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RESUMEN

Muchas especies de macroalgas marinas presentan alta variabilidad morfoldgica,
dificultando la identificacion especialmente de especies morfolégicamente simples. En la
region del Biobio, Mazzaella laminarioides es comun en sectores medios y bajos de roquerios
expuestos a la accion del oleaje. Tiene un ciclo de vida espérico isomorfico con tres tipos de
individuo de vida libre (gametofitos femeninos y masculinos, y esporofitos), y las laminas
son foliosas, de longitud y ancho variables. Se ha observado que en zonas bajas de roquerios
intermareales afectados por arena los individuos presentan ldminas notoriamente largas
(hasta mas de 50 cm de longitud) que aquellos individuos que se encuentran en los roquerios
sin influencia de arena, donde alcanzan una longitud méxima de 30 cm siendo las laminas
comunes. Se propuso que las laminas largas se originarian como rebrotes de regiones
abradidas de los discos. Se colectaron l[&minas de M. laminarioides de sitios con y sin arena
de la region del Biobio. La morfologia de las laminas se evalud a través de morfometria
tradicional y morfometria geométrica (MG). Los resultados de morfometria tradicional
mostraron que las ldminas de sitios con y sin influencia de arena fueron largos y anchos que
los sitios sin arena. La MG indic6 que la forma de las ldminas en cada condicién no cambia.
El andlisis molecular confirmé que las laminas largas corresponden a M. laminarioides.
Ademas, las laminas largas ocurren independientemente de la fase del ciclo de vida, ya que
la forma larga se encontré tanto en gametofitos femeninos como en esporofitos. Los analisis
complementarios indicaron que la estacionalidad y la altura intermareal no explicaron la
ocurrencia de las laminas largas. Por otra parte, los resultados indicaron que los individuos
de laminas largas ocurren en un microhabitat que difieren en la composicion de especies de
los sitios donde se encuentran los individuos de tamafio coman, particularmente debido a la
mayor abundancia de especies tolerantes a la arena. Experimentos de terreno de transplantes
reciprocos y de simulacion de abrasion por arena fueron realizados para evaluar la
morofologia de las nuevas laminas, sin embargo, el tamafio alcanzado durante el estudio fue
pequefio y evitd las comparaciones. Las comparaciones histoldgicas de discos basales no
mostraron claras diferencias sobre los tejidos de los discos obtenidos de sitios con y sin arena.
Aunque los resultados experimentales no fueron concluyentes, las ldminas largas de M.
laminarioides podria ser explicada por el origen del rebrote, como fue propuesto para
explicar las dos formas en Chondracanthus chamissoi. En esta especie, la lamina ancha
podria ser originada de discos normales, donde las laminas angostas se originan de discos
secundarios. En M. laminarioides las laminas largas y anchas podrian ser originadas de discos
abradidos luego de un dafio en el tejido. Esto explicaria la ocurrencia de laminas largas en
los sitios abradidos por arena. Futuros estudios son necesarios para confirmar si el origen de
los rebrotes explica el origen de las laminas largas

Palabras clave: abrasion, disco basal, morfometria, regeneracion, transplantes reciprocos.



ABSTRACT

Many marine macroalgal species tend to have a high morphological variation, which makes
identification difficult, especially for those morphologically simple species. In the Biobio
Region, Mazzaella laminarioides is a common species in the mid and low rocky intertidal
zone exposed to wave action. M. laminarioides has an isomorphic, sporic life cycle with three
types of free-living individuals (sporophytes, and female and male gametophytes), and the
fronds are foliose with variable length and width. In low intertidal rocky zones exposed to
high sand abrassion, individuals tend to have longer fronds (exceeding 50 cm in length) than
those individuals inhabiting rocky shores with no sand effect, which attain a maximum of 30
cm in length. Here, it was proposed that the longer fronds would originate as shoots from
sand-abraded portions of the discs. Fronds were collected in four sites with and four sites
without the scouring of sand on the substrata in the Biobio Region. The morphology of fronds
was evaluated using traditional morphometry and geometric morphometry (GM). Results of
traditional morphometrics showed that fronds from sand-influenced rocky patches were
longer and wider than those with no sand effects. The GM indicated that the shape of the
fronds in each condition did not change. Molecular analyses confirmed that the long-frond
individuals correspond to M. laminarioides. Furthermore, long-frond individuals occur
regardless of the phase of the life cycle, since the long form was found in both female
gametophytes and sporophytes. Complementary analyzes indicated that seasonality and
intertidal height did not explain the occurrence of long fronds. On the other hand, results
indicated that the long-frond individuals occur in microhabitats that differ in the species
composition from sites were the common-sized individuals are found, particularly due to the
greater abundance of sand-tolerant species in the former. Reciprocal transplant and abrasion
simulation, field experiments were performed to evaluate the morphology of the new fronds,
however, the size reached during the study was small and prevented comparisons.
Histological comparisons showed no clear differences in tissues of disks obtained from sites
with and without sand abrasion. Although the experimental results were not conclusive, long
blades of M. laminarioides could be explained by the origin of the shoots, as it was proposed
to explain the two forms found inChondracanthus chamissoi. In this species, the wider fronds
would originate from normal discs, whereas narrow blades would originate from secondary
disks. In M. laminarioides, the larger fronds would originate from sand-abraded disks after
tissue damage. This would explain the occurrence of long fronds in sand abraded sites.
Further studies arenecessary to confirm if the origin of the shoots explains the origin of the
long fronds.

Key words: basal disks, reciprocal transplant, regeneration, sand abrasion, morphometric



INTRODUCCION

Las macroalgas rojas son un grupo grande de especies usualmente comunes en roquerios
intermareales y submareales alrededor del mundo. La morfologia de este grupo es variable, se
encuentran desde diversos tipos de filamentos, laminas y hasta organismos crustosos (South &
Whittick, 1987).

La variabilidad morfoldgica en macroalgas puede encontrarse tanto entre especies, como
dentro de una misma especie. En Mazzaella, la morfologia de algunas de estas especies es muy
sencilla, siendo descritas como laminas lanceoladas que surgen desde un disco basal (Abbott,
1976) y usualmente no presentan ramificaciones u otros caracteres visibles o notorios. La
distincion entre Mazzaella splendens y M. linearis, por ejemplo, puede realizarse en base al grosor
de lalaminay la longitud del estipe (Shaughnessy, 1996). Sin embargo, estos dos caracteres varian
en respuesta al grado de exposicién al oleaje, dificultando la identificacion (Shaughnessy, 1996;
Ross et al., 2003). Por otro lado, la variabilidad en la morfologia de los talos se puede presentar
dentro de una especie y se puede reconocer a partir de diferentes caracteres morfoldgicos del talo
(e.g. grado de ramificacién, nimero de dicotomias, ancho y grosor) (Gutierrez & Fernandez, 1992;
Chopin et al., 1996; Brodie et al.,, 1997; Rodriguez & Otaiza, 2020). Esta variabilidad
intraespecifica puede generar problemas en la identificacion taxondémica. Por ejemplo, Chondrus
crispus en el Atlantico Norte muestra una alta variabilidad morfoldgica de las formas del talo, atin
cuando estudios moleculares corroboran la existencia de una sola especie (Chopin et al., 1996).

Mazzaella laminarioides (Bory) Fredericq (Rhodophyta, Gigartinales), es una especie con una
amplia distribucién en las costas de Chile, reportada desde Coquimbo (Santelices,1989) a
Magallanes (54°03'S 71°58'W) (Montecinos et al., 2012). Montecinos et al. (2012) determinaron
la existencia de tres clados distribuidos parapatricamente a lo largo de la costa de Chile,
corresepondientes a la zona norte (28°55'S 32°37'S), centro (34°05°S - 37°38°S) y sur (39°40°S
hasta 54°03°S). M. laminarioides junto con otras especies de la famila Gigartinaceae es de
importancia economica, siendo cosechada como materia prima para la extraccion de carragenanos
(Hannach & Waaland, 1986; Santelices, 1989; Buschmann et al., 1999; Norambuena et al., 2001).



Localmente, esta especie es abundante en roquerios intermareales, extendiéndose desde la
zona inferior de la banda de cirripedios (Jehlius cirratus) (Santelices, 1990) en la zona media-alta
del intermareal, hasta el margen superior de la banda de Lessonia spicata en la zona baja del
intermareal, formando una distintiva franja horizontal (Santelices, 1989; Santelices, 1990).
Lateralmente, es abundante en roquerios desde medianamente expuestos a muy expuestos al oleaje
y también esta presente en playas de bolones (Obs. Pers.). Ademas, esta especie es abundante en
sitios soleados que sombrios y en superficies de baja a mediana pendiente, que en aquellas de alta
pendiente (Obs.Pers.). También pueden crecer en superficies rocosas que se ven afectadas por la
influencia de arena (Santelices, 1990). Jara & Moreno (1984) (citada como Iridaea boryana)
mencionan que son abundantes en los mantos de Perumytilus purpuratus y también Hannach &
Santelices (1985) mencionan que se pueden encontrar creciendo en superficies cubiertas por

cirripedios (J. cirratus) y sobre roca.

Mazzaella laminarioides presenta un ciclo de vida esporico trifasico tipo Polysiphonia, con
una fase gametofitica haploide y una esporofitica diploide, ambas de vida libre e isomorficas, y
una fase carpoesporofitica diploide que se desarrolla dentro del gametofito femenino (Santelices,
1989). Los gametofitos son dioicos (Hommensard et al., 1993) y son mas abundantes que los
esporofitos (Hannach & Santelices, 1985; Sanhueza, 2005). Se ha mencionado que esta
dominancia gametofitica puede deberse a la mayor tolerancia de los gametofitos a condiciones
ambientales extremas (Luxoro & Santelices, 1989). Los esporofitos tienden a ser abundantes en
la zona intermareal baja (Luxoro & Santelices, 1989; Hannach & Santelices, 1985) mientras que
los gametofitos estan verticalmente mas uniformemente distribuidos, con mayor abundancia en

niveles superiores de su distribucion (Hannach & Santelices, 1985).

El talo de M. laminarioides esta conformado por un disco basal a partir del cual emergen
numerosas frondas erectas (Westermeier et al., 1987; Santelices, 1989; Gémez & Westermeier,
1991; Hoffmann & Santelices, 1997). El disco basal es una estructura de forma circular, aunque
algo irregular, que crece adherido al sustrato. A pesar de haber sido descrito como “esférico”
(Santelices, 1989) o “semiesférico” (Hoffmann & Santelices, 1997), este disco es una estructura
basal incrustante (Vera et al., 2008) de s6lo unos pocos milimetros de grosor (Obs. pers.). Cuando

crece sobre choritos, su contorno tiende a ser redondeado, y el centro es mas levantado que los



margenes probablemente influenciado por la forma de ese sustrato. En la literatura la estructura
interna del disco basal ha sido poco detallada. En el estudio de Santelices & Alvarado (2011)
muestran la histologia de discos de M. laminarioides, indicando el crecimiento incial de los ejes
erectos. En otras especies de la familia Gigartina pistillata (Hommersand et al., 1992) indican que
el disco esta formado por filamentos horizontales y filamentos que se arquean hacia la superficie
externa. En cuanto al crecimiento del disco, se ha evaluado que el crecimiento del margen del

disco presenta procesos de expansion y retraccion (Beneventi, 2012).

Las frondas tienen un estipe alargado y canaliculado y una lamina delgada de forma
lanceolada (Santelices, 1989), aunque no es raro encontrar laminas con dicotomias. La longitud
de las frondas es variable. Se ha reportado que las frondas pueden llegar a medir hasta 30 cm de
longitud y 5 cm de ancho (Santelices 1989; Hoffmann & Santelices, 1997), aunque en estudios
cuantitativos se reportan valores de hasta solo 20 cm de longitud en Chile central (Hannach &
Santelices, 1985). En la zona sur se reportan valores de hasta 16 cm (Gomez & Westermeier,
1991), no obstante este ultimo caso se refiere a recrecimiento de laminas luego de un experimento
de cosecha. Por otra parte, en un estudio del potencial reproductivo de M. laminarioides, se
reportaron laminas de hasta 160 cm? de superficie (Santelices & Martinez, 1997). Debido a que
M. laminarioides es una ldAmina lanceolada, presenta pocos caracteres aparte de la longitud y ancho
de la fronda, que pueden ser medidos.

Como muchas macroalgas intermareales, la morfologia de M. laminarioides es variable. La
longitud de las ldminas aumenta leve pero claramente desde las zonas intermareales altas a las
zonas bajas (Obs. Pers). Sin embargo, se ha observado que en algunos lugares es posible encontrar
laminas de longitud notoriamente mayor (FIGURAS 1y 2). En las zonas intermareales bajas de
roquerios afectados por arena individuos de M. laminarioides con ld&minas que pueden alcanzar
una longitud de mas de 50 cm y hasta 9 cm de ancho (Obs. pers.) en comparacién a las de roquerios
sin influencia de arena (Fuentealba, 2006). Estos roquerios ocurren adyacentes a playas de arena
y estacionalmente algunas superficies pueden quedar parcial o completamente cubiertos por arena
(Jaramillo, 1978; Lobban & Harrison, 1997). Al mismo tiempo, las superficies rocosas en la zona
del limite del banco de arena estan expuestas a abrasion por este sedimento, dependiendo de la

exposicion al oleaje y la estacion del afio (Jaramillo, 1978). De hecho, existen especies que



comunmente pueden encontrarse en estas condiciones y que pueden tolerar el efecto de la arena
(Daly & Mathieson, 1977; Anderson et al., 2008).

FIGURA 1:
Laminas de M. laminarioides observadas en roquerios con arena (a y b) y sin influencia de

arena (c).

2cem 2cem

FIGURA 2:
Laminas de M. laminarioides provenientes de zonas bajas de roquerios con arena (a) y sin

influencia de arena (b).

Varias explicaciones pueden ser propuestas para explicar la ocurrencia de laminas largas de

M. laminarioides en roquerios con influencia de arena. Una primera explicacion es que las laminas



largas que crecen en roquerios con arena y las laminas de menor longitud de sitios sin arena
corresponden a especies diferentes. Como se indicO mas arriba, en un estudio amplio de la
estructuracion genetica de M. laminarioides, Montecinos et al. (2012) encontraron tres clados
parapatricos distribuidos a lo largo de la costa de Chile. No obstante, si los talos largos de M.
laminarioides estan presente solo en las &reas con ocurrencia de arena, formando pequefios
parches marginales, es probable que no hayan sido incluidos en ese estudio. Por lo tanto, es
necesario comparar que las muestras de morfologias distintas y provenientes de roguerios con y

sin influencia de arena corresponden a la misma especie (ver Hipotesis 1).

Otras explicaciones para dar cuenta de la existencia de individuos de laminas largas de M.
laminarioides en roquerios con arena podrian resultar del efecto de factores externos al individuo
los cuales pueden ser fisicos o bioldgicos. (Shibneva & Skriptsova, 2015). Entre los factores
fisicos méas examinados se encuentran la luz (e.g., (D’ Antonio & Gibor, 1985; Perrone & Felicini,
1993; Felicini & Perrone, 1970; Lobban & Harrison, 1997; Haring & Carpenter, 2007), la
temperatura (Buschmann et al., 2004), la desecacion (Bell, 1995; Flores-Molina et al., 2014), la
salinidad (Rietema, 1995; Buschmann et al., 2004) y la exposicién al oleaje (Gutierrez &
Fernandez; 1992; Buschmann et al., 2004; D’ Amours & Scheibling, 2007). Otro factor fisico que
podria estar relacionado con la ocurrencia de parches de ldaminas largas es el efecto de la arena.
En los roquerios que son invadidos periddicamente por arena, la acumulacion de la arena esta dada
principalmente por las olas, las mareas y la topografia (Short, 1996). Los talos que crecen en
superficies rocosas con influencia de arena, podrian ser afectados de dos maneras. Por una parte,
esta el efecto de enterramiento, que sigue el ritmo estacional del movimiento de los sedimentos
(Aubrey, 1979; Little & Kitching, 1996). En verano, el nivel de la arena tiende a aumentar,
mientras que, en otofio y primavera, es menor (Daly & Mathieson, 1977), siendo removida en
invierno (Aubrey, 1979). Por otra parte, los talos pueden ser abradidos por la accion conjunta de
la arena y el oleaje (Daly & Mathieson, 1977; Lobban & Harrison, 1997).
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Adicionalmente a las condicionantes fisicos, factores bioldgicos también podrian afectar la
morfologia de macroalgas, como por ejemplo, la herbivoria (Lewis et al., 1987; Diaz-Pulido et al.,
2007), el efecto de epifitos y endofitos (Apt, 1984; Correa et al., 1993; Correa et al., 1997;
Ogandaga et al., 2016), asi como también la competencia (Carpenter, 1990; Piazzi & Ceccherelli,
2002). Entonces, si los factores fisicos y/o bioldgicos afectan la morfologia de las 1daminas de M.
laminarioides, se esperaria que al transplantar talos en forma reciproca entre roquerios con y sin

arena la morfologia resulte modificada (ver Hipotesis 4).

Aparte de los factores biologicos externos, algunos factores propios de estos organismos,
también pueden afectar la morfologia, como lo son las fases del ciclo de vida y el sexo (Lubchenco
& Cubit, 1980; Littler & Littler, 1980; Bessho & Iwasa, 2009; Schagerstrom & Kautsky, 2016).
El ciclo de vida de M. laminarioides incluye tres tipos de individuos de vida libre con similar
morfologia, los tetraesporofitos y los dos tipos de gametofitos (masculinos y femeninos)
(Santelices, 1989). No obstante, a pesar de que el ciclo de vida es descrito como isomorfico, se
han reportado leves diferencias en la longitud entre los talos de las dos fases (Hannach &
Santelices, 1985). Entonces, para descartar que la fase o sexo (i. e., el tipo de individuo de vida
libre) esté relacionada con la diferencia en longitud de las laminas en sitios con arena, se
muestrearon tanto laminas esporofiticas como gametofiticas en roquerios con o sin influencia de

arena (ver Hipdtesis 2).

Otra alternativa ha sido sugerida recientemente para explicar las formas de Chondracanthus
chamissoi. En esta especie se reconocen las formas lessonii y chauvinii, que se distinguen por
caracteres morfomeétricos del talo como el grosor, el ancho y el nimero de espinas (Rodriguez &
Otaiza, 2020). La explicacion propuesta se relaciona con el origen del talo, ya sea primario (desde
esporas) o secundario (desde estructuras de adhesion secundaria) (Rodriguez, 2018; ver también
Perrone & Felicini, 1972; Felicini & Perrone, 1972; Perrone-Pesola & Felicini, 1981; Perrone &
Cecere, 1997). Esta explicacién alternativa se refiere al origen de los primordios que crecen a
laminas. En un trabajo experimental hecho en Schottera nicaeensis (=Petroglossum nicaeense) en
el cual se realizaron diferentes tipos de secciones en distintas partes de las laminas, se describieron
dos tipos de rebrotes: las proliferaciones y las regeneraciones (Perrone & Felicini, 1972; Perrone

& Felicini, 1976; Perrone & Cecere, 1997). Las proliferaciones se definen como brotes corticales
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exogenos que crecen como resultado de la reanudacion de la actividad meristematica de algunas
células terminales de ramas de crecimiento limitado. En cambio, las regeneraciones son brotes a
partir de de-diferenciacion de células de la médula, donde no hay corteza. Las regeneraciones se
producen en respuesta a un dafio o herida causada en el talo y generan estructuras de morfologia
diferente (Perrone & Felicini, 1972; Perrone & Cecere, 1997). Es decir, en S. nicaeensis, la
morfologia de los rebrotes resultd dependiente del tejido desde el cual crecieron. Mientras las
proliferaciones se originaron desde tejido cortical produciendo estructuras con morfologia similar
al talo erecto, las regeneraciones crecieron desde tejido medular produciendo estructuras mas

cilindricas y alargadas, afines a ejes rizomatozos (Perrone & Felicini, 1972).

En M. laminarioides, la estructura que producen los rebrotes no es la lamina sino el disco
basal (Santelices & Norambuena, 1987; Gomez & Westermeier, 1991; Westermeier et al., 1987;
Beneventi, 2012). Entonces, los discos que crecen en roguerios afectados por arena pueden ser
abradidos o permanecer enterrados por un tiempo suficiente como para producir dafio en sus
tejidos. En esta tesis se propone que los rebrotes producidos desde los discos que crecen sin
influencia de arena producirian ldminas de morfologia y longitud comdnmente visibles en los
roquerios. Estos rebrotes corresponderian a “proliferaciones” ya que generarian estructuras con
morfologia similar a la ldmina. En cambio, los rebrotes que crecen a partir de tejidos cicatrizados
en discos afectados por la arena, corresponderian a “regeneraciones” y producirian las ldminas
largas. Es decir, los discos que no han sufrido abrasion producirian laminas “comunes” mientras
que los que han regenerado tejidos luego de abrasion producirian laminas “largas” (ver Hipotesis
5). Este seria el mismo argumento propuesto por (Rodriguez & Otaiza, 2020) para explicar las dos

formas de C. chamissoi. (ver mas arriba).
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HIPOTESIS

Hipdtesis General

En zonas bajas de roquerios intermareales influenciados por abrasion por arena, las
laminas de Mazzaella laminarioides presentan una morfologia diferente a las laminas de
roquerios sin influencia de arena debido a que se producen como rebrotes a partir de discos

con sectores regenerados luego de abrasién por arena.
Hipotesis Especificas

e H1: Las laminas provenientes de zonas con y sin influencia de arena corresponden a
la misma especie.

e H2: La morfologia de las laminas de los tipos de individuos de vida libre M.
laminarioides difiere entre las zonas bajas de roquerios con y sin influencia de arena.

e Ha3: Los roquerios cony sin influencia de arena donde crece M. laminarioides difieren
en la composicion de especies.

e H4: Las condiciones ambientales presentes en el lugar donde crece M. laminarioides
afecta la morfologia de las laminas.

e H5: Laminas de M. laminarioides que rebrotan desde tejidos regenerados luego de
abrasion presentan una morfologia diferente a las que crecen desde tejido sin

abrasion.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Explicar la causa de la diferencia en la morfologia de las laminas de Mazzaella
laminarioides (Rhodophyta, Gigartinaceae) en zonas bajas de roquerios con y sin influencia

de arena.

Objetivos Especificos

e OL1: Determinar mediante analisis molecular si las ldminas provenientes de zonas con
y sin influencia de arena corresponden a la misma especie.

e 02: Comparar la morfologia de las laminas de los tipos de individuos de vida libre de
M. laminarioides en zonas bajas de roquerios con y sin influencia de arena.

e (03: Comparar la composicién de especies que ocurren como biota acompafante de
M. laminarioides en zonas bajas de roquerios intermareales con y sin influencia de
arena.

e O4: Comparar la morfologia de las nuevas laminas que han crecido desde discos
sometidos a trasplantes reciprocos entre zonas con y sin arena.

e O5: Comparar la morfologia de las nuevas ld&minas que han crecido desde zonas no
abradidas del disco y zonas sometidas experimentalmente a abrasion.

e 06: Comparar la histologia de discos basales de individuos de laminas largas y de

individuos de ldminas comunes.
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METODOS

Sitios de estudio

Los sitios de muestreo fueron ubicados en cinco localidades dentro de la Regidn del Biobio:
Desembocadura del rio Biobio, Merquiche, Chome, Coliumo y Playa Negra de Coronel (FIGURA
3; TABLA 1). Todos estos sitios presentaban roquerios, y algunos de ellos también presentaban
playas de arena. Los sitios abarcaban roquerios intermareales desde expuestos a semi-protegidos

del oleaje y con exposicion directa al sol (TABLA 2).
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FIGURA 3:

Sitios de muestreo ubicados en la region del Biobio. Se indica la ubicacién de
Merquiche (MER), Coliumo (COL), Chome (CHO), Coronel (COR) y los Sitios 1y 2 de la
Desembocadura del rio Biobio con arena (DESC 1y DESC 2) y sin arena (DESS 1y DESS

2). Las flechas y puntos de color azul y naranja indican los sitios sin arena y con arena,

respectivamente.
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Los muestreos fueron realizados en roquerios en dos tipos de condiciones: roquerios comunes
sin arena y roquerios afectados por arena. Los sitios sin arena (Chome, Coliumo y Sitios 1y 2 de
la Desembocadura) correspondian a roquerios intermareales los cuales no tenian presencia de
arena en forma directa en sus superficies. Estos roquerios se encontraban a una distancia de al
menos 10 m desde los bordes de los bancos de arena intermareales mas cercanos y, cuando la
arena estaba mas cerca del roquerio, esos eran bancos de arenas submareales. Estos roquerios
presentaban una franja intermareal con organismos tipicos de las zonas intermareales rocosas
descritas para Chile central. La zona superior estaba dominada por el cirripedio Jehlius cirratus,
mientras que la zona media estaba dominada por la banda de Perumytilus purpuratus. La zona
baja se caracterizaba por la presencia de algas coralindceas crustosas y frecuentemente presentaba
la tipica banda de Lessonia spicata y Durvillaea incurvata, con la presencia ocasional de
Sarcothalia crispata. La presencia de roca desnuda fue frecuente solo en la zona alta, mientras

que en la zona media y baja, diversos organismos cubrian casi la totalidad de la superficie.

En estos roquerios, Mazzaella laminarioides era abundante en una banda que se extendia
desde la zona inferior de la banda de J. cirratus hasta la zona inferior de la banda de P. purpuratus.
Junto con M. laminarioides, otras algas eran también frecuentes, como Ulva spp, Pophyra/Pyropia
sp., Gelidium lingulatum y Ceramiales. La presencia de estos organismos en estas zonas es similar
a lo que ha sido descrito (Guiler, 1959; Duran & Castilla, 1989; Santelices, 1990; Alvarado &
Castilla, 1996; Ramirez & Osorio, 2000).

Los sitios con arena (Merquiche, Sitios 1y 2 de la Desembocadura y Coronel) correspondian
a roquerios intermareales flanqueados por playas de arena. Las superficies afectadas por la
abrasion o enterramiento por arena se distinguian como una banda angosta en la zona intermareal
baja de algunos roquerios. En estos roquerios el principal organismo sésil en la zona alta era J.
cirratus, con abundante presencia de roca desnuda. En estos roquerios Lessonia spicata o algas

coralinceas crustosas estaban ausentes.
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TABLA1

Lista de los sitios con y sin arena muestreados en este estudio y sus coordenadas geogréficas.

Condicién Sitio Caodigo Coordenadas
Coliumo COL 36°31'35"S, 72°57'21" O
Sin arena Chome CHO 36°46'24" S, 73°12'43" O
Desembocadura S1 DESS 1 36°48'25" S, 73°10' 34" O
Desembocadura S2 DESS 2 36°48'44" S, 73°10' 29" O
Merquiche MER 36°29'03" S, 72°54'30" O
Conarena Desembocadura S1 DESC 1 36°48'24" S, 73°10' 33" O
Desembocadura S2 DESC 2 36°48'44" S, 73°10' 29" O
Coronel COR 37°03'13" S, 73°08'30" O

Muestreo complementario
Sin arena Desembocadura S3 DESS 3 36°48'23" S, 73°10' 37" O
TABLA 2

Caracteristicas fisicas y época de colecta de las laminas de los sitios muestreados en este estudio
para cada condicion (con y sin arena).

Sitio Epoca de Orientacion Exposm_on al - Exposicion Tipo de roca Pendiente (°) (+ DE)
colecta oleaje al sol
. . . . . bolones, roca madre
Coliumo primavera oeste semi-protegido  directa . 48 + 14,48
(granito)

Chome invierno [verano]  noreste expuesto directa  roca madre (arenisca) 17,2 + 9,48
Desembocadura S1 primavera oeste expuesto directa  roca madre (pizarra) 6,6 = 2,47
Desembocadura S2 primavera noroeste expuesto directa plz.;mchon de roca 16 + 4,41

(pizarra)
. o . canalones en roca
Merquiche invierno oeste expuesto directa . 19 + 8,38
madre (pizarra)
Desembocadura S1 primavera suroeste  semi-protegido intermedio roca madre (pizarra) 14 + 4,58
Desembocadura S2 primavera noroeste  semi-protegido  directa ros:a madre, bolones 16 + 1,96
(pizarra)
Coronel [otofio] primavera  oeste expuesto directa  rocamadre (arenisca) 9+224
Muestreo complementario
Desembocadura S3 [otofio] noroeste expuesto dierecta  roca madre (pizarra) 57+0,7
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Los sitios muestreados presentaban algunas diferencias en cuanto a varias caracteristicas
abidticas, independiente de si se trataban de sitios con o sin arena (TABLA 2). Por ejemplo, el
tipo de roca podia ser sedimentaria (pizarra 0 arenisca), o ignea (granito). En cuanto a la
exposicion a las marejadas dominantes del suroeste, algunos sitios eran mas protegidos mientras
que otros estaban mas directamente expuestos a estas (FIGURA 3). Estas diferencias dependian
de la posicion del sitio a lo largo de la linea de costa, particularmente si estaban dentro de una
bahia. En cuanto a exposicion al oleaje, diferian en relacion a la presencia de roquerios cercanos
a la costa que actuaban como rompeolas. Incluso, algunos sitios tenian una banda de bolones hacia
la zona del mar. Todos los sitios presentaban amplia exposicion a la radiacién solar directa, aunque

en algunos casos, los sitios podian recibir sombra mas temprano que otros.

Colecta de laminas

Para evaluar la morfologia, se colectaron las laminas fueron colectadas en la zona baja
de roquerios con y sin arena. En Chome, Coliumo, Coronel y Merquiche, los roquerios
correspondian sélo a una condicién cada uno. En cambio, cada uno de los dos sitios de la
Desembocadura presentaba roquerios con y sin arena (TABLA 1). Estos dos sitios estaban a
una distancia lineal de 600 m entre si. Las laminas fueron obtenidas entre julio y diciembre
de 2019. En Chome y Merquiche el muestreo fue realizado en invierno, y en Coliumo,
Coronel y la Desembocadura las muestras fueron obtenidas en primavera (TABLA 2). En
cada sitio se colectaron al menos 35 laminas de gametofitos femeninos y una cantidad similar
de tetraesporofitos. En el caso del gametofito masculino no fue posible obtener suficientes
ejemplares en todos los muestreos ya que eran escasos 0 las laminas usualmente no estaban
completas, por lo tanto, no se incluyeron para los anélisis de comparacion morfologica. Para
asegurar que el muestreo fuera de individuos diferentes, cada lamina fue obtenida desde un
disco diferente. Para estandarizar el tamafio y, considerando que muchas laminas
desarrolladas de M. laminarioides estan cortadas, se selecciond la lamina mas larga que
estaba completa, i.e., con el apice completo. Las laminas fueron transportadas en bolsas

plasticas rotuladas al Laboratorio de Algas de la Universidad Catélica de la Santisima
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Concepcion (UCSC). Las laminas fueron mantenidas en refrigerador (4°C) hasta ser
procesadas, antes de 48 h.

Muestreos complementarios

Aparte de los muestreos ya descritos, se analizaron laminas provenientes de muestreos
complementarios. Uno de estos muestreos permitio evaluar el efecto de la altura vertical de la banda
sobre el tamafio de las ldminas de M. laminarioides. Este muestreo fue realizado durante otofio en
un nuevo sitio (Sitio 3 sin arena) de la Desembocadura (datos facilitados por Castillo 2019). El
muestreo considero tres niveles (nivel superior, medio e inferior) de la banda de M. laminarioides.
La técnica de muestreo fue la misma que fue aplicada en los muestreos ya descritos, colectando
ldminas completas de discos diferentes en cada nivel de la banda de M. laminarioides, e incluyendo

los tres tipos de individuos de vida libre. En total, se usaron 190 laminas.

Debido a que los muestreos ya descritos no pudieron ser hechos en una misma época, cualquier
diferencia encontrada podria estar dada por un efecto de la estacionalidad. Sin embargo, algunos
muestreos preliminares o complementarios permitieron comparar el efecto de la estacionalidad. En
Coronel, se realiz6 un muestreo preliminar en otofio 2019, sin embargo, dado que el nimero de
muestras fue bajo en comparacion con los otros sitios, no se incorpord en los anélisis antes
mencionados, pero permitio realizar comparaciones entre otofio-primavera en un mismo sitio. Por
lo tanto, se realiz6 una comparacién de las variables longitud total, ancho de lamina y la relacion
longitud total/ancho de lamina de esporofitos y gametofitos femeninos en ambos muestreos. En

total, se utilizaron 86 laminas.

En la Desembocadura, las ldaminas del nivel inferior de la banda de M. laminarioides del
muestreo realizado en otofio en el Sitio 3 (complementario) fueron comparadas con el muestreo de
primavera del nivel inferior del Sitio 1 sin arena de la Desembocadura dada su cercania con el Sitio

3. Entonces se realizé una comparacién para otofio-primavera con estos datos.

Por otra parte, el muestreo de Chome se realizé en invierno. En verano 2020 se realizé un
muestreo complementario en este sitio para comparar el tamafio de las ldminas entre invierno-

verano.
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En resumen, con estos muestreos complementarios se realizaron comparaciones en relacion a
las estaciones invierno-verano (Chome) y primavera-otofio (Coronel y Desembocadura), y en
relacién a la altura de la banda (Sitio 1 y 3 de la Desembocadura). Las comparaciones se realizaron
a través de ANDEVAs. Para el efecto de la estacionalidad, el analisis de varianza fue de dos vias
con los factores Tipo de individuo de vida libre con dos niveles, y el factor Estacion del afio con
dos niveles, ambos de efectos fijos. Para el efecto de la altura vertical de la banda se incluyeron los
tres tipos de individuos de vida libre (gametofito masculino y femenino, y el esporofito). El analisis
de varianza fue de dos vias, con el factor Nivel con tres niveles y el factor Tipo de individuo con
tres niveles, ambos de efectos fijos. Las variables respuesta incluidas para estos analisis fueron la
longitud total, ancho de 1dmina, relacion longitud total/ancho de lamina.

Evaluacion de la altura intermareal y pendiente de los sitios

Dado que la altura intermareal podria afectar el tamafio de las [dminas de M. laminarioides,
se evalud la altura intermareal de la franja muestreada usando el método de Emery (Emery, 1961).
Estas mediciones se realizaron en todos los sitios de muestreo. La medicion se realizd en tres
niveles los cuales fueron, el nivel superior e inferior de la banda de M. laminarioides y el nivel
superior de la franja colectada. Para cada nivel se realizaron cuatro mediciones de altura, las cuales
fueron corregidas a la altura absoluta. Para comparar la altura se realiz6 un analisis de varianza de
dos vias, con el factor Condicién como factor de efecto fijo, con dos niveles (con y sin arena), y
el factor Sitio como factor de efecto aleatorio, anidado en Condicion, y con cuatro niveles (Chome,
Coliumo, Sitio 1 y 2 de la Desembocadura sin arena y Coronel, Merquiche y el Sitio 1y 2 de la
Desembocadura con arena). Para cumplir con el supuesto de homogeneidad de varianza los datos
debieron ser transformados (transformacion logaritmica (Zar, 2010). Para el anélisis se utilizo el
programa estadistico STATISTICA 7 (StatSoft, Inc, 2004, OK, Estados Unidos).

Para la evaluacion de la pendiente de los roquerios muestreados se cuantifico la diferencia en
altura de la banda de M. laminarioides que fue efectivamente muestreada utilizando el método de
Emery (Emery, 1961). Al mismo tiempo se determind la distancia horizontal entre los dos puntos
evaluados. Con estos valores se determind la pendiente, en grados, a través de la aplicacion del

teorema de Pitdgoras. La pendiente se evalud en cuatro puntos en cada sitio muestreado.
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Anélisis molecular

Para evaluar si las 1dminas de sitios con y sin arena corresponden a la misma especie, se
realizd el analisis genético de muestras provenientes de roquerios con y sin arena (TABLA 1). Se
utilizaron laminas de gametofitos femeninos obtenidas en los muestreos usados para la descripcion
morfoldgica, considerando cinco laminas por tratamiento. Para la Desembocadura solo se

analizaron l&minas del Sitio 1 con y sin arena.

Las laminas fueron limpiadas cuidadosamente para eliminar la fauna acompariante y posibles
epifitos. De cada lamina se cortd un trozo de tejido evitando las estructuras reproductivas. Los
trozos del tejido de cada lamina fueron colocados en una bolsa pléstica hermética con silica gel
para su deshidratacion. El analisis molecular fue realizado en el laboratorio de Ecologia Molecular
de la UCSC. Los trozos se trituraron con una tijera estéril en el interior de un tubo Eppendorf
estéril de 1,5 mL, previamente rotulado. Luego, se procedio a realizar la extraccion de ADN con
el Kit GenJET Genomic DNA Purification (Thermo ScientificTM) siguiendo el protocolo del
fabricante. Posteriormente, el ADN fue almacenado a -20°C hasta el momento de la amplificacion.

Para el analisis se utilizdé el marcador del gen mitocondrial citocromo oxidasa subunidad |
(CQI), el cual tiene una sensibilidad adecuada para delimitar especies, particularmente en
Gigartinales (Clarkston & Saunders, 2010) . La amplificacion fue realizada con la reaccién de la
cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction, PCR). Para esta reaccion, se utilizaron los
partidores disefiados por Saunders (2005) y utilizados en M. laminarioides (Montecinos et al.,
2012) (GazFl: 5  TCAACAAATCATAAAGATATTGG 3 'y GazR2: &%
ACTTCTGGATGTCCAAAAAAYCA 3), utilizando las siguientes condiciones: 2 min a 94°C,
seguido de 40 ciclos a 94°C por 15 s, 45°C por 30 sy 72°C por 1 min y una etapa final a 72°C por
4 min. Los productos PCR amplificados se enviaron a secuenciar usando el partidor GazF1l a
Macrogen Inc (Seul, Corea del Sur). Luego, las secuencias obtenidas fueron editadas y alineadas
utilizando el programa Geneious 7.1.3 (www.geneious.com, Kearse et al., 2012) para ser
analizadas mediante BLAST (Altschul et al., 1990). Esto permitio identificar si las secuencias
coincidian con otras secuencias presentes en la base de datos GenBank, determinando la especie

a la cual correspondia cada secuencia a través del porcentaje de identidad.
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Para caracterizar la diversidad genética del conjunto de las secuencias, se identific el nimero
de sitios polimdrficos (S), la diversidad haplotipica (H), que se refiere a la probabilidad de que los
haplotipos elegidos al azar sean diferentes, y la diversidad nucleotidica (m), que es la probabilidad
de que dos sitios de nucleotidos elegidos al azar sean diferentes (Nei, 1987). Estos parametros se
determinaron con el programa DNA Sequence Polymorphism ver. 5.10.01 (DnaSP) (Librado &
Rozas, 2009). Con las secuencias obtenidas en este estudio y las de Montecinos et al. (2012) se
determind el numero de haplotipos. Estos haplotipos fueron visualizados a través de una red de
haplotipos realizada con el programa PopART (Leigh & Bryant, 2015). Dado que los haplotipos
obtenidos en este estudio mostraron corresponder al clado Centro de Montecinos et al. (2012), la
red se realizé considerando Unicamente este clado, es decir, incorporando los haplotipos C9, C10,
Cl11, C12,C13y C14.

Asimismo, para comparar las secuencias obtenidas en este estudio junto con las de
Montecinos et al. (2012) se realiz6 un arbol filogenético. Para la construccion filogenética se
incluyeron todos los haplotipos descritos por Montecinos et al. (2012) desde el norte hasta el sur
de Chile. El modelo de sustitucién fue elegido usando al Criterio de Informacion Akaike a traves
de jModelTest ver. 2.1.10 (Darriba et al., 2012), resultando TrN + I. El arbol fue realizado con el
método Méxima Verosimilitud (ML) a través de 1Qtree (Trifinopoulos et al., 2016) utilizando el
modelo determinado en el jModelTest. Para el soporte de los nodos se realizaron 1000
pseudoréplicas bootstraps (Hoang et al., 2018). Para el andlisis se incluydé una muestra de M.
membranacea proveniente de los roquerios con arena, dado que es una especie que esta presente
en el parche donde se encuentran las laminas largas de M. laminarioides en los sitios con arena.
Como grupos externos, se incluyeron secuencias de las especies M. affinis (AY970577) y M.
splendens (AY970623) obtenidas del GenBank (ver ANEXO 1).

Comparacién morfolédgica de laminas de M. laminarioides
Analisis morfométrico tradicional

En el laboratorio, las laminas colectadas fueron separadas segun el tipo de individuo

reconociéndolas a través de las estructuras reproductivas visibles a ojo desnudo (soros
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tetrasporangiales y cistocarpos). Estas fueron y limpiadas con agua de mar para ser fotografiadas,
descartando aquellas que presentaban cortes o deformaciones andémalas. Cada ldmina fue
fotografiada individualmente sobre una mesa de luz orientando el canal del estipe hacia arriba
manteniendo la lamina aplanada con una fuente de vidrio, e incluyendo también una regla a modo
de escala para la estandarizacion de la evaluacion del tamafio. Para las fotografias se uso6 una
camara digital (SONY, DSC-TF1, China). A partir de las imégenes digitales se realizaron las
siguientes mediciones (FIGURA 4). (1) longitud total, considerando la longitud de la ldmina'y el
estipe; (2) longitud del estipe, medido desde la base del estipe hasta donde el grosor del estipe se
iguala al grosor de la lamina (Shaughnessy, 1996); (3) ancho del estipe, medido en la zona media
y superior de la longitud de éste; (4) ancho de la Iamina, estimado en la parte mas ancha de la
lamina, perpendicular al eje principal. A partir de la longitud total y el ancho de la ldmina se

determino el cociente entre ambas variables.

FIGURA 4:

Caracteres morfométricos de las laminas de M. laminarioides para el analisis de

morfometria tradicional. LT: longitud total; AL: ancho maximo de lamina; ZSE: zona

superior del estipe; ZME: zona media del estipe; LE: longitud del estipe.
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Para evaluar la curvatura del estipe, desde cada lamina se removi6 un fragmento en la mitad
de la longitud del estipe. Estos fragmentos fueron fotografiados a través de un microscopio
estereoscopico (Leica-EZ4E) de forma frontal, dejando visible la médula y la corteza (ver
FIGURA 5). Todas las fotografias fueron calibradas usando una reglilla. A partir de estas
fotografias se determind un indice para caracterizar la curvatura del canal del estipe. Usando el
programa analizador de iméagenes ImageJ 1.46r (NIH, Estados Unidos), se midi6 la longitud del
arco y de la cuerda a lo largo de la superficie cortada, y el indice correspondié al cuociente entre
el arcoy la cuerda (FIGURA 5) (Rodriguez & Otaiza 2020). Un valor igual a 1 indica que el estipe
es plano, mientras que valores mayores a 1 indican diferentes grados de curvatura. En las mismas

fotografias se midio el grosor del estipe en su parte media (FIGURA 5).

Grosor
Arco

¥

1mm

Cuerda

FIGURA 5:
Esquema de las mediciones para la determinacion del indice de curvatura (IC) y la
medicion del grosor del estipe. Se indica el arco y la cuerda en base a los cuales se

calculard el indice de curvatura.

Para evaluar la importancia relativa de cada una de estas variables en la morfologia de las
laminas, se realizd Analisis de Componentes Principales (PCA). Para este analisis se incluyeron
dos tipos de individuo de vida libre (gametofito femenino y esporofito), la condicion (con o sin
arena), y el sitio. Las variables que resultaron importantes en el PCA fueron analizadas
posteriormente en forma individual con analisis de varianza (ANDEVA) de tres factores, mixto,

con el factor Condicidn con dos niveles (con o sin arena) como factor de efecto fijo, el factor Sitio
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con cuatro niveles, anidado en Condicion como factor de efecto aleatorio, y el factor Tipo de
individuo de vida libre con dos niveles como factor de efecto fijo, cruzado con los anteriores.
Cuando fue necesario, se aplicaron transformaciones para cumplir con los supuestos de
normalidad y homocedasticidad (Zar, 2010). Las diferencias encontradas fueron exploradas con
la prueba a posteriori de Tukey con un nivel de significancia de a=0,05. Estos analisis fueron
realizados con el programa estadistico STATISTICA 7 (StatSoft, Inc, 2004, OK, Estados Unidos).

Aparte de la comparacion de promedios se explord la distribucion de frecuencias de las
variables medidas para contrastar los sitios con y sin arena. Esto se realiz6 sélo para la
Desembocadura dado que solo los dos sitios de esta localidad presentaban ambas condiciones (con
y sin arena) y fueron muestreados en el mismo momento. Se compard la distribucion de frecuencia
para las variables longitud total, ancho de laminas, y la relacion longitud/ancho de lamina, por
separado, para cada tipo de individuo de vida libre (gametofito femenino y esporofito). Las
comparaciones fueron realizadas con la prueba para dos muestras de Kolmogorov-Smirnov
(Sieguel, 1956).

Analisis de Morfometria Geométrica (MG)

La morfologia de las ldminas también fue comparada a través de una aproximacion de
Morfometria Geométrica (MG). Esta técnica permite evaluar diferencias en la formay visualizarla
en un espacio geomeétrico con el uso de puntos de referencia (landmarks) (Bookstein, 1992). Para
este andlisis se incluyeron los gametofitos femeninos y esporofitos. Dado que las laminas
presentan solo dos puntos homoélogos, base y apice, a partir de cada imagen digital se establecieron
31 puntos de referencia equidistantes, los cuales fueron colocados a lo largo del margen de cada
lamina (Pollicelli, 2018), lo que brinda informacion completa de la forma de cada una de ellas
(FIGURA 6).
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FIGURA 6:
Puntos de referencia (landmarks) para el analisis morfometria geométrica de laminas de M.

laminarioides.

Para la digitalizacion de las laminas se utilizd el programa TPSdig2 (Rohlf, 2006).
Posteriormente, a los puntos de referencia se les realiz6 el andlisis de Procrustes (Goodall, 1991;
Bookstein, 1996) que consistié en remover la variacion del tamafio, posicion y orientacion
(Klingenberg, 2013). A partir de este anlisis se obtuvieron coordenadas que se analizaron en el
programa MorphoJ (Klingenberg, 2011). Con este programa se obtuvo una matriz de covarianza
para los andlisis posteriores. Para evaluar si habia diferencias en la forma de las laminas, se realizo
un analisis de varianza multivarido permutacional (PERMANOVA) con las coordenadas
Procrustes (Goodall, 1991; Klingenberg & Mclintyre, 1998). La forma se refiere a todas las
caracteristicas geométricas de un objeto excepto el tamafio, la posicion y la orientacion
(Klingenberg, 2016). El disefio para el anélisis estadistico fue anidado, con los factores Condicion
con dos niveles (con o sin arena) como factor de efecto fijo y el factor Sitio con cuatro niveles,
anidado en Condicion como factor de efecto aleatorio. El andlisis se realizé para cada tipo de
individuo por separado a través del software PRIMER v6.1.6 con PERMANOVA.

Dado a que el tamafio puede tener un efecto sobre sobre la forma, se evalud el efecto

alométrico para cada tipo de individuo (gametofitos femeninos y esporofitos) (Klingenberg,
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2016). Esto se realiz6 a través de un andlisis de regresién multivariada. Para esta regresion se
utiliz6 como variable independiente el tamafio del centroide (Centroid size) y como variable
dependiente la forma. A través de los residuales de esta regresion se realizd un Analisis de
Componentes Principales (PCA) con el tamafio corregido (Klingenberg, 2016). La visualizacién
de la forma de las laminas fue realizada a través de gréaficos de tipo wireframe que consisten en
conectar los puntos de referencia a través de lineas rectas (Klingenberg, 2013). Esto se realiz6

para las formas extremas en los componentes 1y 2 del PCA.

Como la digitalizacion de los puntos de referencia puede tener un efecto individual de la
medicién de cada ldmina, 80 laminas fueron digitalizadas dos veces. A través de estas
digitalizaciones se determing el efecto del error al momento de colocar los puntos de referencia.
Esto se llevd a cabo a través de un andlisis de varianza en el programa Morfol. Si el efecto
individual de cada medicion es menor al cuadrado medio del individuo, la variacion de las laminas
se ajusta a los datos ya que se encuentran en orden de magnitud mayor que el error dado por la
digitalizacion de cada imagen. Para visualizar el grado de variacion se realiz6 un PCA.

Descripcion de la composicion de especies de zonas bajas de roquerios con y sin

arena

Para describir las zonas bajas de roquerios con y sin influencia de arena donde se tomaron las
muestras de M. laminarioides, se evalud la cobertura de esta especie y la biota acompafiante. Dado
que M. laminarioides presenta ldminas foliosas que a veces cubren otros organismos que estan
presente en estratos inferiores, se evalud la cobertura relativa de dos formas. Primero, se evalud
la cobertura de la forma estandar considerando los organismos vistos desde arriba (superficie
superior) y luego, en los mismos cuadrantes se midio la cobertura del segundo nivel (superficie
inferior) que correspondid solamente en evaluar los macroinvertebrados sesiles adheridos al
sustrato. En cada condicion la cobertura se evalu6 con 6 cuadrantes de 25 x 25 cm, cada uno con
100 puntos regularmente distribuidos. Los cuadrantes se instalaron aleatoriamente en las zonas
bajas de los roquerios. Las macroalgas y macroinvertebrados sésiles fueron identificados a nivel
de especie. Cuando no se tuvo la identificacion a nivel de especie, estos se identificaron a nivel de

género, familia u orden.
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Los datos de cobertura de cada cuadrante fueron transformados a la raiz cuarta. Se obtuvo una
matriz de similitud usando el indice de Bray-Curtis (Clarke, 1993). La cobertura de las macroalgas
y macroivertebrados sésiles de sitios con y sin arena fue comparada a través del analisis de
varianza multivariado permutacional (PERMANOVA) (Anderson, 2001) utilizando 999
permutaciones. El disefio fue cruzado con el factor Condicion (fijo con dos niveles) y el factor
Sitio (aleatorio con 8 niveles, anidado en la Condicién). Para la representacion gréafica de los datos
se realizd un analisis de Coordenadas Principales (PCoA) con las coberturas promedio de cada
sitio (Gower, 1966). Para determinar las especies que aportaron mas a la disimilaridad entre los
sitios con y sin arena, se realizé un andlisis de porcentaje de similitud (SIMPER) con los datos no
transformados. Estos andlisis fueron realizados a través del software PRIMER v6.1.6 con
PERMANOVA incluido (Anderson, 2001; Anderson et al., 2008).

Experimento de transplante reciproco de discos de M. laminarioides

Para evaluar si las diferencias en la morfologia de las laminas se deben a los factores externos
al individuo (factores fisicos o biolégicos) presentes en los sitios donde crece M. laminarioides,
se realizaron transplantes reciprocos de discos (Shaughnessy & DeWreede, 2001; Enriquez et al.,

2009) entre roquerios con y sin arena.

Para este experimento solo se usaron gametofitos femeninos. Se utilizaron cinco discos por
tratamiento (20 en total) considerando las condiciones con y sin arena, y los tratamientos control
(transplante en el mismo sitio de origen). Para preparar los discos, se colectaron individuos de P.
purpuratus que presentaran un disco de M. laminarioides en una de sus valvas. Una vez elegidos
los choritos, se partio cada chorito y se dejo6 la valva que contenia el disco. Esta se limpié de los
restos de tejidos blandos. Luego cada valva fue adherida en el sustrato donde se dejaria el montaje
del experimento usando masilla epoxica (Super As, Stierling). Cada valva de chorito fue
identificada con un roétulo. Los discos provenientes de roquerios con arena (donde usualmente no
hay P. purpuratus) fueron removidos con un fragmento de roca con ayuda de cincel y martillo.
Los sitios fueron preparados para recibir los transplantes en los roquerios. Para esto, se eligieron
zonas bajas de roquerios intermareales con y sin influencia de arena en la Desembocadura del rio
Biobio (36°48°43°°S, 73°1025°0).
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El experimento fue revisado cada dos meses y se planifico que a las nuevas laminas se les
realizarian mediciones de longitud total para evaluar si el cambio a una condicion diferente

generaria un cambio en la morfologia.

Experimento de raspado de discos basales de M. laminarioides

Para evaluar si la forma larga se origina a partir de discos que han regenerado luego de sufrir
dafio por la arena, se realiz6 un experimento de simulacion de abrasion in situ de los discos basales

de M. laminarioides y su seguimiento en terreno.

El sitio de estudio se ubico en roquerios de la zona intermareal rocosa de la localidad de la
Desembocadura del Rio Biobio (36°48743"°S, 73°10°25"°0). Se seleccionaron 20 discos de
gametofitos femeninos de M. laminarioides creciendo sobre P. purpuratus. Los discos
seleccionados fueron marcados para identificarlos en terreno. El tratamiento de raspado fue
aplicado a cada disco in situ en terreno. Este tratamiento consistié en raspar una mitad del disco
con una lija, removiendo el tejido hasta dejar sélo el hipotalo (tejido méas basal del disco). La otra
mitad del disco fue dejada como control y no fue manipulada. El experimento fue evaluado cada

dos meses, y se tomaron fotografias de la parte raspada y de la parte control.

Descripcion de la histologia del disco basal de M. laminarioides

Para analizar la histologia del disco basal de M. laminarioides y determinar la formacion de
los rebrotes se realizaron secciones histoldgicas en discos basales. Se analizaron 10 discos de sitios
con arena y nueve de sitios sin arena, para un total de 19 discos. Los discos fueron enjuagados con
agua destilada para eliminar los cristales de sal antes de realizar las secciones histoldgicas
(Hommersand et al., 1992). Antes de realizar las secciones histoldgicas, se eliminaron las laminas
y los estipes de cada disco. Luego se cortd un pequefio fragmento al que se le realizaron las
secciones a mano alzada con una hojilla de afeitar perpendicularmente al margen de crecimiento
(secciones anticlinales). Las secciones fueron tefiidas con azul de anilina 1% y montadas con
Karo® como preparaciones permanentes. A partir de las secciones histoldgicas, se determiné la
estructura de los tejidos comparando el grosor del disco, de la cuticula, el nimero de capas del
peritalo del centro y del hipotalo del centro y del margen. A las células que conformaron cada
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capa de tejido (margen, peritalo e hipotalo) se les midié la longitud, ancho y la relacion
longitud/ancho. Se midieron cuatro células en cada tejido como réplicas de cada disco.

Para las variables longitud, ancho y longitud/ancho de las células se realizaron analisis de
varianza con el factor Condicion con dos niveles (con o sin arena) como factor de efecto fijo, el
factor Disco (con siete niveles para las células del margen y nueve niveles para las células del
peritalo e hipotalo) anidado en Condicion como factor de efecto aleatorio y las cuatro mediciones

de las células como réplicas en cada caso.

Para el grosor del disco, de la cuticula y el namero de capas del peritalo y del hipotalo se
realiz6 un ANDEVA de una via con el factor Condicion con dos niveles (con y sin arena). Cuando
fue necesario, se aplicaron transformaciones para cumplir con los supuestos de normalidad y
homocedasticidad (Zar, 2010). Las diferencias encontradas fueron exploradas con la prueba a
posteriori de Tukey con un nivel de significancia de a=0,05. Estos andlisis fueron realizados con
el programa estadistico STATISTICA 7 (StatSoft, Inc, 2004, OK, Estados Unidos). Por otra parte,
para analizar el origen de los rebrotes de los discos y comparar entre los discos de sitios con y sin

arena, se realizaron observaciones de las secciones que presentaron la etapa inicial de los rebrotes.
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RESULTADOS

Anélisis molecular

Un total de 28 muestras fueron amplificadas y secuenciadas satisfactoriamente para el
marcador mitocondrial COI. El alineamiento final correspondio a 573 pares de bases (pb) de
todas las secuencias obtenidas. Todas las muestras secuenciadas fueron pertenecientes a M.
laminarioides, donde 15 de ellas tuvieron el 100% de similitud con el haplotipo C13
encontrado por Montecinos et al. (2012). Las 13 muestras restantes resultaron diferentes a
todos los haplotipos encontrados por Montecinos et al. (2012), detectandose seis nuevos
haplotipos, denominados C25 a C30. Los haplotipos C26 y C27 fueron frecuentes. El
haplotipo C26 fue encontrado en una muestra de la Desembocadura sin arena y en dos
muestras de Coronel que es un sitio con arena. El haplotipo C27 fue encontrado en cuatro
muestras de la Desembocadura con arena y en dos muestras de la Desembocadura sin arena
(TABLA 3).

El arbol filogenético construido con el marcador COI revel6 que las especies M.
splendens y M. affinis actuaron como buenos grupos externos, con valores de nodo
moderados a altos en todos los clados. M. membranacea se ubico en una posicion externa al
clado de la especie focal M. laminarioides (probabilidad de bootstrap = 99%). En su totalidad,
las muestras colectadas en sitios con y sin arena correspondieron a M. laminarioides
(probabilidad de bootstrap = 99%). Todos los haplotipos de M. laminarioides formaron un
grupo monofilético bien apoyado con altos valores de bootstrap (99%) (FIGURA 7).
Ademas, el arbol filogenético mostré que las secuencias analizadas de M. laminarioides
conforman tres clados distintos, coincidentes con las areas geograficas predeterminadas, los
cuales corresponden a los clados Norte, Centro y Sur, estando apoyados con los valores de
bootstrap. El clado del Norte (probabilidad de bootstrap = 73%) presenté ocho haplotipos
que correspondieron a haplotipos de cinco localidades entre 28°55°S y 32°37°S. El clado del
Centro estuvo bien soportado (probabilidad de bootstrap = 90%) y estuvo conformado por

haplotipos de cinco localidades entre 34°05°S y 37°38°S; y el clado del Sur (probabilidad de
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bootstrap = 93%) estuvo conformado por ocho localidades que se encontraron entre 39°40°S
y 54°03’S.

A partir del arbol filogenético se pudo confirmar que las secuencias obtenidas de las
muestras de las laminas de M. laminarioides de sitios con y sin arena se ubican en el clado
del Centro. El haplotipo C25 se encontrd relacionado con los haplotipos C12, C13 y C14
encontrados por Montecinos et al. (2012), mientras que los haplotipos entre C26 y C30
formaron un grupo bien soportado (90% bootstrap) y se encontraron relacionados a los

haplotipos C9, C10 y C11 que también correspondieron al clado del Centro.

TABLA 3
Numero de haplotipos e indices de diversidad genética de muestras de M. laminarioides
provenientes de sitios con y sin arena. Nhap: nimero de haplotipos; S: nimero de sitios
polimorficos; H: diversidad haplotipica; DE H: desviacion estandar de la diversidad
haplotipica; m: diversidad nucleotidica; N: nimero total de muestras. Se incluyen como

referencia todos los haplotipos del clado Centro.

Haplotipos

. o L, o 9 < ZEIEERECEN ®» O

Sitio Cdodigo Condicion O 3 5O 0 O 0 O O O O O 3 NhapS H DEH =x N
Coliumo COL 5 1 0 O 0 0 5
Chome CHO sinarena 4 1 2 2 040 024 1,40 5
Desembocadura sinarena  DESS 1 2 11 4 6 090 0,16 4,89 5
Merquiche MER 5 1 0 0 O 0 5
Desembocadura conarena DESC con arena 4 1 2 2 040 0,24 1,40('3) 5
Coronel COR 1 2 2 6 067 031 6]98('3) 3
Total 00001501 3 6 111 12 28

La red de haplotipos incluyendo los haplotipos del Centro (FIGURA 8) confirmd estas
relaciones entre haplotipos. El haplotipo C13 fue el haplotipo de mayor frecuencia, con
presencia en la mayoria de los sitios con y sin arena, excepto en la Desembocadura (TABLA
3). El haplotipo C27 origind nuevos haplotipos, pero de menor frecuencia (C28, C29 y C30).
En relacion a la diversidad haplotipica y nucleotidica, estas fueron mayores en Coronel y en
la Desembocadura sin arena (TABLA 3). En estos sitios fueron detectados seis sitios

polimérficos.
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Arbol de méaxima verosimilitud para M. laminarioides. Los valores de los nodos indican el

soporte (1000 bootstraps) indicandose Unicamente aquellos valores superiores a 70%. Los

haplotipos con codigos entre paréntesis corresponden a los reportados por Montecinos et al
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FIGURA 8:

Red de haplotipos del clado del Centro de M. laminarioides para el marcador COIl. Cada

circulo representa un haplotipo y el tamafio es proporcional a la frecuencia con la que fue
encontrado el haplotipo. Los colores indican los sitios de donde provienen los haplotipos.
Las lineas negras entre la red corresponden a pasos mutacionales. El circulo de color negro
corresponde a secuencia no muestreada que une el nimero de mutaciones. Los haplotipos

del Centro son los haplotipos correspondientes a Montecinos et al. (2012) (ver ANEXO 1).

Comparacion de la morfologia de las laminas M. laminarioides de roquerios con y sin

presencia de arena

Morfometria tradicional

El anélisis de las ldminas a través de morfometria tradicional permitio describir su
morfologia en los sitios con y sin arena a través de las variables morfométricas longitud total,
ancho de lamina, la relacion longitud/ancho de lamina, longitud del estipe, ancho del estipe

en su zona media y en su zona superior, grosor del estipe y el indice de curvatura del estipe.

El ACP realizado con las ocho variables morfométricas indicé que los primeros tres
componentes explicaron el 67,98% de la varianza observada en los datos (TABLA 4). El

primer componente principal explicé el 35,02% de varianza, mientras que el segundo
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componente principal explicé el 18,48% con un total para el primer y segundo componentes
de 53,5% de varianza (TABLA 4).

En el primer componente principal, las variables ancho de la zona superior del estipe
(-0,83), ancho de lamina (-0,82), longitud de lamina (-0,75), ancho de la zona media del
estipe (-0,74) y la longitud del estipe (-0,55), presentaron altos valores de correlacion con el
componente (TABLA 5). En el segundo componente, la relacion longitud/ancho de ldmina
(0,85) y el indice de curvatura del estipe (-0,53) presentaron alta correlacion con el
componente (TABLA 5). En este componente la contribucién de longitud de la ldamina
también fue alta pero menor que para el primer componente. Entre las variables
suplementarias, la variable Condicion fue la que tuvo mayor contribucion en el primer
componente (TABLA 5).

TABLA 4
Valores propios y proporcion de varianza total y acumulada de la matriz de correlacion del
ACP para las muestras de roquerios con y sin arena.

Valor propio Varianza total % acumulado

CP1 2,80 35,02 35,02
CpP2 1,48 18,48 53,50
CP3 1,16 14,48 67,98
CP4 0,92 11,50 79,49
CP5 0,79 9,87 89,36
CP6 0,54 6,76 96,12
CpP7 0,28 3,49 99,61
CP8 0,03 0,39 100

Con estos resultados, el primer componente hace referencia al tamafio y al ancho de la
lamina y del estipe mientras que el segundo componente hace referencia a la forma de las
laminas y del estipe. En la representacion gréafica de las variables evaluadas en las laminas
de todos los sitios en base al primer y segundo componente se distinguieron las laminas que
provenian de sitios con arenay de sitios sin arena (FIGURA 9). Estos dos grupos presentaron
cierto grado de separacion. Las laminas de sitios sin arena correspondieron a ldminas de

menor longitud y ancho de lamina, con estipes cortos y angostos, mientras que las de sitios
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con arena correspondieron a laminas de mayor longitud y ancho de lamina y con estipes

largos y anchos (FIGURA 9).

5 ©Sin arena

@ Con arena

CP2 (18%)

CP 1(35%)

FIGURA 9:
Anadlisis de Componentes Principal (PCA) de las variables morfométricas
evaluadas en laminas de gametofitos femeninos y esporofitos de los sitios con y sin
arena. Los circulos corresponden a cada una de las observaciones de las laminas

colectadas (n=400).

El anélisis de varianza individual para las variables que resultaron con mayores valores
de correlacion en el PCA detect6 interaccion significativa entre los factores Tipo de individuo
y Sitio (Condicion) para todas las variables, excepto para el indice de curvatura que presento

diferencias significativas unicamente entre los sitios de cada condicion (TABLA 6).

La longitud total mostrd variabilidad entre los sitios. Los resultados indicaron que las
laminas de roquerios sin arena tendieron a ser mas pequefias en contraste con las laminas de
roquerios con arena. La longitud total fue significativamente mayor en laminas de los
gametofitos femeninos y de los esporofitos en roquerios con arena del Sitio 1 (32,9 y 32,4
cm, respectivamente) y Sitio 2 (30,5 y 33,2 cm, respectivamente) de la Desembocadura y en
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los esporofitos provenientes de roquerios con arena de Merquiche (25,9 cm) (FIGURA 10).
Las laminas provenientes de roquerios con arena de Coronel presentaron una longitud similar
a las 1dminas de roquerios sin arena del Sitio 1 y 2 de la Desembocadura y de Coliumo. En
Chome las laminas presentaron la menor longitud en comparacion con los otros sitios,
teniendo una longitud de 8,2 y 9,4 cm en los esporofitos y gametofitos femeninos,
respectivamente (FIGURA 10).

TABLA 5
Matriz de correlaciones entre los componentes y cada una de las variables medidas.
Los valores resaltados en negrita corresponden a los coeficientes de las variables que
presentan valores mas altos en los componentes CP1y CP2. Las variables Condicion, Sitio
y Tipo de individuo indicadas con asterisco (*) corresponden a variables suplementarias

incorporadas en el analisis.

Variables CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CPB8
Longitud de lamina -0,75 057 -0,08 0,19 0,21 0,09 0,03 0,12
Longitud del estipe -055 -0,17 042 0,15 -059 0,33 0,12 0,00
Ancho de ldmina -0,82 0,02 -0,38 0,04 030 0,28 0,07 -0,10
Longitud/ancho de lamina -005 085 036 027 -0,12 -0,21 -0,09 -0,08

Ancho de la zona media del
estipe

eASrt‘i‘g;"de'aZO”aS“pe”orde' 083 -030 007 -016 -0,07 -0,10 -042 0,00

-0,74 -0,13 0,22 -0,33 0,03 -045 0,27 -0,01

Grosor del estipe -0,13 0,14 -0,81 0,08 -0,52 -0,20 0,02 0,00
indice de curvatura del estipe  -0,13 -0,53 0,03 0,80 0,14 -021 0,02 0,00
*Condicion -056 033 0,11 0,03 0,01 0,17 -0,03 -0,12
*Sitio 043 -0,31 021 -0,06 0,13 0,09 -0,16 -0,04
*Tipo de individuo 0,22 037 010 0,12 -0,03 -0,26 -0,07 -0,03

En relacion al ancho de la lamina, en los sitios con arena las laminas fueron mayormente
mas anchas que en sitios sin arena. Las laminas de gametofitos femeninos de roquerios con
arena en los Sitios 1 y 2 de la Desembocadura y Merquiche tuvieron los mayores valores
promedio de ancho entre las laminas estudiadas (entre 5,2 y 6,4 cm) (FIGURA 10). En
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algunos sitios, los esporofitos presentaron significativamente menor ancho que los
gametofitos femeninos. Esto se observo tanto en roquerios con arena (Sitio 1 y 2 de la
Desembocadura) como sin arena (Coliumo, Chome). Por lo tanto, independientemente de la
condicion y del sitio, los esporofitos tendieron a ser mas angostos que los gametofitos
femeninos. En las laminas de Coronel, el ancho de las ldminas fue menor que casi todo el

resto de los sitios con arena, siendo similar al de laminas provenientes de sitios sin arena.

En cuanto a la relacion longitud/ancho de ldmina, los esporofitos tendieron a mostrar
valores mayores que los gametofitos femeninos en la mayoria de los sitios,
independientemente de la condicion. En los Sitios 1 y 2 de la Desembocadura con arena esta
relacion fue significativamente mayor que el resto de los sitios (FIGURA 10).

La longitud del estipe fue variable entre los sitios. En los sitios sin arena la tendencia fue
que en Chome y en el Sitio 2 de la Desembocadura los estipes fueron mas cortos que el resto
de los sitios. En los sitios con arena la longitud del estipe tendié a ser mayor que los sitios
sin arena. En cuanto a los tipos de individuos de vida libre, s6lo en las [dminas provenientes
de Coronel los estipes de los esporofitos presentaron significativamente menor longitud que
los gametofitos femeninos (FIGURA 10).
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Tabla 6
Resumen de analisis de varianza de las variables evaluadas en las laminas de los tipos de
individuo de vida libre (gametofitos y femeninos y esporofitos) de sitios con y sin presencia
de arena. Ti: Tipo de individuo; C: Condicion; S: Sitio; GL: Grados de libertad; SC: Suma
de cuadrados; CM: Cuadrado medio; F: Estadigrafo de Fisher; P: Valor de probabilidad.

Longitud total Grosor del estipe

Fuente de

Lo GL SC CM F P GL SC CM F P

variacion
Ti 1 508 508 6,32 0,046 10,0002 0,0002 0,06 0,820
C 1 0,001 0,001 0,02 0,885 10,0001 0,0001 0,002 0,964
S(C) 6 484 081 17,50 <0,01 6 0,390 0,065 15,02 0,002
CxTi 1 0,03 0,03 069 0,438 1 0014 0,014 325 0,121
Ti x S(C) 6 0,28 0,05 7,65 <0,001 6 0,026 0,004 3,08 0,006
Error 370 223 0,01 370 0,520 0,001
Ancho de lamina Ancho de la zona media del estipe
Ti 1 0,71 0,71 21,57 0,004 1 0,36 0,36 10,59 0,001
o 1 2,10 2,10 4,37 0,081 1 1,74 1,74 51,16 <0,001
S(C) 6 2,88 048 14,61 0,002 6 385 0,64 18,84 <0,001
CxTi 1 0,02 0,02 048 0,513 1 0,33 0,33 9,729 0,002
Ti x S(C) 6 020 0,03 4,72 <0,001 6 1,73 0,29 8,443 <0,001
Error 370 258 0,01 370 12,62 0,03
Longitud/Ancho de lamina Ancho de la zona superior del estipe
Ti 1 142,03 142,03 48,63 <0,01 1 443 443 6,91 0,039
C 1 7531 7531 4,81 0,071 1 9,12 9,12 6,03 0,049
S(C) 6 94,05 15,67 5,36 0,030 6 9,08 151 236 0,160
CxTi 1 2,57 257 0,88 0,385 1 1,42 142 2,22 0,187
Ti x S(C) 6 1755 292 290 0,009 6 385 0,64 548 <0,001
Error 370 372,88 1,01 370 4336 0,12
Longitud del estipe indice de curvatura
Ti 1 220 220 962 0,021 1 001 001 155 0,259
C 1 69,5 69,5 3,33 0,118 1 0,02 002 029 0,610
S(C) 6 1256 20,9 9,13 0,008 6 0,37 0,06 10,46 0,006
CxTi 1 10,8 10,8 4,72 0,073 1 0,00 0,004 0,74 0,421
Ti x S(C) 6 13,8 23 251 0,022 6 0,04 001 1,74 0,112
Error 370 3381 0,9 370 1,26 0,003
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de Tukey (0= 0,05).
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El grosor del estipe fue variable entre los sitios de cada condicién. En laminas
provenientes de sitos sin arena de la Desembocadura (Sitio 1 y 2), el grosor del estipe fue
significativamente mayor que en laminas de Coliumo y Chome, presentando un grosor de
0,6 y 0,7 mm en gametofitos femeninos y esporofitos, respectivamente. El grosor del estipe
entre los sitios con arena fue menos variable, solamente laminas de los esporofitos
provenientes de Merquiche presentaron estipes significativamente mas gruesos que los otros
sitios con arena (FIGURA 10).

El ancho de la zona media y superior del estipe, fue menos variable en sitios sin arena y
en ambos tipos de individuos (FIGURA 10). En los sitios con arena, el ancho de la zona
media y superior del estipe fue significativamente mayor en los gametofitos femeninos del
Sitio 2 de la Desembocadura y ademas, en Merquiche el ancho de la zona superior fue

también significativamente mayor (FIGURA 10).

El indice de curvatura del estipe fue mas variable en los sitios sin arena que los sitios
con arena (FIGURA 10). En los estipes de Coliumo el indice de curvatura fue
significativamente mayor tanto en los gametofitos como en los esporofitos, en contraste a los
otros sitios. Es decir, el canal de los estipes de este sitio fue mas pronunciado que en los

estipes de los demas sitios sin arena (FIGURA 10).

En resumen, los andlisis de la varianza mostraron que los sitios y el tipo de individuo
fueron fuente de variabilidad en la morfologia de las laminas (FIGURA 10). Ademas,
también indicaron que las laminas de las dos condiciones difirieron principalmente en la
longitud de la ldmina y del estipe, el ancho de la ldmina y la relacion longitud/ancho de
lamina. En sitios sin arena las laminas de los gametofitos femeninos y esporofitos tendieron
a ser pequerias, angostas, con menor relacion longitud/ancho de ldmina, en comparacion con
las laminas de los sitios con arena. En roquerios con arena como la Desembocadura, las
laminas femeninas tendieron a ser largas, anchas y con menor relacién longitud /ancho de
lamina mientras que los esporofitos fueron angostos. En Merquiche y Coronel las ldminas
tendieron a ser menos largas en comparacion a la Desembocadura. Ademas, en Merquiche
se encontrd variabilidad en el tipo de individuo, los esporofitos fueron largos, y con mayor

relacién en longitud de ldmina/ancho de lamina, mientras que los gametofitos femeninos
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fueron de menor longitud, con menor relacion longitud/ancho de lamina. El ancho de lamina

en esta localidad no fue diferente entre los gametofitos y esporofitos.

La distribucion de frecuencia permitié confirmar las diferencias que mostro el analisis
de varianza sobre las ld&minas de sitios con y sin arena a traves de las variables longitud total,
ancho de ldmina y la relacion longitud/ancho de lamina. La distribucion de frecuencia de
estas variables (FIGURAS 11,12,13,14,15y 16) se muestran separadas por tipo de individuo,
donde los gréaficos de la izquierda corresponden a los gametofitos femeninos y los de la
derecha a los esporofitos. Solo en los dos sitios de la Desembocadura concurrian sitios con y
sin arena a corta distancia, por lo que fueron incluidos juntos en la figura (FIGURAS 11, 13
y 15). En cambio, para los demas sitios (Chome, Coliumo, Merquiche y Coronel) se
agruparon los dos sitios sin arena en una misma figura, y 1o mismo con los dos sitios con
arena en otra figura (FIGURAS 12, 14y 16).

La distribucion de frecuencia para los Sitios 1y 2 de la Desembocadura mostré que para
las tres variables evaluadas hubo diferencias significativas entre ambas condiciones (con y
sin arena) (TABLA 7). Tanto los gametofitos femeninos como los esporofitos de los Sitios 1
y 2 sin arena difirieron estadisticamente de los gametofitos femeninos y esporofitos de los
Sitios 1 y 2 con arena (FIGURA 11). Los valores de las modas de la longitud total de las
l&minas provenientes de los sitios sin arena de la Desembocadura se ubicaron entre las
categorias 20 y 25 cm con longitudes méximas y con baja frecuencia en la categoria de 30
cm tanto para los gametofitos femeninos como para los esporofitos (FIGURA 11). En las
laminas de los dos sitios con arena de la Desembocadura, las modas de las ldaminas se
encontraron entre 30 y 40 cm en ambos tipos de individuos y alcanzaron longitudes méaximas
de 45y 50 cm.

Tanto en Chome como en Coliumo (sitios sin arena) las laminas presentaron longitudes
en categorias inferiores a la de los dos sitios con arena de la Desembocadura. En Chome la
moda para la longitud de las laminas de ambos tipos de individuos se ubico en la categoria
de 10 cm y en Coliumo en categorias de 15y 20 cm (FIGURA 12). En Merquiche (FIGURA
12) la moda para la longitud de las laminas se encontrd en las categorias de 20, 25 en

gametofitos femeninos y de 30 cm en esporofitos, alcanzando longitudes méaximas de 35y
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45 c¢cm como en los sitios con arena de la Desembocadura. En Coronel (FIGURA 12) las
ldminas tanto de los gametofitos femeninos como de los esporofitos presentaron una moda
en la clase de tamafio de 20 cm, que es similar a lo indicado para de las laminas de los sitios

sin arena.

TABLA 7
Resumen de andlisis de distribucion de frecuencia de la prueba Kolmogorov-Smirnov (dos
muestras) para las variables evaluadas en laminas de los gametofitos femeninos y
esporofitos provenientes de los Sitios 1 y 2 de la Desembocadura del Rio Biobio con 'y sin

arena.

Longitud  Anchode Longitud/Ancho

total lamina de lamina
Gametofito femenino
Desembocadura S1
cony sin arena
D 1,0 0,8 0,5
p <0,0001 <0,001 0,006
Desembocadura S2
cony sin arena
D 0,8 0,6 0,4
p <0,0001 <0,001 0,026
Esporofito
Desembocadura S1
cony sin arena
D 0,8 0,7 0,5
p <0,0001 <0,001 0,002
Desembocadura S2
cony sin arena
D 0,9 0,7 0,7
p <0,0001 <0,001 <0,0001
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FIGURA 11:

Distribucion de frecuencia del nimero de laminas de gametofitos femeninos (Fem) y
esporofitos (Esp) en relacién a la longitud de lamina (cm) para los sitios 1y 2 de la
Desembocadura con y sin arena. Las barras con lineas corresponden a sitios con arena y las
barras sin lineas a sitios sin arena. En cada caso se evalu6 un total de 50 laminas.

El ancho de lamina fue estadisticamente diferente entre los Sitios 1y 2 con y sin arena
de la Desembocadura (TABLA 7). En los sitios sin arena de la Desembocadura la moda de
los gametofitos femeninos se encontrd en las categorias de 4 y 5 cm, y la de los esporofitos
se observo en las categorias de 3 'y 4 cm. En los sitios con arena se encontro que la moda para
los gametofitos femeninos fue de 5y 6 cm y las ldminas alcanzaron hasta 11 cm de ancho.
Los esporofitos presentaron la moda en las categorias de 4 y 5 cm con ancho maximo de 7
cm (FIGURA 13). En los otros sitios sin arena aparte de la Desembocadura, en Coliumo, el
ancho de las ldminas presento6 la moda en la categoria de 2 cm para los esporofitos y de 4 cm

para los gametofitos femeninos. En este sitio se registrd una categoria mayor de hasta 8 cm
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pero, Unicamente en un ejemplar (FIGURA 14). En Chome, las ld&minas presentaron menor
ancho en comparacion con los otros sitios, ubicandose la moda en las categorias de 2y 3 cm.
Tanto en Chome como en Coliumo el ancho de las laminas se encontro dentro del rango de
categorias de los sitios sin arena de la Desembocadura. En los otros sitios con arena, se
observé mayor rango del ancho que en los sitios sin arena. En Merquiche, la moda se encontro
entre 4 y 5 cm para los gametofitos femeninos como para los esporofitos respectivamente
con ancho maximo de 10 cm para ambos tipos de individuos (FIGURA 14). En Coronel, las
laminas presentaron la moda en las categorias de 3 cm en ambos tipos de individuos, similar

a los rangos de los sitios sin arena.
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FIGURA 12:

Distribucion de frecuencia del nimero de ldminas de gametofitos femeninos (Fem) y
esporofitos (Esp) en relacion a la longitud de lamina (cm) para los sitios sin arena (Coliumo
y Chome) y con arena (Coronel y Merquiche). Las barras con lineas corresponden a sitios
con arena y las barras sin lineas a sitios sin arena. En cada caso se evalud un total de 50

laminas.
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FIGURA 13:

Distribucion de frecuencia del namero de laminas de gametofitos femeninos (Fem) y
esporofitos (Esp) en relacién al ancho de lamina (cm) para los sitios 1y 2 de la
Desembocadura con y sin arena. Las barras con lineas corresponden a sitios con arena y las
barras sin lineas a sitios sin arena. En cada caso se evalu6 un total de 50 laminas.

Para la variable relacion longitud/ancho de lamina al igual que en el analisis de varianza
se observo que los esporofitos tendieron a tener mayor relacion longitud/ancho de lamina
independientemente de la condicion (FIGURA 15). En los dos sitios sin arena de la
Desembocadura (Sitio 1 y Sitio 2), tanto los esporofitos como los gametofitos femeninos
difirieron significativamente de los sitios con arena (TABLA 7). En los sitios con arena, la
moda para los gametofitos femeninos fue similar que, para los sitios sin arena, pero en los
esporofitos lamoda se ubico en las categorias de 7 y 8. En los otros sitios sin arena, en Chome
la moda de los gametofitos femeninos se ubicé en la categoria de 3 y en Coliumo de 4. Los

esporofitos estuvieron en las categorias de 4 y 5. El valor de estas modas es inferior a las de
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los sitios con arena de la Desembocadura (FIGURA 14). En los otros sitios con arena, en
Merquiche, la relacion longitud total/ancho de Id&mina present6 valores moda en categorias
inferiores a las de Coronel (FIGURA 16).

En resumen, las ldminas de sitios sin arena presentaron longitud y ancho de lamina en
categorias inferiores que las laminas de sitios con arena, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas para los dos sitios de la Desembocadura (TABLA 7). En sitios
con arena, Coronel mostré longitudes en categorias menores en contraste a los otros sitios
(FIGURA 12).

] Fem Coliumo ] Esp Coliumo
25 4 25 -
[l Fem Chome [l Esp Chome
20 A 20 A
15 4 € 15 |
5 &
3 10 | 3 10
< S
Z 51 S 5
0 +——— T e 0 P B
0 1 2 3 45 6 7 8 9 101 01 2 3 45 6 7 8 9 101
Ancho de lamina Ancho de lamina
25 1 25 1 3
Y Fem Coronel Esp Coronel
g 2] [ Fem Merquiche & 20 Esp Merquiche
E 15 4 (_Es 15 A S
[<§) \
S 10 A S 10 | N
g g N
Z 5 -1 M Z 54 §
Bl
04 = N 04 SR}
01 2 3 45 6 7 8 9 101 01 2 3 5 6 7 8 9 10 11
Ancho de lamina Ancho de lamina
FIGURA 14:

Distribucion de frecuencia del nimero de laminas de gametofitos femeninos (Fem) y
esporofitos (Esp) en relacién al ancho de lamina (cm) para los sitios sin arena (Coliumo y
Chome) y con arena (Coronel y Merquiche). Las barras con lineas corresponden a sitios
con arena y las barras sin lineas a sitios sin arena. En cada caso se evaluo un total de 50

laminas.
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FIGURA 15:

Distribucion de frecuencia del niamero de I&minas de gametofitos femeninos (Fem) y
esporofitos (Esp) en relacién a la longitud/ancho de lamina para los sitios 1y 2 de la
Desembocadura con y sin arena. Las barras con lineas corresponden a sitios con arena y las

barras sin lineas a sitios sin arena. En cada caso se evalu6 un total de 50 laminas.
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FIGURA 16:

Distribucion de frecuencia del nimero de laminas de gametofitos femeninos (Fem) y
esporofitos (Esp) en relacién a la longitud/ancho de lamina para los sitios sin arena
(Coliumo y Chome) y con arena (Coronel y Merquiche). Las barras con lineas
corresponden a sitios con arena y las barras sin lineas a sitios sin arena. En cada caso se

evalué un total de 50 laminas.

Morfometria Geométrica (MG)

A partir de la digitalizacion de los puntos de referencias en las laminas, la MG permitio
analizar la forma de las laminas de ambas fases de M. laminarioides de los sitios con y sin
arena. El analisis de regresién multivariada para la forma en funcion del tamafio del centroide
los gametofitos femeninos y esporofitos indico un efecto alométrico significativo del tamafio
sobre la forma (FIGURA 17). Para los gametofitos femeninos el efecto fue de 6,7%
(p < 0,0001), mientras que para los esporofitos fue de 7,7% (p < 0,0001). Esto indica que

ocurre un cambio de forma en la ldmina al aumentar su tamafio, revelando un leve efecto
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alométrico en el crecimiento de las laminas. Debido a este efecto, para el PCA se removio el

efecto del tamafio usando el componente residual de la regresion (Klingenberg, 2016).
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FIGURA 17:

Evaluacion de la alometria de las ldminas de gametofitos femeninos (N=207) (a) y
esporofitos (N=168) (b) de M. laminarioides.

En el PCA de los gametofitos femeninos los primeros dos componentes explicaron el

80,6% de la variacion total de la forma de las laminas. EI PCA mostré6 una amplia

superposicién entre ambos grupos (con y sin arena) (FIGURA 18 a). Las laminas de los sitos

sin arena estuvieron representadas en todo el rango de variacion del primer componente

mientras que las de los sitios con arena estuvieron mas acotadas a los valores centrales. En

el primer componente (54,5 %), los valores positivos y negativos estuvieron relacionados

con las desviaciones o curvaturas del “eje” de algunas de las laminas, tanto hacia la izquierda

como hacia la derecha. Ademas, estas curvaturas parecieron estar relacionadas con el

ensanchamiento de la lamina en uno de sus margenes (FIGURA 18.a). El segundo

componente (26,1%) se relacion6 principalmente con el ancho de las laminas. Los valores

negativos representaron laminas méas angostas y con apice agudo, mientras que los valores

positivos eran lAminas mas anchas y con apice redondeado (FIGURA 18 a).
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FIGURA 18:

Analisis de Componentes Principal de la variacion de la forma del gametofito femenino (a)
y del esporofito (b) de M. laminarioides a través del primer y segundo componente (PC1y
PC2). Los graficos wireframe indican la forma general extrema positiva y negativa. Se
muestra el factor de escala que corresponde a la magnitud del cambio de forma de la ldmina

de acuerdo la direccion de puntuacién del PC.

En el PCA para los esporofitos los primeros dos componentes explicaron el 84,57% de
la variacion total de la forma de las laminas (FIGURA 18 b). Al igual que para los gametofitos
femeninos, los valores para esporofitos mostraron una amplia superposicion entre las laminas
de sitios con y sin arena. El primer componente (57,6%) también se relacion6 con la

curvatura, pero para los esporofitos fue menos pronunciado que en los gametofitos
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femeninos. El segundo componente (27,0%) estuvo relacionado con el ancho de las Idminas,
al igual que para los gametofitos femeninos, en donde los valores negativos representaron
formas mas angostas con apice agudo y hacia valores positivos representaron formas mas
anchas y con apice redondeado (FIGURA 18 b). Si bien el PCA no mostré una clara
diferenciacion en cuanto a la forma de las laminas de los gametofitos femeninos vy
esporofitos, el Andeva indic6 un efecto significativo para la Condicion sobre la forma 'y el
tamafo del centroide (TABLA 8). Por otro lado, se determind que el efecto del error de
medicion fue menor al cuadrado medio del individuo (cada ld&mina) por lo tanto, la variacion
de las laminas se ajusta a los datos obtenidos ya que se encuentran en orden de magnitud
mayor que el error dado por la digitalizacion de cada imagen (FIGURA 19y TABLA 9).

TABLA 8
Resumen del andlisis de varianza para la forma y el tamafio de centroide de las laminas de
los gametofitos femeninos y esporofitos de sitos con y sin arena. Analisis realizado con
10000 permutaciones. GL: Grados de libertad; SC: Suma de cuadrados; CM: Cuadrado
medio; F: Estadigrafo de Fisher; P: Valor de probabilidad.

(b) Gametofito femenino

Efecto GL SC CM F P
Condicién 1 19944 199,44 18095 0,189
Sitio(Condicio6n) 6 710,31 118,39 12,0296 0,005
Error 160 93326 58,329
(a) Esporofito
Condicién 1 270,19 270,19 1,82 0,157
Sitio(Condicion) 6 950,77 158,46 2,7667 0,001
Error 199 11398 57,275
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FIGURA 19:

Anédlisis de componentes principales para el error de medicion a través de la

digitalizacion de los puntos de referencia (landmark) (N=160).

TABLA9

Resumen de analisis de varianza para la evaluacion del error de medicion para la
formay de las ldminas de M. laminarioides (N=160). Analisis realizado con 10000
permutaciones. GL: Grados de libertad; SC: Suma de cuadrados; CM: Cuadrado medio; F:

Estadigrafo de Fisher; P: Valor de probabilidad; Error 1: error de medicion.

Forma, andeva Procrustes: GL SC CM F P
Individual 45820 2,0 0,00043 347,85 <0,0001
Error 1 4640,0 0,01 0,000001

53



Comparacion de ldaminas de M. laminarioides de otofio-primavera e invierno-verano

En este estudio, los muestreos fueron realizados entre primavera y verano (TABLA 2),
por lo tanto, la estacionalidad podria tener un efecto en las variables evaluadas. Para esto, los
muestreos complementarios realizados en tres de los sitios permitieron comparar el efecto
estacional en las principales variables morfométricas: longitud, ancho de ldminay la relacién

longitud/ancho de lamina.

En Coronel (sitio con arena), donde el muestreo complementario fue en otofio, la
interaccion Estacion x Tipo de individuo de vida libre fue significativa para la longitud,
ancho de lamina y la relacion longitud/ancho de lamina. Para la longitud, a pesar de que la
interaccion fue significativa, la prueba a posteriori de Tukey s6lo distingui6 diferencias entre
estaciones del afio, siendo de mayor longitud las 1dminas de los gametofitos y esporofitos de
otofio que las de primavera (FIGURA 20a; TABLA 10). ElI ancho de la lamina fue
significativamente mayor en los gametofitos femeninos que en los esporofitos de su propia
estacion, pero fue méas pronunciada en otofio que en primavera (FIGURA 20a). Dados los
resultados anteriores, la relacion longitud/ancho de la ldmina fue significativamente mayor
en esporofitos que en gametofitos femeninos en otofio, pero no hubo diferencia en primavera
(FIGURA 20a).

En la Desembocadura la comparacion de las variables de las laminas del Sitio 1 sin arena
muestreado en primavera, y el Sitio 3 el que fue complementariamente muestreado en otofio,
indico que la longitud de las ldminas en ambas estaciones fue similar, no detectando
diferencias significativas (TABLA 11). Sin embargo, el rango entre el promedio mayor y el
menor de la longitud de las laminas considerando los cuatro tratamientos en la
Desembocadura (rango entre 17,8-19,3 cm) fue menor que el mismo rango en los cuatro
tratamientos de Coronel (rango entre 16,7-25,3cm). (FIGURA 20ay b). Esta diferencia entre
las mismas estaciones, pero diferentes sitios pueden afectar el tamafio de las laminas en una
estacion determinada. En cuanto al ancho, las laminas de otofio fueron significativamente
mas anchas que las de primavera (ANDEVA: Fy, 75 = 26,51; p = <<0,001) y los gametofitos
tuvieron significativamente mayores valores que los esporofitos (ANDEVA: F1, 75 = 8,36; p

= 0,005) (TABLA 11). Como consecuencia, la relaciéon longitud/ancho de la lamina fue
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significativamente mayor en los esporofitos que en los gametofitos femeninos, y fue mayor
en primavera que en otofio, pero la interaccion no resulto significativa (ANDEVA: Fy, 75 =
1,43; p =0,235) (TABLA 11).

Tabla 10

Resumen de analisis de varianza (N=86) de las variables evaluadas en las laminas de los
gametofitos femeninos y esporofitos de otofio y primavera de Coronel. E: Epoca; Ti: Tipo
de individuo. GL: Grados de libertad; SC: Suma de cuadrados; CM: Cuadrado medio; F:
Estadigrafo de Fisher; P: Valor de probabilidad.

Longitud total

Fuentede gL  sc cM  F P
variacion
E 1 0388 038 8469 <<0,001
Ti 1 0004 0004 091 0,344
E x Ti 1 0027 0027 598 0017
Error 82 0376 0,005
Ancho de lamina
E 1 0353 0353 5561 <<0,001
Ti 1 0389 0389 6142 <<0,001
E x Ti 1 0037 0037 58 0017
Error 82 0520 0,006

Longitud/ancho de ldmina

E 1 0,006 0,006 0,91 0,342
Ti 1 0,375 0,375 53,62 <<0,001
ExTi 1 0,111 0,111 1594 0,0001
Error 82 0,574 0,007
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Promedios (+ error estandar) de las variables evaluadas en ldaminas de gametofitos
femeninos (barra gris claro) y esporofitos (barra gris oscuro) para otofio-primavera de
Coronel (N=86) (a) y Desembocadura (N=79) (b) e invierno-verano de Chome (N=43) (c).
Las letras sobre las barras indican diferencias significativas para la estacionalidad de la
prueba a posteriori Tukey (0=0,05) mientras que las letras F y E indican diferencias entre

los gametofitos femeninos y esporofitos, respectivamente.

56



TABLA 11
Resumen de andlisis de varianza (N=79) de las variables evaluadas en gametofitos
femeninos y esporofitos de otofio y primavera para el Sitio 1 y Sitio 3 de la Desembocadura
del rio Biobio. E: Epoca; Ti: Tipo de individuo. GL: Grados de libertad; SC: Suma de
cuadrados; CM: Cuadrado medio; F: Estadigrafo de Fisher; P: Valor de probabilidad.

Longitud total

variacion sc oM F P
E 1 0,60 0,60 0,04 0,843
Ti 1 5941 59,41 393 0,051
ExTi 1 31,03 31,03 205 0,156
Error 75 1133,61 15,11
Ancho de lamina
E 1 1597 15,97 26,51 <<0,001
Ti 1 504 504 8,36 0,005
ExTi 1 021 0,21 0,35 0,555
Error 75 45,17 0,60
Longitud/ancho de lamina
E 1 023 0,23 29,49 <<0,001
Ti 1 022 0,22 28,06 <<0,001
E xTi 1 0,01 0,01 1,43 0,235
Error 75 0,58 0,01

En Chome, que corresponde a un sitio sin arena, la longitud de las laminas fue
significativamente mayor en verano (ANDEVA: Fi, 30=40,65; p = <<0,001) tanto para los
gametofitos femeninos como para los esporofitos (FIGURA 20c). En cambio, para el ancho
de lamina los dos factores fueron significativos (TABLA 12). El ancho fue mayor en verano
que en invierno, y los gametofitos femeninos fueron significativamente mas anchos que los
esporofitos (FIGURA 20c). Como consecuencia, la relacion longitud/ancho de lamina sélo
presento diferencias significativas para el factor Tipo de individuo (TABLA 12), teniendo
los esporofitos significativamente mayor relacion que los gametofitos femeninos (FIGURA
20c).

57



En resumen, en la comparacion de primavera-otofio para Coronel y la Desembocadura,
y de invierno-verano para Chome indicaron que la longitud y ancho de las laminas tienen un
componente estacional, siendo mas pequefias en invierno, con tamafos intermedios en
primavera y alcanzando mayor tamafio en otofio. La misma tendencia fue observada para el
ancho de l&mina, siendo menor en invierno y mayor en otofio. Ademas, los resultados
también indicaron que los gametofitos femeninos y los esporofitos presentan diferencias en
el ancho de la lamina, siendo mayor en los gametofitos femeninos. A pesar de estas
diferencias, la relacion longitud/ancho de lamina varia menos entre las estaciones, y en los

tres sitios muestreados fue mayor en los esporofitos que en los gametofitos.

TABLA 12
Resumen de andlisis de varianza (N=43) de las variables evaluadas en laminas de
gametofitos femeninos y esporofitos de invierno y verano de Chome. E: Epoca; Ti: Tipo de
individuo. GL: Grados de libertad; SC: Suma de cuadrados; CM: Cuadrado medio; F:
Estadigrafo de Fisher; P: Valor de probabilidad.

Longitud total
Fuente de

variacion GL sC CM F P
E 1 621,41 621,41 40,65 <<0,001
Ti 1 2,55 255 0,17 0,685
ExTi 1 0,48 048 0,03 0,861
Error 39 596,20 15,29
Ancho de lamina
E 1 1,03 1,03 76,99 <<0,001
Ti 1 0,27 0,27 20,48 <0,001
ExTi 1 0,02 0,02 159 0,215
Error 39 0,52 0,01
Longitud/ancho de lamina
E 1 4,21 421 254 0,119
Ti 1 3573 3573 2154 <0,001
ExTi 1 2,33 2,33 1,40 0,243
Error 39 64,70 1,66
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Comparacion de las laminas del nivel superior, medio e inferior de la banda de M.
laminarioides

Como se menciono antes, M. laminarioides esta presente en una ancha banda en la zona
intermareal rocosa. Los sitios de muestreo desde donde se colectaron las laminas cuya
morfologia fue comparada, correspondieron a la zona inferior de la banda de esta especie.
Sin embargo, el amplio rango de distribucion vertical podria tener un efecto en las

dimensiones de las laminas.

En el Sitio 3 sin arena (complementario), el limite superior de la banda de M.
laminarioides se registré a 2,1 m sobre el nivel cero de mareas, y el limite inferior a 1,09 m.
Es decir, en este sitio la banda de M. laminarioides tenia 1,01 m de diferencia vertical en su
altura. En la comparacion de las mediciones de las ldminas de diferentes niveles de la banda
de M. laminarioides, los resultados indicaron que hubo diferencias significativas en la
longitud y el ancho de lamina entre los diferentes niveles y entre los tipos de individuo, pero
para estas variables la interaccion no fue significativa (TABLA 13).

El andlisis de varianza indico que la longitud total fue significativamente mayor en el
nivel medio y bajo que en el nivel superior (ANDEVA, F2, 180 = 43,57; p <<0,001). Los
gametofitos femeninos y masculinos, y esporofitos del nivel inferior alcanzaron una longitud
promedio entre 13,3 y 17,8 cm, respectivamente, mientras que en el nivel medio estas
medidas estuvieron entre 13,5 y 15,6 cm, y en el nivel superior estos promedios variaron
entre 10,1y 12,4 cm (FIGURA 21). Los esporofitos y los gametofitos femeninos presentaron
significativamente mayor longitud que los gametofitos masculinos (ANDEVA, F, 180 =
14,97; p <<0,001). Estos resultados muestran que, en relacion a la altura vertical total de la
banda en un roquerio sin arena, la diferencia promedio méaxima en la longitud de las laminas

entre la zona superior e inferior fue entre 3,2y 5,4 cm.

El ancho de las laminas mostré una tendencia similar que la longitud total, siendo
significativamente mayor en los niveles inferior y medio la banda de M. laminarioides
(FIGURA 21). Por otra parte, los resultados también indicaron que el ancho de lamina entre

los tipos de individuos de vida libre presentd diferencias significativas (TABLA 13), siendo
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significativamente mayor en los gametofitos femeninos que en los gametofitos masculinos y
esporofitos (FIGURA 21).

La relacion longitud/ancho de las laminas no mostré diferencias entre los niveles de la
banda de M laminarioides, pero si indico diferencias entre los tipos de individuos de vida
libre, siendo mayor esta relacién en los esporofitos que en los dos tipos de gametofitos
(FIGURA 21). En resumen, las laminas fueron més largas y anchas en el nivel medio e
inferior de la banda de M. laminarioides. Sin embargo, la diferencia en la longitud entre las

laminas de la zona alta y la zona baja fue de menos de 8 cm.

TABLA 13
Resumen de analisis de varianza (N=189) de la comparacién de altura de la banda de
M. laminarioides para las variables evaluadas en los gametofitos masculinos, femeninos, y
esporofitos del nivel inferior, medio y superior del Sitio 3 complementario de la
Desembocadura del rio Biobio. Ti: Tipo de individuo; N: Nivel de la banda. GL: Grados de
libertad; SC: Suma de cuadrados; CM: Cuadrado medio; F: Estadigrafo de Fisher; P: Valor
de probabilidad.

Longitud total
Fuente de

variacion GL SC CM F P
Ti 2 294 147,17 14,97 <<0,001
N 2 857 428,33 43,57 <<0,001
TixN 4 68 17,04 1,73 0,144
Error 180 1769 9,83

Ancho de lamina

Ti 2 14 6,83 9,26 0,0001
N 2 41 20,65 28,02 <<0,001
TixN 4 2 0,52 0,70 0,590
Error 180 133 0,74

Longitud/ancho de ldmina

Ti 2 44,761 22,38 30,83 <<0,001
N 2 0,582 0,29 040 0,670
TixN 4 2,144 0,54 0,74 0,567
Error 180 130,66 0,73
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FIGURA 21:

Promedios (z error estandar, N=190) de las variables evaluadas en gametofitos
masculinos (Masc) y femeninos (Fem), y esporofitos (Esp) del nivel inferior, medio y
superior de la banda de M. laminarioides en roquerios del Sitio 3 de la Desembocadura del
rio Biobio. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas de la prueba a
posteriori Tukey (a=0,05). Las letras F, M y E indican las diferencias entre los gametofitos

femeninos, masculinos, y esporofitos, respectivamente, de la prueba a posteriori Tukey.
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Evaluacion de la altura intermareal

Los limites inferior y superior de la banda de M. laminarioides muestreada estuvieron
en rangos equivalentes en los sitios con y los sitios sin arena. El limite inferior de los sitios
sin arena se encontrd entre 0,8 y 1,5 m sobre el nivel cero de mareas, mientras que en los
sitios con arena estuvo entre 0,7 y 1,0 m (FIGURA 22). El andeva para el limite inferior no
fue diferente entre las dos condiciones (TABLA 14: ANDEVA,; F1¢= 3,04; p=<0,13), pero
si mostrd diferencias significativas entre los sitios de cada condicion (TABLA 14:
ANDEVA; F16= 17,76; p=<0,001)._Coliumo y el Sitio 1 de la Desembocadura sin arena
presentaron alturas similares a los sitios con arena Desembocadura (Sitio 1) y Coronel
(FIGURA 22). En cambio, en Chome y el sitio 2 de la Desembocadura el nivel inferior de la
banda muestreada presentd mayor altura, mientras que Merquiche y el sitio 2 con arena de la

Desembocadura mostraron valores intermedios (FIGURA 22).

Las alturas del limite superior (de la banda muestreada) en los sitios sin arena estuvo
entre 1,1y 1,7 m, siendo mayor en Chome y el Sitio 2 de la Desembocadura (FIGURA 22).
En los sitios con arena las alturas estuvieron entre 0,8 y 1,2 m sobre el nivel cero de mareas
(FIGURA 22). En este caso, Merquiche y el Sitio 2 de la Desembocadura presentaron alturas

similares al Sitio 1 de la Desembocadura sin arena.

TABLA 14
Analisis de varianza para las alturas del limite inferior y el limite superior de la
franja colectada de la banda de M. laminarioides. C: Condicion; S: Sitio; GL:
Grados de libertad; SC: Suma de cuadrados; CM: Cuadrado medio; F: Estadigrafo
de Fisher; P: Valor de probabilidad.

Limite Inferior Limite superior
Fuentede o s oM F P GL SC CM F P
variacon
C 1 016 016 304 013 1 0928 0,928 2,671 0,153
5(C) 6 03l 005 17,76 <0i00 6 2,085 0,348 26,01 <Oi00
Error 24 007 0,00 24 0,321 0,013
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FIGURA 22:

Promedios (£ desviacion estandar) de altura intermareal para cada condicion y sitio de
muestreo. Se muestran los tres niveles: el limite superior (LS) e inferior de la banda de M.
laminarioides (LIB) y el limite superior de la franja colectada (LSC). Las letras indican
diferencias significativas del analisis de varianza para los limites inferior de la banda de M.

laminarioides (letras a-c) e inferior de la franja colectada (letras j-1).

Descripcion de la composicion de especies de zonas bajas de roquerios con y sin arena

En el muestreo de la cobertura evaluada de forma estandar (superficie superior) de las
zonas bajas de los sitios muestreados se identificaron 18 taxa de macroalgas y
macroinvertebrados sésiles. En la TABLA 15 se presenta el promedio de cobertura (%) en
cada sitio con y sin arena. M. laminarioides fue abundante en ambas condiciones (con y sin

arena), su cobertura promedio estuvo entre 36 y 68,2% (TABLA 15).

En cuanto a las demas macroalgas presente, las algas rojas (Rhodophyta) fueron las mas
abundantes, con 10 taxa, seguidas de algas verdes (Chlorophyta) con cuatro, mientras que
s6lo se encontrd una especie de alga parda (Phaeophyceae). Aparte de M. laminarioides, la

ocurrencia de las demas especies de macroalgas dependi6 del sitio. Sarcothalia crispata. y
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Gelidium sp., estaban en baja abundancia, mientras que “Porphyra spp.” fue abundante en
los dos sitios sin arena de la Desembocadura y escasa en los sitios con arena. Especies de
Ceramiales fueron abundantes sélo en Chome. En los sitios sin arena, Mastocarpus latissimus
fue abundante s6lo en Coliumo, pero fue abundante en tres de los sitios con arena, mientras
que Codium bernabei y Schottera nicaeensis solo estuvieron presente con abundancia muy
baja en los sitios sin arena. Otras especies presentes, aunque con valores muy bajos de
cobertura fueron Rhizoclonium sp., Ralfsia sp., algas rojas crustosas no calcareas, y algunas
especies descritas como tolerantes a la arena, como fue el caso de Nothogenia sp. (Santelices,
1990). También fue frecuente encontrar a Ulva sp. siendo mas abundante en Chome. Se
identificaron cuatro especies que estuvieron ausentes en los sitios sin arena, las cuales
correspondieron a Ahnfeltiopsis durvillei, Asterfilopsis disciplinalis, Mazzaella
membranacea, y Grateloupia sp. Esta Gltima con menor abundancia (TABLA 15). Los
macroinvertebrados sésiles mas abundantes en sitios sin arena fueron los choritos P.
purpuratus (13,8-14,7%) y el cirripedio J. cirratus (2,2-9,7%). En estos sitios sin arena la
ocurrencia de roca desnuda fue baja, excepto en Coliumo donde alcanzé 16 + 6,3% (TABLA

15) y fue un poco mayor en los sitios con arena

En la cobertura del segundo nivel (superficie inferior), el mitilido P. purpuratus fue
dominante en tres de los sitios sin arena y mayormente ausente en los sitios con arena,
excepto en Merquiche, donde presentd alta abundancia (TABLA 15). El cirripedio J. cirratus
fue mas abundante en Coliumo. En sitios con arena, J. cirratus estuvo ausente mientras que

Semimytilus algosus presentd mayor abundancia en sitios con arena (TABLA 15).

Los resultados mostraron que hubo diferencias en la cobertura de especies evaluada de
la forma estandar. El analisis multivariado PERMANOVA mostro diferencias significativas
en los sitios de cada condicion (Fpseudo=8,13; P=0,001) (TABLA 16). En el segundo nivel los
macroinvertebrados fueron mas abundantes en sitios sin arena pero no significativamente
(Fpseudo=6,90; P=0,056), aun cuando los sitios de cada condicion fueron significativamente
distinto (Fpseudo=16,79; P=0,001) (TABLA 16). Por lo tanto, al igual en la cobertura medida

con la forma estandar, los sitios indicaron diferencias.
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Tabla 15

Porcentaje de abundancia (+ desviacion estandar) de macroalgas y de macroinvertebrados

sésiles evaluada de la forma estandar y el segundo nivel en roquerios de los sitios con y sin
arena. DESS 1y DESS 2: Sitio 1y 2 de la Desembocadura sin arena; CHO: Chome; COL.:
Coliumo; DESC 1y DESC 2: Sitio 1 y 2 de la Desembocadura; COR: Coronel; MER:

Merquiche.

Sinarena Con arena
(a) Forma estandar DESS1  DESS2 CHO coL DESC1  DESC2 COR MER
(superficie superior)
Mazzaella laminarioides 68,2 (17,5) 60,0(17,1) 36,0(257) 51,0(22) 38,0(19) 68,0(14,7) 43,7(29,2) 50,0(3,1)
Sarcothalia crispata - 1,5(3,2) 4,3(6,7) 1,2(2,9) - 1,5(3,7) -
Gelidium spp. 35(7,2) - 4,8(9,9) 2,7(5,6) - 0,2 (0,4) 8,7 (8,5) 3(4,3)
Porphyra spp. 10,2(7,8) 22,7(10,7) 1,5(1,5) - 0,7 (1,6) 1,5(1,8) 0,7 (1,6) -
Ceramiales 0,8 (2,0) 0,3(0,8) 23,8(16,8) - - - - 0,6 (1,0
Mastocarpus latissimus - - - 15,7 (14,6) | 19,7(8,9) 10,8(13,8) 1,2(1,3) 19,6 (9,6)
Codium bernabei - - - 0,2(0,4) - - - -
Schottera nicaeensis - - 24,9 0,2(0,4) -
Rhizoclonium sp. - - 0,5 - - - - -
Ralfsia sp. 0,5 (0,8) - - 0,7(1,2) 2,7(2,6) 2,0(3,2) 2,8(4,9) 4,2 (4,8)
Ulva spp. - 0,2 (0,4) 9,2 (8,9) 2(2,5) - 2,5(4,0) 4,7 (5,0) 0,3(0,8)
Costras rojas - - - 1,2 (1,6) 1,7 (2,9) - - 34 (51)
Perumytilus purpuratus 14,7 (6,9) 13,8(14,3) 13,8(8,7) - - 1(0,8) - 6,6 (7,7)
Jehlius cirratus - - 2,2(2,0) 9,7 (6,4) - - 0,5(1,2) 0,2 (0,4)
"Roca desnuda" 0,3(0,8) 1,2 (2,0) 1,8 (6,3) 16,0(6,3) | 15,7(8,8) 1,7(1) 12,7(13,8) 12,7(4,9)
Especies reportadas como tolerantes a la arena
Anfhletiopsis durvillei - - - - 1,3(2,4) 11,8(11,7) -
Asterfilopsis disciplinalis - - - - - 5(5,9) -
Mazzaella membranacea - - - - 1,2 (2,9) 7,8 (13,3) -
Grateloupia sp. - - - - - - 1,0(2,4) -
Nothogenia sp. 0,5(0,8) 0,3(0,8) - - 19,5(19,7) 5,5(9,6) - -
Semimytilus algosus 1,3(3,3) - - - 0,7 (1,2) 5,5 (8,6) -
(b) Segundo nivel
(superficie inferior)
Perumytilus purpuratus 87,7 (155) 98,55(2,5) 94,0 (6,0) 0,8 (1,3) - - 23,2 (35,3)
Semimytilus algosus 1,8 (4,5) - - - 15,0 (15,8) 14,7 (20,1) -
Jehlius cirratus 0,3 (0,51) - 2,8 (4,00 48,2(38,2) - - -
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TABLA 16
Resumen del anélisis de PERMANOVA para la cobertura de macroinvertebrados sésiles y
macroalgas evaluada de la forma estandar y en el segundo nivel en roquerios de sitios con y
sin arena. Analisis realizado a partir de la matriz de similitud Bray Curtis (datos
tranformados a la raiz cuarta). C: Condicion; S: Sitio; GL: Grados de libertad; SC: Suma de
cuadrados; CM: Cuadrado medio; Pseudo F: estadistico PERMANOVA,; P (perm): valor de

probabilidad obtenido por permutacion.

Forma estandar

Fue_nte_ ge GL SC CM Pseudo-F P(perm)
variacion
C 1 11677 11677 2,23 0,121
S(C) 6 31442 5240,3 8,13 0,001
Error 40 25773 644,32
Total 47 68891
Segundo nivel
C 1 43034 43034 6,90 0,056
S(C) 6 37408 6234,7 16,79 0,001
Error 40 14857 371,43
Total 47 95299

En la ordenacién gréafica del analisis de coordenadas principal (PCoA) de la cobertura
medida de la forma estandar, se observd que el primer componente separd los sitios de
acuerdo a la condicion con arena/sin arena, excepto Coliumo que se relacion6 con los sitios
con arena Coronel y Merquiche. Los dos sitios sin arena de la Desembocadura fueron
similares (FIGURA 23). En el segundo nivel también se observé que el primer componente
separo los sitios sin arena de los sitios con arena, excepto para Coliumo y Merquiche que se

presentaron separacion de su propio grupo.

El analisis SIMPER mostro que la diferencia entre la cobertura evaluada de la forma
estandar y en el segundo nivel, estuvo dada por las diferencias en la abundancia de especies
entre los sitios con y sin arena. En sitios sin arena la mayor contribucion estuvo dada por P.
purpuratus, Porphyra sp., Ulva sp. y Ceramiales mientras que, en los sitios con arena estuvo

dada por M. latissimus, roca desnuda y Nothogenia sp. (TABLA 17). En el segundo nivel en
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sitios sin arena la mayor contribucion estuvo dada por P. purpuratus y J. cirratus y en sitios

con arena por roca desnuda y S. algosus (TABLA 17).

En resumen, tanto los sitios con y sin arena presentaron una composicion de especies

variable. Aunque presentaron especies en comun, los sitios con arena presentaron especies

que fueron més abundantes en esa condicidn, los cuales no ocurrieron o presentaron baja

abundancia en los sitios sin arena.

Anélisis de Coordenadas Principales (PCoA) para la cobertura evaluada de la forma
estandar (a) y el segundo nivel (b) en roquerios de los sitios con y sin arena. COR: Coronel;
MER: Merquiche; CHO: Chome; COL: Coliumo; DESS 1y DESS 2: Sitio 1y 2 de la
Desembocadura sin aren; DESS 1y DESS 2: Sitio 1y 2 de la Desembocadura con arena.
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Tabla 17
Anélisis de porcentaje de similaridad (SIMPER) para las contribuciones de las especies mas
importantes de macroinvertebrados sésiles y macroalgas evaluadas de la forma estandar y

en el segundo nivel de sitios con y sin arena.

Sinarena Con arena

Abundancia Abundancia % %
promedio  promedio  Contribucién Acumulado

Forma estandar (superficie
superior) Disimilaridad: 58,39

Mastocarpus lattisimus 0,48 3,05 12,19 12,19
Perumytilus purpuratus 2,73 0,66 10,38 22,57
"Roca desnuda” 1,15 2,78 9,47 32,04
Porphyra spp. 2,19 0,38 9,14 41,19
Mazzaella laminarioides 6,93 6,81 8,3 49,49
Ulva sp. 1,41 0,72 5,93 55,41
Nothogenia sp. 0,16 1,32 5,74 61,15
Ceramiales 1,30 0,11 5,27 66,42

Segundo nivel (superficie
inferior) Disimilaridad: 70,28

Perumytilus purpuratus 7,37 1,29 41,39 41,39
"Roca desnuda” 2,78 8,79 39,79 81,18
Jehlius cirratus 1,84 0 10,31 91,49
Semimytilus algosus 0,14 1,47 8,51 100

Experimento de transplantes de discos de M. laminarioides

El experimento de transplante reciproco de discos realizado fue controlado entre
noviembre de 2019 y marzo del 2020, sin embargo, no pudo ser monitoreado posteriormente
debido a la restriccion de acceso al sitio del montaje del experimento ocasionado por la
contingencia sanitaria provocada por la pandemia del COVID-19. De 20 unidades
experimentales transplantadas inicialmente en octubre del 2019, en noviembre fueron
encontrados Unicamente 10 unidades. De estas, en el sitio sin arena, tres fueron provenientes

del sitio con arena y dos de sitio sin arena, que corresponden al tratamiento control, siendo
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un total de cinco unidades. En el sitio con arena se encontr6 la misma cantidad, pero tres
fueron provenientes del sitio sin arena y dos correspondieron al tratamiento control. En la
revision de enero, se reporto la pérdida de tres unidades experimentales adicionales. En el
sitio sin arena la perdida fue de un disco proveniente del sitio con arenay en el sitio con arena

la pérdida correspondi6 a dos unidades del tratamiento control.

En la revision de marzo, en el sitio sin arena se encontraron las mismas unidades
experimentales, pero en el sitio con arena sélo se encontraron dos unidades provenientes del
mismo sitio, que correspondian al tratamiento control. Durante esta revision, se observé que
la arena habia acrecido al nivel de los roquerios en donde se instalaron los experimentos, de
tal forma que la cobertura de algas sobre los roquerios fue baja y habia abundante roca
desnuda (ver ANEXO 2). Por lo tanto, el efecto abrasivo de la arena pudo haber afectado las
unidades experimentales instaladas sobre la roca. Incluso, se observé que, en los discos
restantes en el sitio con arena, hubo recambio de las laminas dado que solo se observaron
laminas pequefias. Es decir, los discos luego del transplante presentaron rebrotes y se veian
sanos. La longitud de las ldaminas no fue posible de medir dado que se requeria que estas
alcanzaran una longitud distinguible para reconocer si el cambio de habitat generaria un

cambio en la longitud de las ld&minas.
Experimento de raspado de discos de M. laminarioides

El experimento de simulacion de raspado por abrasion por arena fue controlado en los
mismos meses que el experimento de transplante. De las 20 unidades experimentales
instaladas inicialmente, se encontraron 16 desde noviembre hasta finales de enero, pero luego
en el muestreo realizado a inicios de marzo, solo quedaban 10 de los discos iniciales. La
reduccion de los discos probablemente fue debido a desprendimiento de los P. purpuratus
por el efecto del oleaje sobre las laminas M. laminarioides. Durante las revisiones de los
discos, todos se encontraron sanos y presentaron primordios y ldminas nuevas en la zona
raspada. Es decir, hubo recrecimiento del disco e inicio de crecimiento de nuevos primordios.
El numero de primordios promedio en la zona raspada de los discos fue de 8,7 + 4,5. Las

mediciones de la longitud de las laminas en la zona raspada durante la Gltima revision en
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terreno estuvieron entre 0,2 y 3,4 cm. También, en algunos discos fue posible observar

laminas cortadas en la base.

Estos escasos resultados indican que los discos de M. laminarioides contintan su
crecimiento luego de un efecto de abrasion sobre el tejido y ademéas mostraron que el tejido

es capaz de generar nuevas laminas.

Descripcion del disco de M. laminarioides

Las mediciones de longitud, ancho y el calculo de la relacion longitud/ancho de células
de tres partes del tejido de discos colectados en ambas condiciones, indicaron solo algunas

diferencias entre las condiciones.

El disco de M. laminarioides consistié en una estructura crustosa que se encontraba
fijada principalmente sobre roca o sobre el chorito P. purpuratus. Los discos eran estructuras

aplanadas que mostraban principalmente la forma del sustrato.

A través de secciones anticlinales (radiales) se observé que la estructura interna del disco
estd conformada por dos tejidos: el hipotalo y el peritalo (FIGURA 24c). El hipotalo
correspondi6 al tejido que esta en contacto con el sustrato. Este tejido estd constituido por
numerosas capas de filamentos horizontales, creciendo radialmente, y terminando en el
margen de la costra, donde usualmente se distinguen células muy alargadas y angostas que
forman el meristema marginal del disco (FIGURA 24b). Ramificaciones de los filamentos
del hipotalo crecen en forma asurgente hasta que, subitamente, las células mas o menos
alargadas del hipotalo forman un tejido de filamentos verticales de células cortas y anchas.
Este es el peritalo (Graham & Wilcox, 2000). Las células apicales del peritalo van generando
una gruesa cuticula que cubre toda la superficie del disco y el meristema marginal (FIGURA

24b). La cuticula también se presenta recubriendo el meristema marginal.

Los discos de sitios con y sin arena no presentaron claras diferencias en cuanto a su
histologia. El grosor de los discos de sitios sin arena fue de 47,9 £ 4,5 um y el de los sitios
con arena de 42,4 + 3,7 um, no detectandose diferencias significativas (TABLA 18). En
promedio, el hipotalo mostré 22,8 £ 2,7 um capas de células en el centro de los discos

colectados en sitios sin arena y de 22,3 £ 3,0 um en los discos con arena, no detectando
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diferencias significativas (TABLA 18). El margen (no considerando el meristema marginal)
de los discos tuvo menor cantidad de capas, llegando a 18 + 2,8 um en sitios sin arena 'y 17

+ 1,8 um en sitios con arena.

d

2

Cuticula
Meristema marginal

Peritalo

Hipotalo

FIGURA 24:

Disco basal de M. laminarioides. (a) Seccién anticlinal del disco (aumento 10x). (b)
Meristema marginal y cuticula (aumento 40x). (c) Filamentos que conforman el peritalo y
el hipotalo (aumento 40x). (d) rebrote originado del disco basal.
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TABLA 18
Resumen de andlisis de varianza de una via de las variables grosor del disco y
cuticula, numero de capas de células del peritalo y del hipotalo y del meristema marginal,
evaluadas en discos de M. laminarioides de sitios con y sin arena. GL: Grados de libertad:;
SC: Suma de cuadrados; CM: Cuadrado medio; F: Estadigrafo de Fisher; P: Valor de

probabilidad.

Grosor del disco

GL sC CM F P
Condicidn 1 142,21 142,21 0,9182 0,35
Error 17 2632,9 154,88
Grosor de cuticula
Condicidn 1 079 0,79 0,754 0,40
Error 16 16,75 1,05
Nro. de capas del peritalo del centro
Condicidn 1 25 25 0,021 0,89
Error 16 1864 116
Nro. de capas del hipotalo del margen
Condicién 1 218 2,18 0,060 0,81
Error 16 584,10 36,51
Nro. de capas del hipotalo del centro
Condicién 1 089 089 0,016 0,90
Error 16 893,56 55,85

El tamafio de las células del hipotalo (FIGURA 25) fue variable entre los discos de las
dos condiciones. La longitud de las células del hipotalo mostraron diferencias entre los discos
de cada condicion (TABLA 19). Se encontré entre 1,04 + 0,09 umy 2,13 £ 0,06 um en sitios
sinarenay entre 0,8 £ 0,1 umy 2,8 £ 0,4 um de longitud en sitios con arena (FIGURA 25).
El ancho de las células del hipotalo solo fueron significativamente diferentes entre los discos
de cada condicién (TABLA 19). Es decir, el ancho de célula dentro de cada disco fue
variable, ubicandose entre 0,2 = 0,05 um y 0,53 + 0,03 um (FIGURA 25). Con los resultados
de estas variables, la relacién longitud/ancho de las células fue significativamente mayor
entre los discos de sitios con arena (FIGURA 25; TABLA 19).
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El peritalo no mostro diferencias en la mayoria de las mediciones entre discos de sitios
cony sin arena. El nimero promedio de capas de células fue 24,8 + 3,8 um en discos de sitios
sinarenay 24 £ 3,9 um en discos de sitios con arena, no detectando diferencias significativas
(TABLA 21). La longitud de las células mostré diferencias significativas en el factor
condicion (TABLA 20), siendo significativamente mayor en las células de discos
provenientes de sitios sin arena (entre 0,4 £ 0,07 um y 0,9 + 0,04 um) que en las de discos
provenientes de sitios con arena (entre 0,2 £ 0,02 umy 0,6 + 0,03 um). Ademas, se encontrd
diferencias significativas entre los discos en cada condicion (FIGURA 25). El ancho de las
células fue significativamente diferente solamente entre los discos, pero no entre las dos
condiciones (TABLA 20). El ancho promedio estuvo entre 0,3 £ 0,03 umy 0,9 £ 0,08 um
(FIGURA 25). La relacion longitud/ancho por lo tanto, fue significativamente mayor en los
discos de los sitios sin arena (entre 0,6 £ 0,3 um y 2,3 £ 0,7 um) que en los de sitios con
arena (entre 0,4 £ 0,06pm 0,9+ 0,03 um) (TABLA 20 y FIGURA 25).

TABLA 19
Resumen de andlisis de varianza de las variables morfoanatomicas evaluadas en las
células del hipotalo de discos de M. laminarioides de sitios con y sin arena. C: Condicion;
D: Disco. GL: Grados de libertad; SC: Suma de cuadrados; CM: Cuadrado medio; F:
Estadigrafo de Fisher; P: Valor de probabilidad.

Longitud de célula del hipotalo
Fuente de

variacion GL SC CM F P
C 1 1,56 1,56 1,67 0,214
D(C) 16 15,29 0,96 4,38 <0,001
Error 50 10,92 0,22
Ancho de célula del hipotalo
C 1 0,01 0,01 0,34 0,5691
D(C) 16 0,40 0,02 2,66 0,0043
Error 50 0,47 0,01
Longitud/ancho de células del hipotalo
C 1 0,16 0,16 1,73 0,2071
D(C) 16 1,52 0,09 3,89 0,0001
Error 50 1,22 0,02
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FIGURA 25:

Nuamero de disco

Promedios (z error estandar estandar) de las variables longitud, ancho y relacion

longitud/ancho para las células del meristema marginal (a), el peritalo (b) e hipotalo (c) de

discos de M. laminarioides de sitios con (circulo gris oscuro) y sin arena (circulo gris

claro).

74



TABLA 20
Resumen de analisis de varianza de las variables morfoanatémicas evaluadas en las
células del peritalo de discos de M. laminarioides de sitios con y sin arena. C: Condicién;
D: Disco. GL: Grados de libertad; SC: Suma de cuadrados; CM: Cuadrado medio; F:
Estadigrafo de Fisher; P: Valor de probabilidad.

Longitud de célula del peritalo
Fuente de

variacion GL SC CM F P
C 1 0,114 0,114 15,88 0,0011
D(C) 16 0,116 0,007 4,20 <0,001
Error 54 0,093 0,002 3
Ancho de célula del peritalo
C 1 0,0005 0,0005 0,01 0,942
D(C) 16 1,3627 0,0852 4,49 <0,001
Error 54 1,0242 0,0190
Longitud/ancho de células del peritalo )
C 1 0,2730 0,2730 9,67 0,007
D(C) 16 0,4539 0,0284 4,06 <0,001
Error 54 0,3778 0,0070

En el caso de las células del meristema marginal, éstas fueron significativamente
diferentes entre los discos de cada condicion para las variables medidas (TABLA 21) y no
indicaron diferencias significativas en la condicion. La longitud de las células estuvo entre
0,6 £0,07 umy 2,7 £ 0,2 um entre los sitios con y sin arena, respectivamente (FIGURA 25).
Por su parte, el ancho de las células estuvo entre 0,2 + 0,03 umy 0,4 + 0,04 um (FIGURA
25). Con estas variables medidas, la relacion longitud/ancho también fue significativamente
variable entre los sitios (TABLA 21y FIGURA 25).

El grosor de la cuticula no fue significativamente diferente entre los discos de ambas
condiciones presentando un grosor de 2,5 £ 0,4 um en discos de sitios sin arena y de 2,0 +
0,3 um en sitios con arena (TABLA 18).

Por otra parte, en relacion al origen del rebrote solamente se observé en secciones de

cinco discos el inicio del rebrote. Dado que la formacién del rebrote en las secciones es
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continuada por una forma “conica invertida”, es decir, se ensancha hacia la superficie y se
angosta hacia la capa basal o hipotalo, no fue posible confirmar el punto de origen de los
rebrotes. En cuatro de los cinco discos, se observé que el rebrote inicio su formacion desde
el tejido del hipotalo, en donde los filamentos presentan un crecimiento continuo hacia la
superficie (FIGURA 24d). Esto se observé en los discos de roquerios con y sin arena. Sin
embargo, es necesario realizar secciones seriadas para verificar su origen. Por otro lado, se
observo que el rebrote aparece en la superficie con forma de domo. En esta etapa el rebrote
presenta células apicales en la superficie que se encuentran alargadas verticalmente a las que
le subsiguen células del peritalo. El interior del rebrote esta constituido por filamentos con

grandes espacios intercelulares que son similares a la estructura de la médula de la lamina.

Con estos resultados del origen del rebrote no es posible comprobar que las laminas de
sitios con y sin arena presentan un origen de tejido diferente. Ademas, las mediciones de las
células indicaron que no hubo diferencias en la histologia de los discos. Solamente la longitud
y la relacion longitud/ancho fueron las variables que indicaron diferencias en las células del
peritalo y del hipotalo.
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TABLA 21

Resumen de analisis de varianza de las variables morfoanatémicas evaluadas en las
células del meristema marginal de discos de M. laminarioides de sitios con y sin arena. C:
Condicion; D: Disco. GL: Grados de libertad; SC: Suma de cuadrados; CM: Cuadrado
medio; F: Estadigrafo de Fisher; P: Valor de probabilidad.

Longitud de célula del margen

Fuenede oL sc cM F P
C 1 0,03 0,03 0,14 0,707
D(C) 12 32,17 2,68 11,94 <0,0001
Error 36 8,08 0,22
Ancho de célula del meristema marginal
C 1 0,00 0,002 0,25 0,620
D(C) 12 0,24 0,02 2,33 0,025
Error 36 0,31 0,01
Longitud/ancho de células del margen
C 1 0,01 0,01 0,00 0,961
D(C) 12 464,13 38,68 7,35 <0,0001
Error 36 189,47 5,26
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DISCUSION

Comparacion de la morfologia de las laminas de M. laminarioides de roquerios con y

sin presencia de arena

M. laminarioides es comun en la zona media y baja de los roquerios intermareales de
Chile central. Se ha registrado que la longitud de las laminas puede alcanzar hasta 30 cm
(Santelices 1990, Hoffmann & Santelices, 1997) y en otros estudios se han reportado
longitudes menores, de sélo hasta 20 cm de longitud (Hannach & Santelices, 1985) y 160
cm? de superficie (Santelices & Martinez, 1997). No obstante, en el presente estudio en
algunos roquerios se encontraron grupos de ldminas de hasta 40 cm o més. Incluso, la mayor
lamina encontrada (aunque fuera de los muestreos) tuvo una longitud de 100,6 cm (ver
FIGURA 1). Estos roguerios donde las laminas alargadas eran frecuentes eran roquerios que
presentaban influencia de arena. La ocurrencia de ldaminas mas grandes en sitios con mayor
exposicién a la arena ya habia sido reportada por Fuentealba (2006). En ese estudio, que
comprendié solo una localidad, no se entregd una explicacion a la mayor longitud de las

laminas en roquerios con arena.

En el presente estudio, se compararon laminas de M. laminarioides de dos condiciones
para determinar si su morfologia podria estar relacionada con la influencia de arena. A través
de la evaluacion de la morfologia de las laminas con morfometria tradicional, el PCA
permitid separar las laminas de sitios sin arena de las ldminas de sitos con arena (ver FIGURA
9). Los resultados mostraron que las laminas colectadas en roquerios con influencia de arena
fueron mas largas y anchas que aquellas provenientes de roquerios sin este factor (FIGURA
10). El sitio de Coronel fue la excepcion. En este sitio fueron frecuentes las laminas de
longitudes y ancho en categorias similares a las de ldaminas de sitios sin arena. La longitud y
el ancho fueron mayores en los dos sitios de la Desembocadura con arena y en Merquiche.
Estos resultados revelaron que las laminas de M. laminarioides alcanzaron longitudes
mayores a las que han sido reportadas en la literatura (Hannach & Santelices, 1985;

Santelices, 1990; Santelices & Martinez, 1997). En estos trabajos no se indico si las laminas
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provenian de roquerios con arena. Sin embargo, la distribucion de frecuencia indico que las
ld&minas con longitudes mayores de 30 cm son mas frecuentes en sitios con influencia de
arena y poco comunes 0 ausentes en los sitios sin arena. Para las otras variables evaluadas,
aunque presentaron alta contribucion en el PCA, no fue posible observar patrones que

permitieran distinguir la morfologia de las l1dminas de las dos condiciones.

Por otra parte, la morfologia de las ldminas fue también analizada a través de la MG.
Esta herramienta ha sido ampliamente aplicada para estudiar la forma en animales (Foster et
al., 2008; Klingenberg, 2015) y también se ha usado para analizar la forma de las hojas en
plantas superiores (Viscosi et al., 2009; Viscosi & Cardini, 2011; Klingenberg et al., 2012;
Viscosi, 2015; Manacorda & Asurmendi, 2018; Pollicelli et al., 2018). Sin embargo, en
macroalgas la MG ha sido muy poco aplicada. Verbruggen et al. (2005) mencionan que los
pocos estudios morfométricos en macroalgas puede ser debido a la sensibilidad de las

estructuras a la variacion y a la plasticidad morfoldgica.

En este estudio M. laminarioides present6 una forma variable entre las laminas de cada
disco. Esta variabilidad puede ser explicada por las desviaciones o curvaturas que presentan
las ldminas en sus margenes, lo cual podria explicar la variabilidad en el PCA (FIGURA 18).
Ademas, el error de medicién indicé que los puntos de referencia se pudieron ubicar con
precision en las laminas (ver FIGURA 19). Por lo tanto, las laminas de M. laminarioides
digitalizadas de forma aplanada permitio ser un buen material de estudio para evaluar su

forma a través de la MG.

Los resultados de MG indicaron que la forma y el tamafio del centroide de las laminas
fueron significativamente diferentes para los sitios de cada condicion tanto para los
gametofitos como para los esporofitos (ver TABLA 8). Es decir, las laminas de cada
condicion mostraron una forma diferente. Por lo tanto, los resultados del analisis morfoldgico
no solo indicaron diferencias en la longitud y ancho a través de la morfometria tradicional,
sino que también la MG detecto diferencias en la forma de las laminas en las dos condiciones.
Esto indica que las laminas presentan diferencias en el tamafio sino también en la forma entre

los sitios con y sin arena.
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En estudios de la morfologia de hojas de plantas a través de la MG se ha podido
confirmar diferencias en la forma a nivel intraespecifico (Viscosi & Cardini, 2011; Pollicelli
et al., 2018). Incluso, se ha reportado amplia variabilidad individual en la morfologia de las
hojas de plantas superiores (Viscosi & Cardini, 2011). Estas variaciones en la forma no solo
se explican por el efecto del tamafio como lo mencionan Klingenberg et al. (2012), sino
también por un grado de plasticidad (Viscosi & Cardini, 2011; Klingenberg et al., 2012). En
la macroalga verde Halimeda tuna también se estudio su morfologia a través de la MG y se

reportd variabilidad en la forma de los segmentos (Neustupa & Nemcova, 2018).

Dado que los resultados confirmaron que las ldminas de M. laminarioides presentan
diferencias entre los sitios con y sin arena, es necesario plantear posibles explicaciones para

las diferencias observadas (ver mas abajo).

Andlisis molecular

Los resultados moleculares indicaron que las laminas provenientes de sitios con y sin
arena correspondieron a la misma especie, Mazzaella laminarioides. Esto fue consistente
para todas las muestras analizadas a partir del marcador COl. Por otra parte, el analisis
molecular indico la existencia de seis nuevos haplotipos, lo cual puede ser evidencia de la

alta variabilidad.

En este estudio gran parte de las muestras correspondieron al haplotipo C13 del clado
Centro encontrado por Montecinos et al. (2012). Si bien se encontré variabilidad
intraespecifica en las muestras de los seis sitios estudiados, los nuevos haplotipos se
encontraron también dentro del mismo clado del Centro (ver FIGURA 7). Esto se comprob6
en larelacion filogenetica, donde los haplotipos de este estudio se encontraron a una distancia
filogenética menor que la distancia entre clados. La identificacion de especies basada en el
ADN puede ser limitante para las especies recientemente divergentes (Hebert et al., 2003;
Stoeckle, 2003; Leliaert et al., 2014). Sin embargo, de acuerdo a Saunders (2005), el gen COI
funciona bien para la identificacion de especies de algas rojas, inclusive para especies de

algas rojas estrechamente relacionadas.
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Por otra parte, los resultados también indicaron que la ocurrencia de estos haplotipos fue
independiente de la condicidn, es decir, muestras de sitios con arena y sin arena compartieron
el mismo haplotipo (ver FIGURA 8). Entonces, con estos resultados no se tiene evidencia de
que la ocurrencia de las laminas largas de sitios con arena se deba a la presencia de una
especie distinta. Estudios similares se han realizado en macroalgas rojas por algunos autores,
los cuales han demostrado que, aunque presentaron diferencias morfoldgicas,
correspondieron a la misma especie, como lo es el caso de las macroalgas rojas Chondrus
ocellatus (Chopin et al., 1996), M. splendens (Ross et al., 2003) y Chondracanthus chamissoi
(Rodriguez & Otaiza, 2020).

Comparacion entre los tipos de individuos de vida libre de M. laminarioides

Otro factor que podria explicar la ocurrencia de laminas largas son las diferencias entre
las fases gametofiticas y esporofiticas de M. laminarioides. Sin embargo, al comparar los
tipos de individuo los resultados indicaron que tanto los esporofitos como los gametofitos
presentaron significativamente mayor longitud y ancho en sitios con arena, siendo mas
notorio en los dos sitios de la Desembocadura con arena y en Merquiche (ver FIGURA 10).
Por lo tanto, las diferencias en la morfologia entre ambos tipos de individuos no explicarian

la ocurrencia de las laminas largas, lo que permite apoyar la segunda hipétesis de este estudio.

Resultados similares han sido reportados por Rodriguez & Otaiza (2020) en C.
chamissoi. En las dos formas descritas para esta especie los caracteres que permitian
distinguirlas lo presentaban tanto los gametofitos como los esporofitos. Aun cuando las
laminas de ambos tipos de individuos presentaron mayor longitud y ancho en sitios con arena,
los resultados también revelaron diferencias morfologicas entre los gametofitos y

esporofitos.

En M. laminarioides a pesar de tener un ciclo de vida isomérfico se han reportado
diferencias morfoldgicas entre las laminas de individuos de las fases del ciclo de vida. Para
esta especie se ha mencionado que los esporofitos tienden a ser méas largos que los
gametofitos (Hannach & Santelices, 1985; Santelices & Martinez, 1997) lo cual también se

observd en este estudio. En M. splendens y en M. linearis también se ha reportado que las
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fases difieren morfol6gicamente, donde los esporofitos son mas angostos que los gametofitos
(Shaughnessy, 2004). En Sarcothalia sp. (Hommersand et al., 1993) y en Chondrus ocellatus
(Brodie et al., 1993) con ciclo de vida isomorfico también se ha reportado que presentan leves

diferencias en su morfologia.

Comparacion de ldminas de M. laminarioides de otofio-primavera e invierno-

verano

Dado que los muestreos no pudieron ser realizados en un mismo momento, la

estacionalidad pudo tener un efecto sobre la morfologia de las laminas.

Las comparaciones estacionales indicaron que las laminas presentaron un efecto
estacional en la longitud y el ancho de la Iamina (ver FIGURA 20). Diferencias estacionales
en la longitud de las ldminas de gametofitos y los esporofitos en M. laminarioides (citada
como Iridaea laminarioides) se ha reportado por Hannach & Santelices (1985). Estos autores
indicaron que los gametofitos femeninos y esporofitos fueron mas largos en verano que en
invierno. La misma tendencia fue encontrada en el estudio de Santelices & Martinez (1997).
En verano las laminas de los gametofitos fueron mas largas que en el resto de las estaciones,
y en los esporofitos también encontraron diferencias entre invierno-verano. Chapman (1973)
también reportd diferencias en la morfologia del estipe de dos especies del género Laminaria
(Phaeophyceae, Laminariales) dado el efecto estacional entre verano e invierno.

La diferencia encontrada en el ancho de las ldminas de los gametofitos y los esporofitos
puede estar vinculada con la época reproductiva de M. laminarioides. En el estudio de
Santelices & Martinez (1997) la abundancia de laminas fértiles en otofio fue mayor. Los
mismos autores también mencionan que la densidad de estructuras reproductivas (cistocarpos
y soros tetrasporangiales) fue mayor y mas uniforme en laminas largas que en laminas
pequefias. También estos autores reportaron que, en otofio, la distribucién de frecuencia de
las laminas de los esporofitos alcanzd clases de tamafio superiores a las de las otras épocas.
Sin embargo, la clase de tamafio superior fue de 16-20 cm. En el trabajo de Hannach &
Santelices (1985) no se reportaron categorias mayores a 20 cm, sin embargo, en el presente

estudio se encontraron laminas en categorias de 45 y 50 cm. Ademas, las laminas de estas
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longitudes fueron reportadas tanto en primavera (Desembocadura) como en invierno
(Merquiche) (ver FIGURA 11y 12).

Si la estacionalidad tuvo un efecto sobre la ocurrencia de laminas largas, las laminas de
los sitios sin arena también hubiesen presentado mayores longitudes. Sin embargo, esto no
fue observado en los resultados. Por lo tanto, aunque se reportaron diferencias estacionales
en la longitud y el ancho de las l&minas, la estacionalidad no explica la ocurrencia de las

laminas de mayor longitud en los sitios con arena.

Comparacién de laminas del nivel superior, medio e inferior de la banda de M.

laminarioides

Dado que M. laminarioides forma una banda extensa verticalmente en la zona media de
los roquerios (Santelices, 1990), la longitud de las ldminas podria variar dependiendo de la
altura vertical de su distribucion en el intermareal. La longitud promedio de las laminas del
nivel superior a inferior se encontré entre 10,1 y 17,8 cm. Sin embargo, aun cuando las
laminas fueron muestreadas en un gradiente vertical, éstas no mostraron grandes diferencias
en la longitud como las diferencias observadas entre los sitios con y sin arena. En M.
laminarioides no hay un estudio que indique la diferencia de la longitud de las laminas en el
gradiente vertical de la zona intermareal. Hannach & Santelices (1985) compararon los
niveles intermareales para M. laminarioides pero en términos de biomasa, y no hacen
comparaciones en cuanto a la longitud de la lamina. En la macroalga roja Chondrus crispus
se reportaron variaciones en su morfologia en relacién al nivel de la altura de la marea
(Gutierrez & Fernandez, 1992). En esta especie estos autores reportaron dos morfotipos y
ambos se reconocieron por presentar diferencias en el nimero de dicotomias y en la forma

de la fronda.

Las laminas de M. laminarioides de los ocho sitios con y sin arena correspondieron a
laminas de la mitad inferior de la banda de M. laminarioides. Por lo tanto, la ocurrencia de
las ldaminas largas de los sitios con arena no estaria dada por el efecto de la diferencia en la
ubicacion vertical de las laminas a lo largo de la banda de M. laminarioides. Ademas, los

resultados indicaron que los limites inferior y superior de la banda de M. laminarioides
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muestreada mostraron alturas similares en los sitios con y sin arena (ver FIGURA 22). Por
lo tanto, esto indica que la ocurrencia de laminas largas no esta dada por el efecto de la altura
intermareal, debido a que los sitios de ambas condiciones indicaron tener alturas similares.
Los sitios sin arena en Chome y el sitio 2 de la Desembocadura fueron los sitios con mayor

altura intermareal.

De acuerdo al modelo de Lewis (1964), en sitios expuestos la zona intermareal se hace
mas ancha y desplazada hacia arriba, y el ancho y altura de la banda disminuye en sitios
protegidos. Las partes bajas experimentarian mas accion del oleaje que las partes altas dado
que estan en contacto con el flujo de agua por mayor periodo de tiempo (Little & Kitching,
1996). Chome podria ser el sitio mas expuesto al oleaje del presente estudio, donde la banda
de M. laminarioides se hace mas ancha con una diferencia de altura de 0,9 m entre el limite
inferior y superior. Al ser Chome un sitio expuesto al oleaje puede explicar la ocurrencia de
ldminas de longitud menor que en los otros sitios dado que pueden permanecer menor tiempo

sumergidas.

Comparacion de las laminas entre los sitios con y sin arena

Los resultados también revelaron variabilidad entre los sitios de ambas condiciones. Esto
se observo en los andlisis de varianza para las variables morfométricas de las ldminas (ver
FIGURA 10). La diferencia puede ser explicada por las caracteristicas fisicas de los
roquerios. Por ejemplo, el sitio muestreado en Coliumo abarcé roca madre con superficies de
alta pendiente, mientras que el Sitio 1 de la Desembocadura con arena estuvo conformado
por roca madre de baja pendiente en comparacion a los otros sitios (ver TABLA 2). Boaden
& Seed (1985) describen a los roquerios como habitats de topografia variable, donde
variables ambientales como la luz (Takada, 1999), la temperatura (Helmuth & Hofmann,
2001) y el flujo de agua (O’Donnell & Denny, 2008) pueden variar en respuesta a las

estructuras topograficas que modifican el ambiente (Jackson, 2010).

En macroalgas se han reportado diferencias en la morfologia entre gran y pequefia escala
espacial. Santelices & Martinez (1997) reportaron que la longitud de las laminas

gametofiticas de M. laminarioides fue mayor en algunos de los sitios de estudio. Shaughnessy
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(1996) encontrdé que para M. splendens y M. linearis el ancho de la lamina disminuy6 de
menor a mayor exposicion al oleaje. Asi mismo, para el alga parda Hormosira banksii las
variaciones en su morfologia se han atribuido a parametros morfométricos del talo, donde
vesiculas pequefias y talos mas largos se asociaron a sitios expuestos a mayor amplitud de

marea que los otros sitios (Mueller et al., 2015; Clark et al., 2018).

Si las variables fisicas de los sitios generan diferentes condiciones, algunas de las cuales
permite un mayor crecimiento a los talos, se esperaria que las laminas largas de M.
laminarioides ocurran en sitios con caracteristicas particulares. Sin embargo, en este estudio
las 1dminas de M. laminarioides de mayor longitud y ancho se encontraron en mas de un
sitio, los cuales tuvieron en comun la presencia de arena. Incluso, los Sitios 1y 2 con y sin
arena de la Desembocadura se encontraban a poca distancia (ver FIGURA 3). Por lo tanto,
la influencia de arena en los roquerios pareciera estar relacionada con la ocurrencia de

l&minas mas largas que lo comdnmente encontrado en sitios sin arena.

Composicion de especies de zonas bajas de roquerios con y sin arena

El andlisis de la cobertura de especies de macroinvertebrados sésiles y de macroalgas
permitid reconocer la biota acompafiante de M. laminarioides en la zona baja de los
roquerios. Por su parte, M. laminarioides fue abundante en todos los sitios de estudio, por lo

tanto, son roquerios donde esta especie es comun.

Los hébitats con influencia de arena presentan especies y comunidades particulares
debido a la condicion estresante (Daly & Mathieson, 1977; Bretz, 1995). En particular, varios
estudios han reportado diferencias en la diversidad y en la composicion de especies de
macroalgas por el efecto del sedimento (Daly & Mathieson, 1977; Litter et al., 1983; Airoldi
& Cinelli, 1997; Balata et al., 2007; Imchen, 2015). Si estos habitats donde crecen laminas
de mayor longitud de M. laminarioides presentan diferencias en relacion a la presencia o
ausencia de especies podria explicar que las laminas largas ocurren en un habitat diferente

que las laminas de sitios sin arena.

En el presente estudio, entre las especies presentes en sitios sin arena se encontraron

Codium bernabei, Sarcothalia crispata., Porphyra/Pyropia sp. y Ulva sp. Por su parte, en
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Ulva sp. y Porphyra sp. se han referido como especies de rapida colonizacion (Santelices,
1990). De hecho, en estudios relacionados con el efecto de la arena sobre especies de
macroalgas, estas especies se han encontrado en sitios que son influenciados periédicamente
por arena (Daly & Mathieson, 1977) y en habitats en donde la arena ha erosionado (Bretz,
1995). Si bien no hay reportes sobre la resistencia al efecto de la arena en Codium bernabei,
en la especie congenérica Codium setchelli se ha mostrado que puede crecer en sitios con y
sin arena (Trowbridge, 1996) pero con limitacion en talos pequefios en sitios con arena que
son afectados por enterramiento ya que disminuye su biomasa. En el presente estudio Codium
bernabei no fue encontrada en todos los sitios con arena y en Merquiche se encontr6 sobre
un paredon vertical de roca. En Coliumo a pesar de que no se registrd en los cuadrantes, se
observo su presencia en la zona baja de los roquerios. Por lo tanto, parece que esta especie

que puede crecer en ambas condiciones.

Por otra parte, las especies Ahnfeltiopsis spp., Grateloupia sp. y S. algosus han sido
reportadas en la literatura como tolerantes a la influencia de arena (Santelices, 1990; Daly &
Mathieson, 1977; Hoffmann & Santelices, 1997). En el caso de los talos de Ahnfeltiopsis
durvillei y Asterfilopsis disciplinalis fueron encontrados en la mayoria de los sitios con arena
creciendo en la parte inferior de la banda de M. laminarioides. En algunos sitios, como en
Coronel, estas especies fueron encontradas creciendo entre laminas de M. laminarioides. Sin
embargo, esto no fue asi en todos los sitios ya que Ahnfeltiopsis durvillei y Asterfilopsis
disciplinalis usualmente estuvieron presentes en niveles mas bajos de la zona intermareal.
Para las especies Asterfilopsis disciplinalis, Ahnfeltiopsis durvillei (Hoffmann & Santelices,
1997), M. stellatus (como Gigartina stellata) y Chondrus crispus (Daly & Mathieson, 1977)
se reporta que son comunes en sitios con arena. También se ha indicado que, Nothogenia sp.,
Ahnfeltiopsis linearis (Hoffmann & Santelices, 1997) asi como también Mazzaella capensis
(Anderson et al., 2008) pueden tolerar el efecto de la arena. Si bien no hay reportes del habitat
de M. membranacea esta ha sido observada en este estudio unicamente creciendo sobre

roquerios con arena.

Para Chile no hay reportes de la presencia de M. lattissimus en sitios con arena, sin

embargo, en este estudio esta especie fue abundante en los sitios con arena presentando
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mayor contribucion en esta condicion (ver TABLA 15y 17). En M. papillatus en California
se demostro que podia tolerar el enterramiento por arena y permanecer por largo periodo de
tiempo (Bretz, 1995). Dada la mayor abundancia y contribucién de M. lattissimus en sitios
con arena, podria ser que esta especie sea ocurrente en estos sitios expuestos al efecto
dinamico de la arena. En especies de macroalgas que toleran la arena se han mencionado
caracteristicas que les permite crecer en estas condiciones (Stewart, 1983), las cuales son,
regeneracion de las frondes desde la base (Daly & Mathieson, 1977), crecimiento y
reproduccion sincronizado con la dindmica del sedimento, asi como también, meristema

apical con division de células por encima del sedimento (Stewart, 1983; Airoldi, 2003).

La presencia de S. algosus en la zona baja de los roquerios con presencia de arena puede
deberse a la capacidad de presentar mayor capacidad de filtracion que P. purpuratus.
Santelices (1990) menciona que el chorito P. purpuratus es dominante en la zona media del
intermareal mientras que para S. algosus se ha reportado que crece en la zona baja intermareal
y puede estar en presencia de arena (Caro & Castilla, 2004; Pinochet et al., 2018). Lo anterior
fue observado en este estudio, presentando P. purpuratus mayor abundancia y mayor
contribucion en los sitios sin arena tanto en la parte superior como en el segundo nivel (ver
TABLA 15 y 17). Ademas, los resultados indicaron que los sitios sin arena presentaron
principalmente P. purpuratus y J. cirratus mientras que los roquerios con arena presentaron

menor abundancia de macroinvertebrados, principalmente.

La mayor abundancia de roca desnuda en sitios con arena, podria estar dada por el efecto
abrasivo de la arena (L.itter et al., 1983; Bretz, 1995; Airoldi, 1998). Bajo esta condicion son
limitadas las especies que pueden permanecer mayor tiempo debido a que la arena causa
enterramiento o dafio en los tejidos (D’ Antonio, 1982; Bretz, 1995). La mayor abundancia
de roca desnuda en Coliumo (sitio sin arena) puede ser explicada por las caracteristicas fisicas
del sitio, ya que estaba conformado por bolones, los cuales, en algunos casos, tendieron a
estar descubiertos de biota. De hecho, no se reporto la presencia de P. purpuratus en la zona
baja de estos roquerios (ver TABLA 15) sino que éstos se encontraron desplazados hacia la
parte alta y eran poco abundantes, mientras que el cirripedio J. cirratus fue el

macroinvertebrado mas abundante tanto en el primer como en el segundo estrato.
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Dado que la biota acompafiante en los roquerios donde ocurren ld&minas de mayor
longitud de M. laminarioides son reportadas como tolerantes al efecto de la arena, las ldminas

largas ocurren, entonces, en un microhabitat diferente a las laminas de sitios sin arena.

Posibles explicaciones

Para diferentes especies de macroalgas, el grado de exposicion al oleaje es uno de los
factores que més frecuente explican la variabilidad en la morfologia (Gutierrez & Fernéndez,
1992; Shaughnessy, 1996; Stewart & Carpenter, 2003; D’ Amours & Scheibling, 2007; Haring
& Carpenter, 2007; Shibneva & Skriptsova, 2012). En el caso del alga roja Chondrus crispus los
talos son estrechos y presentan pocas dicotomias cuando crecen en sitios expuestos al oleaje
mientras que, en sitios protegidos son planos, anchos y con muchas dicotomias (Gutierrez &
Fernandez, 1992). En Sarcothalia radula (citada como Gigartina radula) también se ha
reportado que su morfologia varia en relacion al oleaje. En sitios expuestos las laminas fueron
estrechas, largas, gruesas y robustas mientras que, en sitios protegidos las laminas fueron anchas,
cortas y delgadas (Jackelman & Bolton, 1990).

Dado que en el presente estudio las laminas fueron muestreadas en el limite inferior de la
banda y la altura de los sitios con y sin arena fue equivalente, se esperaria que la exposicion al
oleaje sea similar, en donde las partes bajas experimentarian mas accion del oleaje de acuerdo al
modelo de Lewis (1964). Sin embargo, aunque las alturas fueron equivalentes, los sitios sin arena
no presentaron laminas de mayor longitud y ancho como en los sitios con arena. Por lo tanto, la
ocurrencia de las ldminas largas de M. laminarioides no podria ser explicada por el efecto de la

exposicion al oleaje.

No obstante, dado que las ldminas de mayores longitudes ocurren mayormente en el
limite inferior de los sitios con arena, no se puede descartar que las laminas tengan una
respuesta plastica dadas las condiciones del ambiente. Esto se intenté poner a prueba a través
de experimentos de transplantes reciprocos en roguerios intermareales. Sin embargo, no fue
posible evaluar si el efecto del habitat influy6 sobre la morfologia de las laminas debido a las
pérdidas de los transplantes o porque las ld&minas en los discos que permanecieron eran aun

pequefias para reconocer su morfologia.
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En experimentos de transplantes reciprocos en otras especies de macroalgas se ha
determinado que la variabilidad en la morfologia de los talos se debe a rasgos plasticos de
éstos a determinadas condiciones (Fowler-Walker et al., 2006). Por ejemplo, en el alga parda
Ecklonia radiata se observo que los talos fueron anchos y delgados en sitios protegidos, y
estrechos y gruesos en sitios expuestos (Fowler-Walker et al., 2006). No obstante, para las
macroalgas rojas M. splendens y M. linearis la plasticidad fenotipica no explico totalmente
la variabilidad por el nivel de exposicion al oleaje, dado que los talos no mostraron cambios
en todos los caracteres morfoldgicos al ser transplantados (Shaughnessy, 2004). Por lo tanto,
esto puede mostrar que variaciones en la morfologia de macroalgas podria ser explicado por

un mecanismo diferente a lo mencionado anteriormente.

El efecto abrasivo de la arena en superficies rocosas podria causar muerte o pérdida
parcial de tejido de los talos (Airoldi, 1998). La morfologia crustosa asi como la capacidad
de regeneracion del disco basal podria facilitar la supervivencia del alga en estos ambientes
(Littler & Littler, 2002; Anderson, et al., 2008) como ha sido sugerido para A. furcellata
(Hoffmann & Santelices, 1997) la cual presenta un esporofito crustoso, mientras que en M.
capensis que es isomarfica, puede producir nuevos rebrotes a partir del disco basal luego del
enterramiento por arena (Anderson et al., 2008). Siguiendo este argumento, se propone que
el origen de las ldaminas largas podria ser por una explicacién diferente a lo que ha sido
reportado para la variabilidad morfoldgica en las macroalgas y que es similar a lo propuesto
para Chondracanthus chamisoii (Rodriguez & Otaiza, 2020). Las laminas largas de sitios
con arena se generarian a partir de discos que han sido abradidos por arena, mientras que los
discos que no sufren abrasion generarian las laminas de longitudes cominmente descritas

para M. laminarioides.

En M. laminarioides las ldminas se originan a partir del disco basal (Westermeier et al.,
1987; Gomez & Westermeier, 1991; Scrosati, 1998). Por lo tanto, el efecto de la arena sobre
el tejido del disco podria ocasionar dafio o pérdida de este (ver ANEXO 3). Se esperaria que
cambios a nivel celular durante el proceso de regeneracion de tejido podria generar que las
laminas crezcan de forma diferente. A través de experimentos de raspado se simulé el efecto

de la arena sobre los discos de M. laminarioides. Sin embargo, no se alcanzé a obtener
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resultados concluyentes sobre la morfologia de las laminas regeneradas en la zona raspada
debido a que los discos no presentaron laminas de tamafio suficiente para reconocer la
morfologia. No obstante, los resultados demostraron que los discos de M. laminarioides

tuvieron la capacidad de regenerar rapidamente nuevos primordios en el area raspada.

Por otra parte, las observaciones histolégicas indicaron que el disco de M. laminarioides
presentd una estructura similar al de otras costras, como las costras de Corallinaceae
(Cardinal et al., 1978; Lobban & Harrison, 1997; Graham & Wilcox, 2000), costras no
calcareas (Guimaraes & Fujii, 1999; Kato et al., 2009) y a la base crustosa de Gigartina
pistillata (Hommersand et al., 1992). Los discos estuvieron constituidos por una capa basal,
el hipotalo de filamentos asurgentes, que forma filamentos verticales que crecen de forma

asurgente formando el peritalo.

A traveés de las observaciones de la histologia no fue posible confirmar si los rebrotes de
discos de sitios con arena muestran un origen distinto al de los rebrotes de los discos de sitios
sin arena. La explicacién propuesta en este estudio podria ser la correcta si los cambios que
se producen a nivel celular ocurren como una respuesta funcional y no morfolégica, esto
explicaria el por qué no fue posible encontrar diferencias a través de la histologia de los

discos.

Como se menciond al inicio, la explicacion propuesta en este estudio se basa en lo
evaluado por Perrone & Felicini (1972) en Schottera nicaeensis (=Petroglossum nicaeense).
En esta especie se describieron dos tipos de rebrotes, las proliferaciones y las regeneraciones
(Perrone & Felicini, 1972; Perrone & Felicini, 1976). Las proliferaciones generan estructuras
aplanadas con morfologia similar al talo y las regeneraciones, que son de origen medular,
generan estructuras cilindricas que son de forma diferente al talo (Perrone & Felicini, 1972).
Estos dos tipos de rebrotes, proliferaciones y regeneraciones, se pueden manifestar como
respuesta a lesiones ocasionadas en el talo (Perrone & Felicini, 1972; Perrone & Felicini,
1976). Perroni & Felicini (1974) sugieren que las diferencias morfologicas en estos tipos de
rebrotes es un fendmeno similar al de dominancia apical. La dominancia apical también se

ha sugerido para Gracilaria gracilis (Smit & Bolton, 1999), Pterocladiella capillacea
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(Scrosati, 2002) asi como también en Ceramiaceae (Stirk et al., 1997) debido a un aumento

en las ramificaciones cuando el pice es removido.

Siguiendo este mismo argumento, en C. chamissoi se han descrito dos formas (f.
chauvinii y f. lessonii) y se ha propuesto que su origen estaria determinado por origenes
diferentes. El primero corresponde al origen primario, desde esporas (f. chauvinii), y el
segundo al origen secundario (f. lesonii) desde rebrotes producidos a partir de los discos de
adhesion secundaria (Rodriguez & Otaiza, 2020). Este mecanismo sigue el mismo argumento
estudiado por Perrone & Felicini (1972) de las proliferaciones y regeneraciones. En C.
chamissoi a través de secciones histoldgicas se reportaron diferencias significativas en el
tamafio de las células del disco (Rodriguez, 2018). Sin embargo, en los discos de M.

laminarioides la histologia no mostrd claras diferencias.

El mecanismo propuesto para explicar la variabilidad morfologica intraespecifica
observada en C. chamissoi basandose en el estudio de (Perrone & Felicini, 1972; Perrone &
Felicini, 1976; Perrone & Cecere (1997) podria explicar las diferentes formas de los talos
gue se ha asociado a otros factores en las macroalgas. Por ejemplo, en el caso de la macroalga
M. splendens, la forma intermedia reportada en este estudio de Shaughnessy, (1996) se ha
confirmado que corresponde a M. splendens (Ross et al., 2003). Sin embargo, en estudios de
transplantes se ha evaluado que su forma no cambia totalmente en el otro sitio donde fue
transplantada (Shaughnessy, 2004). Por lo tanto, su variabilidad morfoldgica podria ser

explicada por un mecanismo similar a lo propuesto en este estudio.

En diferentes especies de macroalgas se ha estudiado la capacidad regenerativa de los
discos de fijacion (Scrosati, 1998; Pacheco-Ruiz et al., 2005; Séaez et al., 2008) y de las
laminas (Perrone & Felicini, 1972; Dudgeon & Johnson, 1992; Correa et al., 1999; Smit &
Bolton, 1999). En Gracilaria gracilis se determind que al cortar parte del tejido del talo
generd un aumento la ramificacion que los talos no tratados, lo que generé una diferenciacién
morfoldgica luego de largo periodo de crecimiento (Smit & Bolton, 1999). Por otro lado, en
Chondracanthus squarrulosus se ha reportado que los discos de origen secundario tienen la

capacidad de generar nuevos individuos (Pacheco-Ruiz et al., 2005). Este nuevo origen de
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crecimiento podria generar diferencias en la morfologia, como lo sugerido para C. chamissoi
(Rodriguez & Otaiza, 2020).

Conocer la causa del origen de las laminas largas en M. laminarioides es de gran
importancia dado que esta especie, asi como otras de la familia Gigartinaceae (C. chamissoi,
Gigartina skottsbergii y Sarcothalia crispata) son de importancia economica. (Buschmann
et al., 1999; Norambuena et al., 2001).

Por su parte, la capacidad regenerativa de los discos de M. laminarioides luego de un
dafo externo sobre el tejido, podria explicar la resistencia a las condiciones de abrasion dada
la dindmica de la arena en los roquerios intermareales. Si existen dos formas de M.
laminarioides, la “forma larga” de mayor longitud y ancho de lamina de sitios con arena y la
“forma comun” con menor longitud y ancho podrian ser originadas de tejidos diferentes. La
forma larga podria ser generada en respuesta a un efecto abrasivo sobre el disco que afecta
el tejido y promueve la cicatrizacion y formacion de nuevos rebrotes. EI origen de nuevos
rebrotes a partir de tejidos regenerados en la cicatrizacion podria tener caracteristicas que le
permite tener un mayor crecimiento. Ademas, si los talos estan en presencia de constante
flujo de agua le permitiria tener menor tiempo a la exposicion de la desecacion (Lobban &
Harrison, 1997). Por lo tanto, el habitat tendria caracteristicas propias que le permitiria a las
laminas largas de M. laminarioides tener un mayor crecimiento. En este caso, la forma larga
seria més frecuente en los sitios con influencia de arena que en los sitios sin arena y la
presencia de herbivoros en estos sitios podria ser baja debido al efecto de la arena (Bretz,
1995). La forma comun tendria origen a partir de rebrotes del tejido no afectado por abrasion

por arena. Por lo tanto, su ocurrencia seria baja en los sitios sin arena.

Si la explicacion propuesta en este estudio es la correcta, la ocurrencia de laminas largas
y anchas en estos ambientes permitiria mayor densidad de esporas por unidad de area de las
laminas (Santelices & Martinez, 1997) ademas de tener una respuesta adaptativa sobre la
resistencia al efecto de acrecion y erosion de la arena. Esta capacidad favoreceria su

persistencia y propagacion en este habitat.
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10.

CONCLUSIONES

El andlisis molecular a partir del marcador COIl indic6 que las laminas de sitios
con y sin arena correspondieron a la misma especie, M. laminarioides.

El analisis morfoldgico tradicional de las laminas de M. laminarioides mostré
que las laminas de sitios con y sin arena difieren principalmente en la longitud
y ancho de lamina.

El andlisis de Morfometria Geométrica indicé que las laminas de sitios con y
sin arena difieren en la forma y demostro un efecto alométrico.

La estacionalidad tuvo un efecto sobre la longitud y ancho de las laminas, pero
no explico la ocurrencia de las Iaminas largas en los sitios con arena.

El gradiente vertical de la banda de M. laminarioides no mostré6 grandes
diferencias en la longitud como las diferencias observadas entre los sitios con
y sin arena.

Las laminas de sitios con arena ocurren, en un microhabitat diferente a las
laminas de sitios sin arena.

El experimento de transplante no revel6 resultados sobre la morfologia de las
laminas en un ambiente diferente debido a que la mayoria fueron desplazados
o afectados por la abrasion de la arena.

El experimento de raspado no mostro resultados sobre la morfologia de las
laminas, pero indicaron que tienen capacidad de rebrotar y continuar su
crecimiento luego de experimentar un efecto abrasivo sobre el tejido.

La histologia de los discos de M. laminarioides no permitio confirmar si los
rebrotes de discos de sitios con arena muestran un origen distinto al de los
rebrotes de los discos de sitios sin arena.

Este estudio sugiere que la diferencia en la morfologia (longitud, ancho) de M.

laminarioides entre sitios con y sin arena podria deberse al origen del rebrote.
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ANEXO 1:

TABLA 22

Lista de haplotipos de M. laminarioides y grupos externos incorporados en este estudio
para el marcador COl, reportados por Montecinos et al (2012). Se indica el numero de

acceso de GenBank, la localidad y el pais correspondiente.

Haplotipo Localidad Pais GenBank
C1 Chafiaral Chile  JQ408408
c2 Los Burros Chile  JQ408412
c3 Frav Jorge Chile  JQ408411
C4 Fray Jorge Chile  JQ408410
C3 Puerto Oscuro Chile  JQ408413
Cé Maintecillo Chile  JQ408415
C7 Maintecillo Chile  JQ408414
C8 Fray Jorge Chile  JQ408409
ce Topocalma-Pichilemu Chile  JQ408417
C10 Topocalma Chile  JQ408421
Cll Topocalma Chile  JQ408418
Cc12 Concepoion Chile  JQ408420
Cl13 Consfitucion Chile  JQ408416
Cl4 Pichilerrm Chile  JQ408419

Pilolcura, Pucatrihue, Chiloe-
Isla, Concoto-E ahia, Low-

Cc15 Puerto, Aguirre Puesto Chile  JQ408422
Arena, Isla Clarence
C16 Chiloé Chile  JQ408430
c17 Pucatrilue Chile  JQ408423
C18 Puerto Aguirre Chile  JQ408428
c19 Bahia Low Chile  JQ408431
C20 Pucatrihue Chile  JQ408427
C21 Chiloé Chile  JQ408429
Cc22 Pilolcura Chile  JQ408424
Cc23 Pilolcura Chile  JQ408425
Cc24 Pilolcura Chile  JQ408426
Grupos externos
Mazzaella affinis Vancouver I, BC Canada AY970577
{Harvey) Fredericg
Py Vancouver I, BC Canadd AY970623
Fredericg
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ANEXO 2
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FIGURA 26

Acrecion de la arena en el sitio 2 de la Desembocadura del Rio Biobio entre
noviembre del 2019 (a) enero (b) y marzo del 2020 (c).
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ANEXO 3

FIGURA 27

Discos de M. laminarioides luego de abrasion por arena en roquerios de Merquiche.
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