(bencil amino purina) y GA3 (ac. giberélico). (1 mg./1.)

TEMPERATURA : 20 °C.

FOTOPERIDO : 16:8

pH:7.5-8.0

SALINIDAD : 27 %o

ESPORAS : C (carposporas) y T (tetrasporas)
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De los medios analizados en la primera fase, agua de mar sin adicién de nutrientes fue el
que ofrecié peores resultados, mientras que en el medio MP1 fue donde se obtuvieron los
porcentajes de germinacién mds elevados. En cuanto a la salinidad y pH del medio de culti-
vo podemos sefialar que los mejores porcentaje de germinacion se produjeron a valores de
27-30 %o y 7.5-8.0 respectivamente. Aunque son escasos los trabajos en los que se ha estu-
diado el efecto de estos dos factores sobre la germinacién se pueden destacar los de Prince
(1971) y Prince & Kingsbury (1973), que anteriormente a nosotros habia obtenido resulta-
dos similares.

Con respecto a temperatura y fotoperiodo nuestros resultado coinciden en general con
los expuestos anteriormente en otros trabajos (Prince, 1971 ; Chen & McLachian, 1972 ;
Chen & Taylor, 1980 ; Guiry, 1979), siendo los valores mds favorables 14-19 °C y 16 horas
de luz respectivamente.

Hemos observado que intensidades de luz por debajo de los 12 HE m.? s.” causaban una
disminucién en el porcentaje de germinacién y que intensidades por encima de los 40 UE
m.”? s." producian decoloracién de esporas y a valores por encima de los 60 HE. m.? s." la
decoloracién era tan intensa que en la mayor parte de los casos producia la muerte de las
esporas. Es por eso por lo que en la segunda parte de este estudio hemos considerado
importante analizar con mds detalle intensidades de luz dentro de los limites 20-40 UE
m.” 8., evitando las mds préximas al limite superior. Estos valores ya han sido sefialados
como mds eficaces por Prince & Kingsbury (1973) y Guiry (1979). En la bibliografia
consultada este es quizds uno de los factores en el que se aprecian mds discrepancias entre
los diferentes investigadores, cubriendo todo un abanico desde 20 hasta 200 UE m.? s.".
Algunos autores como Prince (1971) y Chen & McLachlan (1972) destacaban como las
intensidades éptimas préximas a 60 PE m.”? s.”, otros como Guiry (1979) ofrecen valores
mds bajos (26-30 UE m.? s.') y otros como Chen & Taylor (1980) y Tveter & Mathieson
(1976) entre 100-110 UE m.?s.™.

En la segunda parte del trabajo, después de analizar las interacciones espora-hormona,
media-hormona, espora-iluminacién, medio-espora-hormona y medio-iluminacién-hormo-
na (Fig. 2), se ha podido constatar que un mes después de la iniciacién del cultivo, los fac-
tores que mds influyen en la germinacion de las esporas son hormona e iluminacién. El por-
centaje de germinacién, aunque no es demasiado elevado es claramente superior a los
observados por Chen & McLachlan (1972) y Hanic (1973).

Por los resultados obtenidos, el medio de cultivo es el factor que menos influye en la
germinacién de esporas de Chondrus crispus, de los que nosotros hemos estudiado en esta
segunda fase. En cuanto ha germinacién de esporas no aparecieron diferencias significati-
vas en ambos medios, tanto para carposporas ni tetrasporas. Podemos asi mismo afirmar
que las dos hormonas que proporcionaron mejores resultados para ambos medios fueron
BAP y ANA, aunque en MP1, AIB dio lugar a porcentajes de germinacion elevados. Por
otro lado, sefialamos que SWM-3 da majores porcentajes de germinacion a valores bajos de
intensidad de luz, mientras MP1 presenta mejores resultados a valores altos, no coincidien-
do nuestros resultados con los obtenidos por Chen (1977) y Chen & Taylor (1980) que
seflalan que para SWM-3 los mayores porcentajes fueron obtenidos a intensidades de luz
entre 80-100 LE m.?s."".
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Al igual que los resultados obtenidos por Prince (1971), los porcentajes mas elevados de
germinacién de carposporas se produjeron a intensidades de iluminacién baja (20-24 UE
m.” s.”'), mientras que las tetrasporas los alcanzaron a mayores iluminaciones. Como ya se
ha indicado anteriormente, en ocasiones se ha considerado que los valores éptimos de
intensidad luminosa, para la germinacién de las esporas, eran superiores a los experimenta-
dos por nosotros en este trabajo, 100 LE m.? s." (Chen & McLachlan, 1972) 30-60 pE m.?
s.' (Bird et al., 1979).

Las 5 hormonas ensayadas se pueden ordenar en serie decreciente de intensidad de
influencia positiva sobre la germinacién de las esporas de la siguiente manera : BAP, ANA,
AIA, AIB y GA3, si consideramos el conjunto de esporas. Sin embargo, si se analizan por
separado los comportamientos de carposporas y tetrasporas, se puede apreciar que hay
notables diferencias en los efectos de GA3 sobre tetrasporas, en relacién a carposporas.
Queremos destacar que las tnicas referencias bibliograficas de la utilizacién de fitohormo-
nas en cultivo de Chondrus crispus se refieren al efecto de las mismas sobre crecimiento y
desarrollo (Chen, 1977, Chen & Taylor, 1978), sin hacer alusidn alguna a la germinacién.

TABLA IV

Porcentaje de germinacion obtenido en la primera fase del cultivo.

pH ILUMINACION SALINIDAD
(LE m.?s.") (%0)
7.5 8.4 12 20 23 27 33
MEDIO
X 8.3 7.6 26.4 43.1 20.8 30 25
AGUA DE MAR
s.d. 0.8 0.7 1 1.5 1.2 1 0.6
X 20.3 16 52 61.5 29.6 52.7 45
SWM
s.d 0.6 0.9 0.8 1.2 0.7 1.1 1.2
X. - Valor medio. =

s.d.- desviacion tipica

Como ya se ha observado en repetidas ocasiones, (Chen & Taylor, 1980 ; Guiry, 1979) el
comportamiento de Chondrus crispus en el laboratorio, no solo depende de las condiciones
de cultivo, sino también de caracteristica propias de las poblaciones naturales de origen, por
lo que a la hora de establecer comparaciones entre los resultados aqui obtenidos con los de
otros autores, resulta extraordinariamente dificil determinar cual es la causa de las diferen-
cias observadas, ya que a la compleja interaccidn de variables que tiene lugar en todos los
cultivos, hay que sumarle las propias de cada poblacién natural que ha servido como mate-
rial de partida.
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