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Vegetative propagation of higher plants have been practiced since antiquity. The modern
approach relies upon the totipotency of somatic cells to give rise to a fully differentiated
plant. In this context, this paper presents the potential of plant biotechnology on economi-
cally interesting marine algae from Chile and outlines the ongoing research on seaweeds
micropropagation. Micropropagation techniques are seen as the means of speeding up the
production of desirable strains (e.g., higher growth rate, enhanced phycocolloid production,
epiphyte resistence, etc.) that would be available as seed stocks for the development of
chilean mariculture.

We report our advances in tissue culture techniques on Gracilaria chilensis Bird, McLachlan
& Oliveira; Gelidium lingulatum Kiitzing; Gelidium rex Santelices & Abbott and Lessonia
nigrescens Bory. Our efforts are focused on the development of procedures for calli or
totipotent cells induction and their pathways to plantlets; stages of micropropagation, its

limitations, advantages and future research involving protoplasts isolation.

Las macroalgas marinas han sido utilizadas
en la produccion de ficocoloides destinados
a las industrias alimenticia, quimica y farma-
céutica. El material utilizado para la extrac-
cidon quimica, a nivel mundial, proviene en
gran medida de la cosecha de poblaciones
naturales, lo que hace que la industria esté
sujeta a grandes fluctuaciones en la disponi-
bilidad de materia prima. De aqui que la
produccién mundial de extractos quimicos
de algas se encuentre limitada por el sumi-
nistro (Gellenbeck and Chapman, 1983).
Las poblaciones naturales de algas en
Chile estdn siendo cosechadas por pescado-
res artesanales, sus familias y recolectores
ocasionales y exportadas como materia
prima para la obtenciéon de ficocoloides
desde los afios sesenta. Durante los 0ltimos
10 afios, la explotacién de algas en el pais
ha aumentado sostenidamente; esto se
debe, principalmente, al incremento de la
actividad extractiva. En el afio 1970 traba-
jaban en la recoleccion de algas (Gracilaria
spp.) alrededor de 2.000 personas, 4.500

en el afio 1976 y 11.300 en el afio 1983.
Este explosivo aumento del esfuerzo
extractivo sobre las praderas, las que son
absolutamente vulnerables por su accesibi-
lidad, ha significado que éstas estén ya
sobreexplotadas o al borde de la extincion
del alga como recurso econdOmico. Esta
situacion hace urgente la necesidad de
incrementar los estudios y esfuerzos que
permitan el desarrollo de cultivos
(Lopehandia, 1986).

En 1988 el desembarque total de algas,
de acuerdo a las estadisticas de Sernap, fue
de 166.139 toneladas (90% humedad), de
las cuales 59.787 tons correspondieron a
Gracilaria spp. (pelillo) constituyéndose,
econémicamente, en uno de los principales
recursos algales. Esta tiltima cifra incluye la
produccién de centros de cultivo, los cuales
aportaron con un 39;/, de la produccion de
Gracilaria. Otra agarofita importante (por
la calidad de su gel) es Gelidium spp. (chas-
ca) cuyo desembarque fue de 1.537 tons
(90% humedad). En relacién al alga parda
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Lessonia, la estadistica seflala que se
extrajeron 60.669 tons de poblaciones
naturales. Estas algas, junto a las restantes
que se explotan, constituyen en nuestro
pafs recursos naturales renovables de
notable importancia econdmica, ecoldgica
y social, cuya explotacion comercial debe
basarse sobre sélido conocimiento cientifi-
co y tecnolbgico (Santelices, 1983).

El desarrollo de los centros de cultivo
de Gracilaria spp. en Chile se inici0 alrede-
dor de 1980, debido a que el suministro de
cosechas naturales no satisfacia la demanda
de las exportaciones. Estos centros en la
actualidad, se ubican pricticamente a lo
largo de todo el pais y en ellos se han
utilizado diversos sistemas de siembra. La
metodologia de propagacion usada estd
basada en la multiplicacién vegetativa de las
plantas. Una segunda alternativa de pro-
ducciéon de este recurso, actualmente a
nivel piloto, es el cultivo a partir de espo-
ras. Una tercera alternativa estd encamina-
da a desarrollar un procedimiento tecnolo-
gicamente mads avanzado, fundamentado
en la técnica de cultivo de tejido, e
independiente de la existencia de factores
estacionales de induccion de fertilidad y del
estado de madurez del individuo. Esta
técnica permite obtener células reproducti-
vas viables a partir de plantas que exhiban
caracteristicas deseables.

Los métodos para la propagacion vegeta-
tiva de las plantas vasculares han sido prac-
ticados desde la antigiiedad. Los enfoques
modernos se basan en la totipotencialidad
de las células somdticas de originar plantas
completamente diferenciadas. En el caso de
las algas marinas benténicas esta metodolo-
gia comenzd a aplicarse en el alga verde
Prasiola en la década del 70 y hoy en dia
se ha orientado a la obtenci6n de callos,
células y protoplastos destinados al mejora-
miento genético de ellas. Considerando la
importancia socioecondmica que las algas
representan para nuestro pais, la situacion
critica en que se encuentran las especies
agarOfitas (Gracilaria vy Gelidium) y las
fluctuaciones en la disponibilidad del alga
parda Lessonia debido al efecto de catdstro-
fes naturales (presencia fenémeno “El
Nifio””) este trabajo presenta el potencial
de la biotecnologia en algas marinas de
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importancia econdémica, en relaciéon a la
aislaciéon, produccién y mantenciéon de
variedades con caracteristicas deseables
con destino a los centros de cultivo y a
recuperar biomasa algal agotada.

Biotecnologia de plantas vasculares

El término micropropagacién fue utilizado
por primera vez en 1968 por Hartmann and
Kester (1975 fide Krikorian 1982). Actual-
mente la micropropagacién de plantas se
define como un método biotecnoldgico, el
cual mediante procedimientos asépticos
permite obtener plantas mejoradas. En el
pasado, la eficiencia del mejoramiento de
plantas estuvo limitada por la compatibili-
dad y estabilidad de los genes y por la
duracién de los ciclos reproductivos; hoy
en dia en base de la totipotencialidad celu-
lar y de la micropropagacion clonal es posi-
ble manipular 6rganos de plantas, tejidos
o células y producir poblaciones de plintu-
las fenotipica y genotipicamente idénticos
a la planta madre.

Las técnicas de cultivo de tejido en
plantas vasculares han sido ampliamente
practicadas desde los afios setenta. Avances
recientes en el campo de cultivo de tejido
en estos vegetales han dado por resultado
un incremento en la utilizacién de estos
métodos tanto para la investigacidén bdsica
como aplicada. La capacidad regenerativa
de las células de los vegetales ha abierto una
nueva ruta para realizar investigacién bdsica
en genética de plantas (Vasil et al. 1979).
Estas técnicas han dado lugar a descenden-
cia genéticamente mejorada de plantas
vasculares (White, 1933; Gautheret, 1942;
Steward y Caplin, 1951), al descubrimiento
de nuevas hormonas de plantas (Went y
Thimann, 1937; Skoog, 1947; Addicott y
Lyon, 1969, Wareing v Ryback, 1970), al
uso de protoplastos vegetales en numerosas
aplicaciones (Cocking, 1960; Gamborg,
1975; Takebe, 1975; Melchers, 1977) y a
estudios fundamentales del fendmeno
“crown gall” (Braun, 1959) el cual, Gltima-
mente, permitié el descubrimiento del plds-
mido Ti.

En plantas superiores la embriogénesis
somatica puede ser inducida ayudando a las
células a escapar de las restricciones im-
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puestas a ellas por su posiciéon dentro de la
planta o en un agregado multicelular. El
suministro de nutrientes especiales para el
posterior proceso de embriogénesis es
también de importancia critica (Steward
y Ram, 1961). En algunos casos el comien-
Zo exitoso de la morfogénesis en cultivo ha
involucrado la transferencia de los cultivos
a través de una secuencia de diferentes
medios, lo que sugiere que el desarrollo de
la capacidad para organizar el crecimiento
involucra mas de un cambio metabdlico
(Steward et al., 1967). Hay indicios a partir
de estudios con plantas vasculares de que la
activacion del crecimiento y la competencia
embriogénica involucran pasos diferentes.
Cultivos derivados de segmentos de tallos
adultos y juveniles de una planta individual
(hiedra) se comportaron a través de nume-
rosos subcultivos en forma diferente,
teniendo los cultivos derivados de juveniles
células mdis grandes y tasas superiores de
proliferacién celular. Estas diferencias
juveniles-adultos fueron mantenidas a
través del proceso de induccion de callo y
su subsecuente crecimiento en cultivo
(Stortemeyer y Britt, 1965).

Micropropagacion de algas

Aunque durante la década del 60 y del 70
hubo un gran interés en lo referente a
regeneracion y formacion de yemas en
algas, pocos investigadores apreciaron este
proceso y sus implicaciones morfoldgicas
como un hallazgo significativo para el
desarrollo de metodologias de micropropa-
gacion clonal. Bryopsis hypnoides 'y Cauler-
pa ashmeadii taponan sus heridas para
evitar pérdidas de citoplasma (Burr y West,
1971; Goddard y Dawes, 1979). Fucus
vesiculosus (Fulcher y McCully, 1969,
1971) y Sargassum filipendula (Fagerberg
y Dawes, 1976) forman una limina de
células epidermales a partir de las células
medulares adyacentes de la superficie
dafiada y por crecimiento de una papila
externa se forma un nuevo eje vegetativo.
Petroglossum nicaeense y Gigartina acicula-
ris presentan dos clases de yemas o brotes
adventicios, aquellos originados desde célu-
las medulares de las superficies de corte,
regeneracion de novo y aquellas formadas

por crecimiento renovado de los filamentos
laterales que forman la corteza del talo,
estas yemas han sido llamadas proliferacio-
nes (Perrone y Felicini, 1972, 1976). En
Caulerpa prolifera primordios de rizoides
o frondas son originadas en una tasa de
aparicibn y en un orden predecible en
forma de papilas de crecimiento externo
sobre partes del rizoma (Chen y Jacobs,
1966). Papilas vegetativas se originan en el
extremo apical de segmentos de Entero-
morpha intestinalis (Moss y Marsland,
1976).

Mediante regeneracién de fragmentos del
talo se ha demostrado que es posible la
maricultura de Chondrus crispus, Gracilaria
spp. v Eucheuma spp. (Neish y Fox, 1971;
Goldstein, 1973; Edelstein, 1977).

La totipotencialidad de las células de
algas ha sido demostrada por Tatewaki y
Nagata (1970) en Bryopsis plumosa, Boden
y Stein (1969) en Codium tomentosum y
Saga (1978) en Pelvetia wrightii (fide
Buggeln, 1981).

De acuerdo con Petiard y Deshayes
(1986/87), el principal objetivo de la bio-
tecnologia de plantas es eliminar o minimi-
zar tres limitaciones de la reproducciéon
sexual: compatibilidad, estabilidad vy
duracion del ciclo de reproduccién. Hoy
dia estas limitaciones han sido superadas
por dos tipos de técnicas, aquellas que
modifican el genotipo (ingenieria genética,
hibridizacién somadtica, mutagénesis, varia-
cién somaclonal y cultivo de células) y
aquellas que estabilizan o multiplican un
genotipo ya existente (haploidizacion,
embriogénesis somadtica, micropropagacion
y cultivo de células). En comparacién a las
plantas superiores, en algas pocos avances
se han realizado usando este tipo de técni-
cas; sin embargo, recientemente se ha
comenzado a dedicar una mayor atencidon
en esta drea de investigacion (Tabla I).

Uno de los primeros trabajos que se
conocen en cultivo de tejido se deben a
Schiff et al. (1972) quienes aislaron y culti-
varon células del alga verde Prasiola;
Misawa (1977) sefialé la existencia de una
patente japonesa mediante la cual es posi-
ble obtener agar a partir de callos de Geli-
dium y Gracilaria. En 1978 Chen y Taylor
aislaron células provenientes de tejido
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medular de frondas gametofitas femeninas
de una variedad de Chondrus crispus culti-
viandolas en un medio axénico. En ese
mismo afio Saga et al obtuvieron la
formacion de callos en Laminaria angusta-
ta. Protoplastos algales han sido aislados y
cultivados in vitro. Gabriel (1970) obtuvo
protoplastos del alga verde Uronema gigas,
las células fueron tratadas con enzimas
obtenidas del tracto digestivo de gastrépo-
dos. Tratamientos enzimdticos similares
fueron usados exitosamente en Chlorella
(Braun y Aach, 1975), Micrasterias y Cos-
marium (Berliner y Wenc, 1976), Spirogyra
y Zygnema (Ohiwa, 1977) y Mougeotia
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(Marchant y Fowke, 1977 y Marchant,
1979). Otros estudios incluyen preparacion
de protoplastos de Fnteromorpha intestina-
les (Millner et al., 1979); Laminaria y
Porphyra (Saga y Sakai, 1984); regenera-
ciébn de protoplastos en Porphyra (Polne-
Fuller y Gibor, 1984); fusidén de protoplas-
tos (Polne-Fuller y Gibor, 1986); aislacién
de protoplastos a partir de zigotos de Fucus
distichus (Kloareg y Quatrano, 1987);
produccién de protoplastos a partir de
Sargassum muticum (Fisher y Gibor,
1987); aislacion, fusién y diferenciacion
de protoplastos de Gracilaria secundata
(Bjork et al., 1988).

TABLAI
Especies de algas en las cuales se han realizado cultivo de tejido y/o protoplastos
CHLOROPHYTA CULTIVO DE TEJIDO PROTOPLASTOS
Chlamydomonas reinhardtii Gresshoff, 1976 (2).
Chlamydomonas Schlosser et al., 1976 (3); Matsuda et al,,
1978 (3); Robinson y Schiosser, 1978 (3).
Chlorella Braun y Aach, 1975 (3)
Klebsormidium flaccidum Fowke, 1982.
Ulothrix fimbriata Fowke, 1982.
Stigeoclonium sp. Fowke, 1982.
Uronemas gigas Gabriel, 1970 (3)
Draparnaltia mutabilis Larpent-Gourgaud y Aumaitre, 1987.
Monostroma angicava Zhang, D., 1983 (1)
M., zostericola Saga, 1984.
Enteromorpha linza Saga, 1984; Polne-Fuller et al., 1986.

E. intestinalis
y Gibor, 1987.

Polne-Fuller et al., 1986 ; Polne-Fuller

Millner et al., 1979 (1); Saga et al., 1986;
Polne-Fuller et al., 1986.

Ulva pertusa Saga, 1984.

U. linza Zhang, D.; 1983 (1).

U. angusta Polne-Fuller y Gibor, 1987.

U. taeniata Polne-Fuller et al., 1986.

Prasiola stipitata Schiff et al., 1972 (3)

Spirogyra Ohiwa, 1977 (3); Marchant y Fowke, 1977 (2)

Zygnema Ohiwa, 1977 (3).

Mougeotia sp. Marchant y Fowke, 1977 (3); Marchant, 1979
(3); Fowke, 1932.

Cosmarium Berliner y Wenc, 1976 (3).

Micrasterias Berliner y Wenc, 1976 (3).

PHAEOPHYTA CULTIVO DE TEJIDO PROTOPLASTOS

Dictyosiphon foeniculaceus  Saga et al., 1982.

Laminaria hyperborea Fries, 1980.

L. digitata Fries, 1980.

L. japonica Sagay Sakai, 1977; Fang, 1984; Yan, 1984 Saga y Sakai, 1984; Saga, 1984.

L. saccharina Lee, 1985.

L. angustata Saga et al,, 1978; Saga y Sakai, 1983.

L. sinclairii Polne-Fuller y Gibor, 1987.

Undaria pinnatifida Zhang, J., 1982 (1); Fang, 1984; Yan, 1984

Macrocystis pyrifera Polne-Fuller y Gibor, 1987. Saga et al., 1986.

Lessonia nigrescens
Egregia menziesii
Fucus distichus
Pelvetia fastigiata
Sargassum muticum

S. fluitans
Cystoseira osmundacea

Collantes y Melo, 1988.
Polne-Fuller y Gibor, 1987.

Polne-Fuller y Gibor, 1987.
Polne-Fuller y Gibor, 1987;
Polne-Fuller et al., 1986.

Polne-Fuller y Gibor, 1987.
Polne-Fuller y Gibor, 1987.

Kloareg y Quatrano, 1987.
Saga et al., 1986; Fisher y Gibor, 1987.
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RHODOPHYTA

CULTIVO DE TEJIDO

PROTOPLASTOS

Smithora naiadum
Porphyra perforata

P. nereocystis
P. lanceolata

P. schizophylla
P. suborbiculata
P. yezoensis

P. columbina
Gelidium amansii

G. subscostatum

G. nudifrons

G. robustum

G. vagum

Pterocladia capillacea
P, lucida

Eucheuma uncinatum
E. alvarezii var. tambalang
Gigartina exasperata
Chondrus crispus
Phyllophora nervosa
Gracilaria tikvahiae
G. lemaneiformis

G. confervoides

G. verrucosa

G. papenfusii
Prionitis lanceolata
Rhodymenia pertusa
Furcellaria fastigiata
Ceramium kondoi
Laurencia panaliculata

Polne-Fuller y Gibor, 1987.

Polne-Fuller et al., 1984;

Polne-Fuller y Gibor, 1987.
Polne-Fuller y Gibor, 1987.
Polne-Fuller y Gibor, 1987.
Polne-Fuller y Gibor, 1987.

Tang, 1982 (1).

Zhao y Zhan, 1981 (1); Polne-Fuller y

Gibor, 1986.

Liu y Gordon, 1987.
Nakamura, 1974 (4).
Nakamura, 1974 (4).

Polne-Fuller y Gibor, 1987.
Polne-Fuller y Gibor, 1987.

Gusev et al., 1987.
Liu y Gordon, 1987.
Liu y Gordon, 1987.

Polne-Fuller y Gibor, 1987.
Polne-Fuller y Gibor, 1987.
Polne-Fuller y Gibor, 1987.

Chen y Taylor, 1978.
Gusev et al., 1987.

Nakamura, 1974 (4)
Gusev et al, 1987.

Polne-Fuller y Gibor, 1987.
Polne-Fuller y Gibor, 1987.

Gusev et al.,, 1987.
Gusev et al.,, 1987.
Gusev et al., 1987.
Gusev et al., 1987.

Saga et al., 1986; Polne-Fuller et al.,

1986.

Polne-Fuller et al,, 1986.

Polne-Fuller et al., 1986.

Polne-Fuller y Gibor, 1987.

Tang, 1982 (1).

Saga, 1984 ; Saga y Sakai, 1984; Saga et al.,
1986; Polne-Fuller et al., 1986; Fujita y
Migita, 1987.

Cheney et al., 1986.
Cheney et al., 1986.

(1) fide Cheney, 1986; (2) fide Fowke, 1982; (3) fide Gibor, 1980; (4) fide Misawa, 1977.

La aplicacion de la técnica de cultivo de
tejido en macroalgas marinas ha enfrentado
varios problemas, los cuales hoy en dia son
un campo activo de investigacion: 1) Man-
tencion de cultivos unialgales estériles:
Fries (1963) aplicoé un tratamiento antibi6-
tico efectivo en algas rojas; Gibor e Izawa
(1963) emplearon soluciones antisépticas y
tratamiento con antibidticos en cultivos de
Acetabularia con resultados poco satisfac-
torios, en cambio Chen y Taylor (1978)
aislaron axénicamente células medulares de
Chondrus crispus y Saga y Sakai (1983)
obtuvieron cultivos axénicos de Laminaria
angustata flameando trozos de estipe con
etanol. 2) Disociacion del tejido algal para
obtener suspensiones celulares: esto puede
efectuarse mecanicamente (Schiff et al,
1972; Chen y Taylor, 1978) o enzimatica-
mente para la obtenciéon de protoplastos
(Gabriel, 1970; Braun y Aach, 1975;
Berliner v Wenc, 1976; Schlosser et al,

1976; Ohiwa, 1977; Marchant y Fowke,
1977; Robinson y Schlosser, 1978;
Matsuda et al, 1978; Marchant, 1979;
Millner et al.; 1979; Fowke, 1982; Polne-
Fuller et al, 1984; Saga y Sakai, 1984;
Poine-Fuller y Gibor, 1984; 1986; Cheney
et al., 1986). 3) Induccidén de crecimiento y
diferenciacion mediante hormonas (Fries,
1973, 1980; Chen y Taylor, 1978; Yan,
1984).

Las respuestas obtenidas son promisorias
y ellas deben ser optimizadas antes que la
aplicacion de la técnica de cultivo de tejido
sea utilizada en la produccién masiva de
algas de interés comercial.

Micropropagacion en algas marinas chilenas
La micropropagacion de algas involucra las
siguientes etapas de laboratorio y terreno:

1. Seleccién genética de las plantas madres
portadoras de los caracteres deseados.
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2. Establecimiento de procedimientos efi-
cientes de cultivo a partir de explantes
primarios hasta la obtencién de plintulas
completas.

3. Aclimatacién de las pldntulas desde con-
diciones asépticas a no asépticas (inver-
nadero u otros).

4. Transferencia y evaluacidon del comporta-
miento de las plintulas en condiciones
de terreno.

La idea de efectuar propagacion vegeta-
tiva in vitro de Lessonia nigrescens Bory,
Gracilaria spp., Gelidium lingulatum Kutz-
ing y Gelidium rex Santelices y Abbott, fue
propuesta como una alternativa comple-
mentaria de los métodos tradicionales de
cultivo de algas en terreno y en laboratorio
(macropropagacion vegetativa y reproduc-
ciébn mediante esporas) y como una herra-
mienta nueva para mejorar y ampliar sus
campos de aplicacion.

Los objetivos de nuestra linea de investi-
gacion estdn orientados hacia el desarrollo
de metodologias de cultivo que permitan
aislar, producir y mantener variedades de
algas marinas con caracteres deseables.
Pensamos que el desarrollo de la propaga-
ciébn vegetativa in vitro permitird la multi-
plicacién rdpida v el cultivo de variedades
seleccionadas de algas marinas.

Dado el actual nivel de conocimiento
de Lessonia y Gelidium no estamos ain en
una posicibn que nos permita definir las
propiedades requeridas para seleccionar de
ellas plantas determinadas. En cambio, en
Gracilaria parte del material utilizado en
nuestros experimentos se obtuvo a partir de
dos morfotipos silvestres, reproducidos en
el laboratorio via esporas (Candia et al, en
prensa). Estos morfotipos, con diferencias
morfologicas y reproductivas evidentes,
fueron sometidos a un andlisis enzimatico
para su caracterizacidn genética (Reyes et
al, en prensa). Esta informacion basica
reforzard los criterios para la seleccion de
variedades deseables y la micropropagacion
de esta especie.

Nosotros hemos cultivado diferentes
partes del talo de estas algas, puesto que no
todos los explantes de tejido responden
efectivamente al aplicarse métodos artificia-
les de propagacién. Actualmente cultiva-
mos explantes de estipe, zona de transicién
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de la ldmina y rizoides de Lessonia (Collan-
tes y Melo, 1988); explantes apicales,
mediales y basales de Gelidium (Melo y
Collantes, 1988) y explantes apicales y
mediales de Gracilaria (Collantes et al.,
1988). La esterilizacion del tejido se realiza
mediante ultrasonido y procedimientos
antisépticos; los explantes fueron obtenidos
mediante el uso de hojas de afeitar y saca-
bocados y cultivados en medios nutritivos
semisolidos y liquidos en agua de mar
enriquecida (Provasoli o Droop). Estos
medios nutritivos han demostrado ser una
buena base a la cual pueden adicionarse
reguladores de crecimiento, hormonas y
extractos naturales de algas. Las condicio-
nes de luz y temperatura para la incubacidén
de los explantes fueron definidas en base a
la literatura disponible acerca de cultivo de
algas en laboratorio. En las plantas madres,
explantes en cultivo, callo y pliantulas
diferenciadas se estin realizando andlisis
cromosOmicos con el objetivo de determi-
nar el cariotipo respectivo.

Los callos obtenidos en cultivo de
Lessonia se han expresado bajo diferentes
formas, indiferenciacion de células de
origen cortical laxamente agrupadas sobre
explantes estipe y zona de transicion; célu-
las medulares compactas de color amarillo
pdlido sobre explantes estipe o agrupacio-
nes de células medulares de color café claro
en el interior de explantes estipe sin corteza
(Collantes y Melo, 1988). Los callos de
Gelidium se desarrollaron de células corti-
cales en explantes rizoidales y mediales.
Los callos de Gracilaria se han desarrollado
en las superficies de corte del polo basal de
explantes apicales y en el polo basal y
apical de explantes mediales.

Estos resultados previos nos han permi-
tido demostrar que bajo las condiciones
de cultivo usadas en la micropropagacion
de algas pueden manifestarse dos tipos de
expresion morfogenética, yemas adventicias
y embriones somdticos, ambos desarrolldn-
dose a partir de callos o de células totipo-
tentes.

La gemacién adventicia fue observada a
partir de células corticales en el polo apical
de la superficie de corte de explantes de
Gracilaria y a partir de células corticales y
medulares en el polo apical y basal de la
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superficie de corte de los explantes de Geli-
dium. También en ambas algas se origina-
ron yemas laterales, debido al crecimiento
renovado de los filamentos laterales que
forman la corteza del talo. La formacion de
yemas adventicias es reconocida por noso-
tros como una via muy importante para el
clonaje de macroalgas marinas. En Lessonia,
en las condiciones de cultivo usadas, el
proceso de gemacién no fue observado.

La embriogénesis somadtica fue la via
mediante la cual se obtuvieron plantas
gametoOfitas y espordfitas en el cultivo de
tejido de Lessonia, estas Gltimas se diferen-
ciaron por modalidades distintas a partir
de callos y/o gameto6fitos, aspecto que
necesita ser investigado (Collantes y Melo,
1988). Los conteos cromosOmicos efectua-
dos en los gametofitos v espordfitos obte-
nidos nos indican que nuevos esquemas de
autofertilizacién, manipulacién sexual y
poliploida podrian ser posibles de inducir.
Esta via de formacién de embriones hasta
ahora ha sido poco frecuente para los
explantes de Gelidium (Melo y Collantes,
1988) v recién empieza a manifestarse en
Gracilaria (Collantes er al., 1988). Los
callos de Gelidium han originado glébulos
proembridénicos y finalmente embriones
bipolares diferenciados en plintulas lamina-
res (Melo y Collantes, 1988).

Ventajas de la micropropagacion
en algas marinas

Los métodos de micropropagacion presen-
tan ventajas que nos proporcionan eviden-
cias de que ellos pueden llegar a ser eficien-
tes complementos de los métodos de culti-
vo tradicionales.

Una de estas ventajas se atribuye a las
dimensiones diminutas del material necesa-
rio para iniciar los cultivos, lo que evita que
grandes volamenes de algas tengan que ser
transportadas desde el terreno hasta el
laboratorio. Las condiciones asépticas de la
micropropagacion aseguran condiciones
saludables 6ptimas del material de algas
(ausencia de virus, bacterias patégenas, epi-
fitas y micosis). Estos cultivos son ademads
ficiles de almacenar y su producciéon
(bancos de tejidos) puede ser mantenida
indefinidamente en pequefios recipientes
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e inducida a producir segin la demanda
un gran nimero de ejemplares.

El cultivo de tejido, las suspensiones
celulares y de protoplastos ofrecen ademas
multiples usos potenciales para la multipli-
cacion clonal. Progresos sustanciales po-
drin lograrse poduciendo plintulas genéti-
ca y fenotipicamente uniformes via des-
prendimiento y cultivo de yemas adventi-
cias y laterales.

De acuerdo a la importancia y necesidad
de los estudios de genética en el desarrollo
de la acuacultura, la tecnologia de la
micropropagacién permitird la aplicacion
de protocolos de selecciéon para inducir
diferenciacién confiable de células totipo-
tentes en plantas viables. La maricultura de
algas se beneficiard notablemente al poder
disponer mediante estos nuevos métodos de
variedades con propiedades deseables (alta
tasa de crecimiento, produccién de ficoco-
loides mejorados, resistencia al epifitismo,
etc.). Estos stock de semillas certificadas
acelerardn el desarrollo de la maricultura de
algas.

Una vez que las técnicas de hibridizacion
somitica de células estén refinadas para las
especies locales, éstas podran ser usadas
para evitar los largos periodos de desarrolio
requeridos en los cruzamientos tradiciona-
les. La variabilidad espontdnea o inducida
en los cultivos in vitro podrd ser usada
para la seleccion de variedades con mayor
eficiencia. Experiencias acerca de la aisla-
cion, produccién y manipulacién de proto-
plastos pueden ofrecer un gran potencial
como vehiculo para la seleccién de genes
utiles que puedan ser introducidos en algas.

Limitaciones de la micropropagacion
de algas marinas

Existe atlin la necesidad de resolver muchos
problemas para asegurar el éxito de la mi-
cropropagacidén de algas marinas. Uno de
los aspectos mds criticos lo constituye la
mantencion de los cultivos unialgales estéri-
les, se asume que la cubierta mucilaginosa
exhudada por la pared celular protege al
protoplasma de los drasticos tratamientos
quimicos y fisicos que se usan para lograr
cultivos axénicos (hipoclorito, povidona
vodada, etanol, agua destilada-cepillado,
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ultrasonido, lavados, remociéon de paredes
celulares). La presencia de algas endofitas se
considera como un problema especial ain
no solucionado. Estos taxa considerados
contaminantes introducen fuentes adicio-
nales de variacién que complican la infor-
macién histolégica y las interacciones sim-
bidticas que se producen pueden involucrar,
ya sea positiva o negativamente, la inicia-
cibn de la formacion de células callo.

Otro aspecto critico de los procedimien-
tos de micropropagacion es el control y la
optimizaciéon de los medios de cultivo,
condiciones de luz, temperatura, pH vy
salinidad. En cuanto a la composicién del
medio, algunas variedades tienden a formar
embriones morfolégicamente anormales
cuando se agregan reguladores del creci-
miento (Ammirato, 1977; fide Krikorian,
1982). La induccion de callo y la diferen-
ciacion a planta completa debe ser resuelta
para cada alga estudiada. Algunas eviden-
cias disponibles sugieren que algunas hor-
monas tienen efectos fisiologicos en las
algas marinas. La respuesta de las especies
de algas a las hormonas y otras sustancias
organicas no podrd ser determinada hasta
que estén disponibles para su uso las técni-
cas para cultivo axénico de algas marinas
(Gibor, 1980).

La factibilidad de usar la superficie del
océano para el cultivo de plantas ha sido
demostrada por la industria de Nori en
Japon (Miura, 1977; fide Gibor, 1980) y en
un menor grado por el desarrollo de los
centros de cultivos de Gracilaria en Chile.

Se considera entonces prioritaria la necesi- -

dad de aumentar el conocimiento bdsico de
Gracilaria v otras algas de importancia eco-
ndémica, antes de que avances significativos
puedan mejorar el actual nivel de cosecha
de estos recursos,

Se concluye que a pesar de los problemas
que deberdn ser enfrentados para la produc-
cién de plantulas mejoradas de algas mari-
nas mediante técnicas de micropropaga-
cién, los beneficios potenciales que la
maricuitura podria obtener compensan
ampliamente cualquiera de las dificultades
ya mencionadas.
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