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Physiological assessment of 2 color strains of Crassiphycus corneus (J. Agardh)
Gurgel, J.N. Norris et Fredericq (Gracilariales, Rhodophyta): Effects of
temperature and irradiance
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Caracterizacion fisiologica de 2 linajes de color de Crassiphycus corneus
(J.Agardh) Gurgel, J.N. Norris et Fredericq (Gracilariales, Rhodophyta):
Efectos de la temperatura y la irradiancia
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ABSTRACT. Crassiphycus corneus (J.Agardh) Gurgel, J.N.Norris et Fredericq (Gracilariales, Rhodophyta) is a species with high-quality and
high yields of polysaccharides and is therefore an important agarophyte on the west coast of the Atlantic Ocean. On the northeastern coast of
Brazil, the populations of this species are mostly composed of individuals of the wild red color strain and some individuals of the green color
strain, the latter being scarcely studied. This work characterizes and compares the physiological performance of the wild red strain and the green
variant under different temperature and irradiance conditions in the laboratory. The results indicate that the green and red strains are similarly
tolerant to low temperatures (18 °C) but intolerant to high temperatures (35 °C). Both strains exhibited the highest growth rate at 25 °C and high
irradiance (500 pmol photon'm-s™). Under these conditions, photosynthetic rate and pigment content were similar in both color strains, but
growth rates were higher in the red strain. Despite this difference, it is important to highlight that the green strain showed a growth rate of over
10%, which indicates that it could be used for cultures aiming to obtain products with added value.

Key words: physiology, Crassiphycus corneus, mariculture, photosynthesis, pigments.

RESUMEN. Crassiphycus corneus (J.Agardh) Gurgel, J.N.Norris et Fredericq (Gracilariales, Rhodophyta) es una de las especies de algas que
posee alta calidad y rendimiento de polisacéridos, y es una importante agarofita de la costa oeste del océano Atlantico. En las costas del noreste
brasileflo, las poblaciones de esta especie estan compuestas, en su mayoria, por individuos de linaje salvaje de color rojo, asi como por algunos
de coloracion verde, de los cuales estos ultimos han sido escasamente estudiados. Este trabajo caracteriza y compara el desempefio fisiologico
de los linajes rojo salvaje y la variante verde de C. corneus en diferentes condiciones de temperatura e irradiancia en laboratorio. Los resultados
indican que los linajes verdes y rojos son similarmente tolerantes a bajas temperaturas (18 °C) e intolerantes a las altas temperaturas (35 °C).
La mayor tasa de crecimiento en ambos linajes fue observada a 25 °C y alta irradiancia (500 pmol foton-m=-s™"). En esas tltimas condiciones,
la tasa fotosintética y el contenido pigmentario fue similar en ambos linajes, pero las tasas de crecimiento fueron mayores en el linaje rojo. A
pesar de esta diferencia en el crecimiento, se destaca que el linaje verde presento tasa de crecimiento por sobre el 10%, lo cual podria permitir
que sea utilizado con fines de cultivo para obtener productos con valor agregado.

Palabras clave: fisiologia, Crassiphycus corneus, maricultura, fotosintesis, pigmentos.

INTRODUCTION

Species in the Gracilariaceae family, including those
within the genera Gracilaria Greville, Crassiphycus Guiry,
Gurgel, J.N. Norris et Fredericq, and Agarophyton Gurgel,
J.N. Norris et Fredericq, are among the most commonly used
algae in the production of agar (Oliveira et al. 2000, Kim et al.
2017). Globally, the production of this phycocolloid comes
from species that are harvested from natural populations;
however, some species in this family have been cultivated

INTRODUCCION

Algunas especies de la Familia Gracilariaceae, incluidas
aquellas de los géneros Gracilaria Greville, Crassiphycus
Guiry, Gurgel, J.N. Norris et Fredericq y Agarophyton Gurgel,
J.N.Norris et Fredericq, son algunas de las algas mas utili-
zadas para la produccion de agar (Oliveira et al. 2000, Kim
et al. 2017). A nivel mundial, la produccion de este ficoco-
loide proviene de especies extraidas de bancos naturales; sin
embargo, algunas especies de esta familia han sido cultivadas
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on a commercial scale for several years in countries such as
Chile and Indonesia (Bixler and Porse 2011). In Brazil, agar
is produced mainly from species that are extracted from nat-
ural populations since, despite the efforts, there have been
no promising results in cultivating these agarophytes on a
commercial scale. However, extractive practices have been
combined with artisanal culturing, a joint practice that has
played an important role in the economy of coastal commu-
nities (Carneiro et al. 2011).

Algae are highly mutable organisms (Lobban and
Harrison 1994), a feature that can affect phenotypic expres-
sions such as growth, morphology, and color. In this con-
text, thalli of the same species with different colors are
frequent in the wild, possibly as a result of expressions
of adaptation to the environment or a genotypic pig-
ment variant (Navarro 2015). Pigment variants have been
reported in several species of red macroalgae, including
Hypnea musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux (Yokoya
et al. 2003), Palmaria palmata (Linnacus) Weber et Mohr
(Pueschel and van der Meer 1984), Kappaphycus alvarezii
(Doty) Doty (De Paula et al. 1999, Aguirre-von-Wobeser
et al. 2001), Mazzaella laminarioides (Bory) Fredericq
(Navarro 2015), Gracilaria domingensis (Kiitzing) Sonder
ex Dickie (Plastino et al. 1999), Crassiphycus birdiae
(Plastino et E.C. Oliveira) Gurgel, J.N. Norris et Fredericq
(Plastino et al. 2004), Crassiphycus caudatus (J. Agardh)
Gurgel, J.N. Norris et Fredericq (Faria and Plastino 2016),
and Crassiphycus corneus (Ferreira et al. 2006). The study
of different strains of Gracilariaceae species on the Brazilian
coast has contributed to knowledge on the functional diver-
sity of each species and to the selection of strains most suit-
able for culture (Ferreira et al. 2006, Ursi et al. 2013, Aratijo
et al. 2014).

Crassiphycus corneus is distributed in the western Atlantic
Ocean from Bermuda, across the Gulf of Mexico, and down
to Cabo Frio, Brazil (Bird et al. 1986). Given the quality
and yield of its agar (Freile-Pelegrin et al. 2002), C. corneus
together with C. birdiae has been used as a main source of
raw material for agar production in Brazil (Plastino and
Oliveira 2002). Some of its physiological aspects have
been studied: growth under laboratory conditions (Navarro-
Angulo and Robledo 1999), photosynthesis and pigments
(Dawes et al. 1999), ultraviolet-absorbing compounds
(Sinha et al. 2000), agar quality (Freile-Pelegrin et al. 2002),
and reproduction (Guzman-Uridstegui and Robledo 1999,
Orduia-Rojas et al. 2002). However, none of these studies
have approached intraspecific diversity. On the northeastern
coast of Brazil, the C. corneus populations are composed
of mostly individuals of the wild red color strain and some
individuals of the green color strain. Since it was first dis-
covered, the green color strain has been scarcely studied in
relation to its physiological performance under different tem-
perature and irradiance conditions.

Temperature and irradiance play a crucial role in dif-
ferent biological processes at different levels and determine
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a escala comercial desde hace varios afos en paises como
Chile e Indonesia (Bixler y Porse 2011). En Brasil, la produc-
cion de agar se basa principalmente en especies extraidas
de bancos naturales, ya que a pesar de los esfuerzos reali-
zados, no se han tenido resultados promisorios para cultivar
estas agarofitas a escala comercial. Sin embargo, la actividad
extractiva se ha conjugado con el cultivo artesanal, lo cual
juega un papel importante en la economia de comunidades
costeras (Carneiro et al. 2011).

Las algas son organismos altamente mutables (Lobban y
Harrison 1994), lo que puede afectar expresiones fenotipicas
como el crecimiento, la morfologia y la pigmentacion. En
este contexto, los talos de una especie de diferentes colores
son frecuentes en la naturaleza y pueden ser producto de
expresiones de adecuacion al ambiente o una variante geno-
tipica pigmentar (Navarro 2015). Las variantes pigmentarias
han sido reportadas en varias especies de macroalgas rojas,
incluidas Hypnea musciformis (Wulfen) J.V. Lamouroux
(Yokoya et al. 2003), Palmaria palmata (Linnacus) Weber et
Mohr (Pueschel y van der Meer 1984), Kappaphycus alvarezii
(Doty) Doty (De Paula et al. 1999, Aguirre-von-Wobeser
et al. 2001), Mazzaella laminarioides (Bory) Fredericq
(Navarro 2015), Gracilaria domingensis (Kiitzing) Sonder
ex Dickie (Plastino et al. 1999), Crassiphycus birdiae
(Plastino et E.C. Oliveira) Gurgel, J.N. Norris et Fredericq
(Plastino et al. 2004), Crassiphycus caudatus (J. Agardh)
Gurgel, J.N. Norris et Fredericq (Faria y Plastino 2016) y
Crassiphycus corneus (Ferreira et al. 2006). El estudio de
diferentes linajes de especies de la familia Gracilariaceae
en la costa brasilefia ha contribuido al conocimiento de la
diversidad funcional de cada una de las especies, asi como de
la seleccion de linajes mas adecuados para el cultivo (Ferreira
et al. 2006, Ursi et al. 2013, Aratijo et al. 2014).

Crassiphycus corneus se distribuye en el océano Atlan-
tico occidental desde las islas Bermudas, a través del golfo
de México y hasta cabo Frio en Brasil (Bird et al. 1986).
Debido a la calidad y el rendimiento de su agar (Freile-
Pelegrin et al. 2002), C. corneus, al igual que C. birdiae, es
la principal fuente utilizada para la produccion de agar en
Brasil (Plastino y Oliveira 2002). Algunos aspectos de su
fisiologia han sido estudiados: crecimiento en condiciones de
laboratorio (Navarro-Angulo y Robledo 1999), fotosintesis
y pigmentos (Dawes et al. 1999), compuestos que absorben
luz ultravioleta (Sinha et al. 2000), calidad de agar (Freile-
Pelegrin et al. 2002) y reproduccion (Guzman-Uridstegui y
Robledo 1999, Orduna-Rojas et al. 2002). Sin embargo, estos
estudios no han abordado la diversidad intraespecifica. En
las costas del noreste brasilefio, las poblaciones de la especie
estan compuestas mayoritariamente por individuos de linaje
salvaje de color rojo, asi como por algunos de coloracion
verde. Desde su descubrimiento, estos ultimos han sido esca-
samente estudiados en relacion con su desempeio fisiologico
bajo diferentes condiciones de temperatura e irradiancia.

La temperatura y la irradiancia juegan un rol importante
en diferentes procesos biologicos a diferentes niveles y
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the vertical and latitudinal distribution of algae (Lobban
and Harrison 1994). Irradiance governs growth (provides
energy for photosynthesis) and has photoperiodic and pho-
tomorphogenic effects (Hurd et al. 2014). Temperature, on
the other hand, affects processes such as photosynthesis and
respiration because of its direct influence on the speed of all
enzymatic, electron transport, and solute movement reac-
tions in algal cells and its influence on the properties of cel-
lular components such as lipids, proteins, and carbohydrates
(Davison 1991, Hurd et al. 2014). Knowing the requirements
and tolerance of a given species regarding these factors is an
important aspect of cultivation. In the case of color variants,
the study of temperature and light requirements and toler-
ance levels could reveal valuable information on the pres-
ence of strains that are resistant to environmental variations.
While some studies suggest that most pigment variants have
lower biological adaptation than wild specimens, as variants
are less robust and have lower growth and survival rates (van
der Meer 1990), other studies have shown that variants and
wild strains have similar physiological capabilities when
exposed to the same conditions of irradiance, nutrients, tem-
perature, etc. (Aguirre-von-Wobeser et al. 2001, Ferreira et
al. 2006, Ursi et al. 2013). Given the commercial value of
C. corneus and the importance of color strains to the study
of genetics and intraspecific variability, this study aimed to
characterize and compare the physiological performance of
the green variant and the wild red strains of C. corneus under
different temperature and irradiance conditions in the labo-
ratory. The tested hypothesis was that the green strain would
exhibit a similar physiological performance as specimens of
the red color strain under different temperature and irradi-
ance conditions.

MATERIALS AND METHODS
General culture conditions

Green variant and wild red strain tetrasporophytes of
C.corneus from Meireles Beach (Fig.S1)(3°32'S,41°42" W),
Fortaleza, Ceara State, northeastern Brazil, were obtained
from the Gracilariaceae Germplasm Bank in the Edison José
de Paula Seaweed Laboratory, Institute of Biosciences, Uni-
versity of Sdo Paulo, Brazil. Biological material was cul-
tured in sterile seawater (absolute salinity of 32) enriched
with 12.5% von Stosch solution (Ursi and Plastino 2001).
Algae were kept in a controlled environment at 25 = 1 °C
and a photoperiod of 14 h light. Photosynthetically active
radiation, provided by fluorescent lamps (Osram 40W), was
maintained at 200 pmol photon'm?'s™'. Algac were kept
under alternating aeration periods of 30 min. These condi-
tions were used after having observed the results obtained
for other Gracilariaceae species in our laboratory. Algae were
kept under these conditions for 8 months in order to obtain
enough material to start the experiments.
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determinan la distribucion vertical y latitudinal de las algas
(Lobban y Harrison 1994). La irradiancia, por su parte,
gobierna el crecimiento (provee la energia para la fotosin-
tesis) y tiene efectos fotoperioddicos y fotomorfogenéticos
(Hurd et al. 2014). La temperatura, por otra parte, afecta
procesos como la fotosintesis y la respiracion debido a que
tiene injerencia sobre la velocidad de todas las reacciones
enzimaticas, de transporte de electrones y de movimiento
de solutos dentro de las células de las algas, e influye en
las propiedades de los componentes celulares como lipidos,
proteinas y carbohidratos (Davison 1991, Hurd et al. 2014).
Conocer los requerimientos y la tolerancia de una especie
determinada con relacion a estos factores es un aspecto
importante para el cultivo. En el caso de variantes de color,
el estudio de requerimientos y tolerancia con respecto a
la temperatura y la irradiancia puede revelar informacion
valiosa sobre la presencia de linajes que son resistentes a
las variaciones de factores ambientales. En este sentido,
mientras algunos trabajos sugieren que la mayoria de las
variantes pigmentarias tienen una menor adecuacion biolo-
gica con relacion a los ejemplares salvajes, al ser menos
robustas y presentar menores tasas de crecimiento y super-
vivencia (van der Meer 1990), otros han mostrado que las
variantes presentan capacidades fisiologicas similares a las
de los linajes salvajes cuando son expuestas a las mismas
condiciones de irradiancia, nutrientes, temperatura, etc.
(Aguirre-von-Wobeser et al. 2001, Ferreira et al. 2006, Ursi
et al. 2013). Debido al valor comercial de C. corneus, asi
como a la importancia del estudio de los linajes de color
en genética y la variabilidad intraespecifica, este estudio
tuvo como objetivo caracterizar y comparar el desempefio
fisiologico de los linajes rojo salvaje y la variante verde de
C. corneus bajo diferentes condiciones de temperatura e
irradiancia en laboratorio. La hipotesis fue que el linaje
verde exhibiria similar desempeiio fisiologico al de los
ejemplares del linaje rojo bajo las distintas condiciones de
temperatura ¢ irradiancia probadas.

MATERIALES Y METODOS
Condiciones generales de cultivo

Los tetraspor6fitos de la variante de color verde y los
tetrasporéfitos salvajes de coloracion roja de C. corneus
de playa Meireles (Fig. S1) (3°32' S, 41°42"” W), Fortaleza,
estado de Ceara, noreste de Brasil, fueron obtenidos del
Banco de Germoplasma de Gracilariaceae del laboratorio de
Algas Marinas Edison José de Paula del Instituto de Biocién-
cias de la Universidade de Sao Paulo, Brasil. El material
bioldgico fue cultivado en agua de mar estéril (salinidad
absoluta de 32) enriquecida con una solucion de 12.5% von
Stosch (Ursi y Plastino 2001). Las algas fueron mantenidas
en un ambiente controlado a 25 + 1 °C y con fotoperiodo de
14 h de luz. La radiacion fotosintéticamente activa fue de
200 umol foton'm=-s™'y provista por lamparas fluorescentes
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Experimental design

Three experiments were performed considering both the
green and red strains. The first aimed to observe and compare
the physiological performance of both strains at 3 different
temperatures (18, 25, and 35 °C; 60 umol photon-m=-s");
the second aimed to assess the growth of both strains at
25 °C under high irradiance (500 pmol photon-m=-s™); and
the third aimed to determine the photosynthetic rates of both
strains under the conditions of the second experiment and
to compare the data with the values obtained for specimens
exposed to 25 °C and 200 umol photon-m2-s7!,

Growth at different temperatures

Eighteen 800-mL flasks containing 0.01 g (five 3-cm
long apical segments per flasks) of both green and red strains
were prepared (3 replicas per strain for each temperature
treatment). These experimental units were cultured during
21 d at different temperatures (18, 25, and 35 £ 1 °C) and
60 pmol photon'm?s”!, with a 14-h photoperiod; the cul-
ture medium was changed weekly. Fresh biomass was mea-
sured for each strain in each treatment at the beginning of
the experiment and then weekly to calculate the daily rela-
tive growth rate (described below).

Growth at 25 °C and high irradiance

Both strains were subjected to 25 °C and a high irradiance
of 500 umol photon-m2-s™! under the same general labora-
tory conditions. Ten 800-mL flasks (5 replicates per strain)
containing five 1.5-cm long apical segments each were pre-
pared (0.06 g of each strain per flask). Fresh biomass was
recorded at the beginning of the experiment and then weekly
(during 21 d) to calculate RGR. At the end of the experiment,
the contents of chlorophyll a, phycoerythrin, and phycocy-
anin were determined for each strain.

Photosynthesis and respiration

For this experiment, both strains were previously cul-
tured at 25 °C and 500 pmol photon'm=-s! during 21 d
(experiment 2). The light and dark bottle method (Littler and
Arnold 1985, Thomas 1988) was used to measure gross and
net photosynthesis (umol O, g™ FW-h™!; FW, fresh weight)
and respiration rates after algae were cultivated for a certain
amount of time. The incubation bottles were prepared using
300 mg of fresh biomass, 170 mL of filtered seawater, and
2 mL of NaHCO,. Light and dark bottles were distributed into
2 irradiance treatments: 200 and 500 pumol photon-m=2-s!
(3 replicates per treatment). Bottles with no algae were used
as the control. The incubation period was 35 min at 25 +
1 °C. Before and after this incubation period, the dissolved
O, value was recorded using a portable oximeter (YSI 58)
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(Osram 40W). Las algas se mantuvieron con alternancias de
periodos de aireacion de 30 min. Estas condiciones fueron
utilizadas después de haber observado resultados obtenidos
para otras Gracilariales en nuestro laboratorio. En estas
condiciones, las algas fueron mantenidas por 8§ meses para
obtener material suficiente para iniciar los experimentos.

Disefio experimental

Tres experimentos fueron realizados considerando los
linajes verde y rojo. El primero tuvo por objetivo conocer
y comparar el desempefio fisiolégico de ambos linajes
a 3 temperaturas (18, 25 y 35 °C; 60 pmol foton'm2-s™');
el segundo fue realizado para evaluar el crecimiento de
ambos linajes a 25 °C y en una condicion de alta irradiancia
(500 pmol foton'm=2-s!); y el tercero tuvo por objetivo deter-
minar las tasas fotosintéticas de ambos linajes en las condi-
ciones del segundo experimento y contrastar los resultados
con aquellos obtenidos para ejemplares de ambos linajes en
las condiciones de 25 °C y 200 umol foton-m2-s!,

Crecimiento a diferente temperatura

Se prepararon 18 frascos de 800 mL con aproximada-
mente 0.01 g de apices (5 apices de 3 cm de longitud por
frasco) de los linajes verde y rojo (3 réplicas por linaje para
cada temperatura). Estas unidades experimentales fueron
cultivadas durante 21 d a diferentes temperaturas (18, 25 y
35+ 1°C)ya60 pmol foton'm?-s™ con un fotoperiodo de
14 h de luz; el medio de cultivo fue cambiado semanalmente.
Al inicio y semanalmente, la biomasa de cada linaje en cada
tratamiento fue registrada con el fin de obtener la tasa de
crecimiento diario relativo (descrita mas abajo).

Crecimiento a 25 °C y alta irradiancia

Los linajes fueron sometidos a 25 °C y alta irradiancia de
500 umol foton-m=-s7! bajo las mismas condiciones generales
de cultivo. Para esto, se prepararon 10 matraces de 800 mL (5
réplicas por linaje) con 5 apices de 1.5 cm de longitud en su
interior (0.06 g de cada linaje por matraz). Al inicio y sema-
nalmente (durante 21 d), la biomasa fue registrada, con el fin
de calcular la tasa de crecimiento diario relativo. Finalizado
el experimento, a partir de cada linaje, se determino el conte-
nido de clorofila a, ficoeritrina y ficocianina.

Fotosintesis y respiracion

Para este experimento, los linajes fueron cultivados
previamente por 21 d a 25 °C y 500 pmol foton'm?2-s’!
(experimento 2). El método de botellas claras y oscuras
(Littler y Arnold 1985, Thomas 1988) fue usado para medir
la fotosintesis bruta y neta (umol O, g™ MF-h™!'; MF, masa
fresca, peso alga en gramos) y la respiracion después de
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with an automatic electrode (YSI 5905). The initial O,
value in each bottle was adjusted to 4 mg of O, per liter of
seawater.

Relative growth rate

Daily relative growth rate (RGR) was calculated accor
ding to the following equation:
RGR = [(B/B)"T— 1] x 100% (1)
where B; is final biomass, B, is initial biomass, and T is time
(Yong et al. 2013).

Pigment content

Samples 300 mg in weight (FW, n = 3) were ground in
liquid nitrogen in darkness. The powder was dissolved in
2 mL of phosphate buffer (0.05 M, pH 5.5) at 4 °C. The crude
extracts were then centrifuged at 44,000 x g for 20 min at
4 °C, and the supernatant, which contained phycobilipro-
teins, was analyzed with a spectrophotometer (HP8452A).
The pellet, which contained chlorophyll a, was dissolved in
90% acetone and centrifuged at 12,000 x g for 15 min. The
supernatant was analyzed with a spectrophotometer. Phyco-
cyanin (PC) and phycoerythrin (PE) concentrations were cal-
culated according to Kursar et al. (1983):

PC = (151.1 X Agy,) — (99.1 X Ags) )

PE = (155.8 X Ayges) — (40.0 x Ag,,) — (10.5 X Ags) . (3)

Chlorophyll a (Chla) was calculated according to Ritchie
(2008):

Chla = 11.406 x (Ags — Asso) - 4)
Photosynthetic rates

Photosynthetic rates were calculated using the O, concen-
trations in each incubation bottle according to the following
equations:

Np=GP-RE , (5)
where Np is net photosynthesis, GP is gross photosynthesis,
and RE is respiration;

GP= (F/T)/FW (6)
where F_ is the O, level in the light bottle: (O, final — O,
initial) x volume;

RE = (F,/T)/FW , 7)
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que las algas fueran cultivadas por un periodo determinado.
Las botellas de incubacion fueron preparadas considerando
300 mg de MF y 170 mL de agua de mar filtrada y 2 mL de
NaHCO,. Las botellas de incubacion, tanto la clara como la
oscura, fueron distribuidas en 2 tratamientos de irradiancia:
200 y 500 umol foton'm=-s' (3 réplicas por tratamiento).
Las botellas sin alga fueron usadas como control. El periodo
de incubacion fue de 35 min a 25 + 1 °C. Antes y después del
periodo de incubacidn, el valor de O, disuelto fue registrado
utilizando un oximetro portatil (YSI 58) acoplado a un elec-
trodo (YSI 5905). El valor inicial del O, en cada botella fue
ajustado a 4 mg de O, por cada litro de agua.

Tasa de crecimiento diario

Para realizar el calculo de la tasa de crecimiento diario
relativo (TCR), se utiliz6 la formula:
TCR = [(M/M)"T - 1] x 100% (1)
donde M; es la masa final, M; es la masa inicial y T es el
tiempo (Yong et al. 2013).

Composicion pigmentaria

Muestras de 300 mg (MF, n = 3) fueron maceradas en
nitrogeno liquido en oscuridad. El polvo fue diluido en
tampon de fosfato (0.05 M, pH 5.5) a 4 °C. Posteriormente,
el material fue centrifugado a 44,000 % g por 20 min a 4 °C
y el sobrenadante, que contenia ficobiliproteinas, fue anali-
zado en un espectrofotometro (HP8452A). El granulo, que
contenia la clorofila a, fue resuspendido en acetona al 90% y
centrifugado a 12,000 x g por 15 min, y el sobrenadante fue
analizado espectrofotométricamente. La concentracion de
ficocianina (FC) y la de ficoeritrina (FE) fueron calculadas
de acuerdo con Kursar et al. (1983):

FC=(151.1 x Agy) — (99.1 X Ags)) )

FE = (155.8 X Ayggs) — (40.0 x Ag,,) — (10.5 X Agg) . (3)

La clorofila a (Cla) se calculé de acuerdo con Ritchie
(2008):

Cla=11.406 % (Agg — Arsg) (4)

Tasa fotosintética

Las tasas fotosintéticas fueron calculadas con base en las
concentraciones de O, registradas en cada botella de incuba-
cion, de acuerdo con las siguientes formulas:

FI=FB-RE , (5)
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where F_ is the O, concentration in the dark bottle: (O,
final — O, initial) x volume.

Statistical analysis

The RGRs recorded in experiments 1 and 2 were ana-
lyzed with a repeated measures one-way analysis of vari-
ance (ANOVA). A two-way ANOVA (strain and irradiance)
was used to determine differences between photosynthetic
rates. In all cases, the Newman—Keuls test (95% confidence
level) was used a posteriori to establish statistical differ-
ences. Before performing ANOVA, normality was tested
using the Kolmogorov—Smirnov test, whereas the homoge-
neity and homoscedasticity of variances were tested using
the Cochran test. Pigment concentration was analyzed con-
sidering the means using Student’s t-test. All statistical anal-
yses were performed using Statistica 7 (Statsoft Inc; Tulsa,
Oklahoma, USA).

RESULTS
Growth at different temperatures

Both the green and red strains of C. corneus were not
tolerant to 35 °C, exhibiting necrosis and death in the first
week of culture (Fig. 1). Both strains, on the other hand,
were tolerant to 18 °C and showed similar RGRs (Table 1).
Detailed analysis of RGRs (weeks 1-3) showed variations
through time (Fig. 1). In the first 7 d green specimens exhib-
ited higher RGR (8%) than red specimens (4%); however,
this difference disappeared as the experiment continued.
Higher RGRs were observed for both strains at 25 °C. At this
temperature, no differences in the RGR of both strains were
observed throughout the experiment (Fig. 1, Table 1).

Growth at 25 °C and high irradiance

The red strain showed higher growth rates than
the green strain when they were cultured at 25 °C and
500 pmol photon'm?-s! (P < 0.05, Fig. 2). Detailed anal-
ysis of RGRs (weeks 1-3) showed progressive decrease in
RGR in both strains over time. Differences between both
strains were observed in the second and third week, with the
red strain showing the highest growth rate (Fig. 2). At the
end of the experiment, no differences were observed in the
chlorophyll a and phycobiliprotein concentrations between
the green and red strains (Table 2).

Photosynthetic rates
Green and wild red strains showed no differences in pho-

tosynthetic rates between the irradiance treatments (Fig. 3,
Table 1).
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donde Fl es la fotosintesis liquida, FB es la fotosintesis bruta
y RE es la respiracion;

FB = (F/T)/MF , (6)
donde F, es el nivel de O, en la botella clara: (O, final — O,
inicial) X volumen;

RE = (F,/T)/MF , (7
donde F, es la concentracion O, en la botella oscura: (O,
final — O, inicial) X volumen.

Analisis estadistico

Las TCR registradas en los experimentos 1 y 2 fueron
analizadas usando un andlisis de varianza (ANDEVA) de
mediciones repetidas de un factor. El ANDEVA de 2 factores
(linaje e irradiancia) fue utilizado para determinar diferencias
entre las tasas fotosintéticas. Para todos los casos, la prueba
a posteriori de Newman—Keuls (95% nivel de confianza) fue
utilizada para determinar las principales diferencias. Previo
al ANDEVA, la normalidad de datos fue verificada usando la
prueba de Kolmogorov—Smirnov, mientras que la homoge-
neidad y la homocedasticidad de varianza fueron verificadas
usando la prueba de Cochran. La concentracion pigmentaria
fue analizada considerando las medias con la prueba de t
de Student. Los analisis fueron realizados con Statistica 7
(Statsoft Inc; Tulsa, Oklahoma, EUA).

RESULTADOS
Crecimiento a diferente temperatura

Los apices de ambos linajes de C. corneus fueron into-
lerantes a 35°C y presentaron necrosis y muerte en la
primera semana de cultivo (Fig. 1). Ambos linajes, por otra
parte, fueron tolerantes a 18 °C y mostraron TCR similares
(Tabla 1). Un analisis detallado de las TCR (semanas 1 a
3) mostrd variacion a lo largo del tiempo (Fig. 1). En los
primeros 7 d, los ejemplares verdes (8%) crecieron significa-
tivamente mas que los rojos (4%); no obstante, esa diferencia
desaparecido conforme continu6 el experimento. Mayores
TCR para ambos linajes fueron observadas a 25 °C. No se
observaron diferencias entre las TCR de ambos linajes en el
tiempo (Fig.1, Tabla 1).

Crecimiento a 25 °C y a mayor irradiancia

Los apices del linaje rojo presentaron mayor crecimiento
que el linaje verde cuando fueron cultivados a 25°C y
500 umol foton-m2-s™! (P < 0.05, Fig. 2). Un analisis deta-
llado de las TCR (semanas 1 a 3) mostr6é una disminucion
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Figure 1. Daily relative growth rates (RGR, percent fresh weight
per day) for red (white bars) and green (gray bars) strains of
Crassiphycus corneus cultured under 3 temperature treatments
(18,25, and 35 °C) at 60 pmol photon-m2-s! for 21 d. Insert shows
total RGR during the experimental period in each treatment. Data
are expressed as mean values (+ standard deviation of the mean,
n = 3). Different letters indicate differences at P < 0.05.

Figura 1. Tasa de crecimiento diario relativo (RGR, porcentaje
de masa fresca por dia) de los linajes rojo (barras blancas) y verde
(barras grises) de Crassiphycus corneus cultivada bajo 3 trata-
mientos de temperatura (18, 25 y 35 °C) a 60 umol foton-m=-s7!
durante 21 d. El grafico inserto muestra la RGR total durante el
periodo completo de experimentacion en cada tratamiento. Datos
expresados como valores medios (£ desviacion estandar, n = 3).
Las letras diferentes indican diferencias con P < 0.05.
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progresiva de la TCR en ambos linajes a través del tiempo.
Se observaron diferencias entre ambos linajes en la segunda
y la tercera semana de cultivo, con mayor crecimiento en el
linaje rojo (Fig. 2). Al finalizar el experimento, la concen-
tracion de clorofila a, asi como la de ficobiliproteinas, fue
similar en ambos linajes (Tabla 2).

Tasa fotosintética

Los épices de la variante verde y del linaje salvaje de
coloracion roja no presentaron diferencias en la tasa fotosin-
tética bajo las irradiancias probadas (Fig. 3, Tabla 1).

DISCUSION

Los linajes verde y rojo de C. corneus no presentaron
diferencias en el contenido pigmentario ni en la tasa foto-
sintética en las condiciones probadas. Sin embargo, las TCR
fueron disimiles a lo largo del periodo estudiado, principal-
mente a 25 °C y alta irradiancia. Estos resultados permiten
rechazar, parcialmente, nuestra hipétesis debido a la seme-
janza en el desempeifio fisiologico en muchas de las condi-
ciones probadas.

Las tasas fotosintéticas de ambos linajes fueron similares
en las irradiancias probadas (200 y 500 pmol foton-m=2-s7").
Estos resultados concuerdan con lo observado en los morfo-
tipos rojo y verde de K. alvarezii, para los cuales las curvas
de fotosintesis-irradiancia fueron similares (Aguirre-von-
Wobeser et al. 2001). La semejanza en las tasas fotosinté-
ticas podria reflejar la concentracion pigmentaria de ambos
linajes. De hecho, los linajes verde y rojo de C. corneus
(el presente estudio), C. birdiae (Costa y Plastino 2011) y
K. alvarezii (Aguirre-von-Wobeser et al. 2001) presentaron
similar contenido de clorofila a. En el caso de los morfotipos
rojo y verde de K. alvarezii, tampoco se observaron diferen-
cias en el contenido de FE, pero si un alto contenido de alofi-
cocianina y FC en el morfotipo verde (Aguirre-von-Wobeser
etal. 2001). La diferencia en el contenido de ficobiliproteinas,
segun Aguirre-von-Wobeser et al. (2001), podria ser la razon
por la cual el morfotipo verde no presenta la tipica coloracion
roja de los representantes del filo Rhodophyta. Por otra parte,
Doty et al. (1987), mencionaron que la pigmentacion verde
en los morfotipos de K. alvarezii es el resultado de niveles
bajos de FE. Por otro lado, Guimaraes et al. (2003) y Costa
y Plastino (2011) observaron una baja concentracion de FE
en individuos verdes de G. domingensis y C. birdiae, lo cual
podria conferirles una baja viabilidad, que finalmente podria
reflejar la escasa presencia de esta variante en el campo. En
este sentido, van der Meer (1990) sugiere que la mayoria de
las variantes pigmentarias en Gracilaria tikvahiae tienen
una menor adecuacion biologica con relacién a los ejem-
plares salvajes, ya que las variantes pigmentarias son menos
robustas y tienen menores tasas de crecimiento y menor
supervivencia. Esto parece concordar con lo observado en
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Table 1. Analysis of variance (ANOVA) and significance for the main effects and interactions between
factors for daily Relative Growth Rate (RGR, in experiments 1 and 2) and for photosynthesis
(experiment 3) for the green and red strains of Crassiphycus corneus. The repeated measures ANOVA
was used to analyze the RGR over time in experiments 1 and 2, and the one-way ANOVA was used
to determine differences between strains during the entire period (1-21 d). Two-way ANOVA was
used to determine differences between the photosynthesis values (experiment 3). Bold values indicate
differences at P < 0.05.

Tabla 1. Analisis de Varianza (ANDEVA) y significancia para los principales efectos y la interaccion de
factores para la tasa de relativa de crecimiento diario (RGR, en experimentos 1y 2) y para los valores de
fotosintesis (experimento 3) de los linajes verde y rojo de Crassiphycus corneus. Para analizar la RGR
en el tiempo en los experimentos 1y 2, se utilizé6 un ANDEVA de medidas repetidas, y para determinar
diferencias entre linajes durante el periodo total (1-21 d), se utiliz6 un ANDEVA de un factor. Para
determinar las diferencias entre los valores de fotosintesis (experimento 3), se utiliz6 un ANDEVA de
2 factores. Los valores en fuente negrilla corresponden a diferencias significativas con P < 0.05.

Source of
Experiment and variable variation d.f. F-value P-value
Growth (experiment 1)
RGR (18 °C) Strain (A) 1 24.770 0.007
Time (B) 2 0.880 0.451
AxB 2 5.440 0.003
RGR (18 °C, 1-21 d) Strain 1 1.180 0.338
RGR (25°C) Strain (A) 1 5.370 0.081
Time (B) 2 2.060 0.189
AXB 2 3.420 0.084
RGR (25°C, 1-21 d) Strain 1 5.330 0.082
Growth (experiment 2)
RGR (25 °C) Strain (A) 1 12.640 0.007
Time (B) 2 103.960 >0.001
AXB 2 3.650 0.049
RGR (25 °C, 1-21 d) Strain 1 5.330 0.082
Photosynthesis under different irradiances (experiment 3)
Irradiance (A) 1 1.735 0.224
Strain (B) 1 0.941 0.361
AxB 1 3.245 0.109

DiscusSsioN

Green and red strains of C. corneus showed no differ-
ences in pigment content or in photosynthetic rates under the
tested conditions. However, RGRs were different throughout
the study, generally at 25 °C and under high irradiance. These
results allow us to partially reject our hypothesis because

126

C. corneus, mas solo para las condiciones de 25 °C y alta
irradiancia (500 pmol foton'm2-s'). Importante de resaltar
es la tolerancia a 18 °C, principalmente del linaje verde, el
cual alcanzo6 una TCR del 8% en los primeros 7 d de cultivo.
Segun Dawes et al. (1999), C. corneus presenta baja tole-
rancia a temperaturas por debajo de 15 °C, ya que las tempe-
raturas bajas promueven una baja tasa fotosintética.
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physiological performance was similar under many of the
tested conditions.

Photosynthetic rates in both the green and red strains
were similar under the tested irradiances (200 and
500 pmol photon'm?-s™'). These results are in agreement
with those reported for red and green morphotypes of
K. alvarezii, for which the photosynthesis—irradiance curves
were similar (Aguirre-von-Wobeser et al. 2001). Similarity
in photosynthetic rates could be related to the pigment con-
centration in both strains. In fact, red and green strains of
C. corneus (this study), C. birdiae (Costa and Plastino 2011),
and K. alvarezii (Aguirre-von-Wobeser et al. 2001) showed
similar chlorophyll a contents. In the case of the red and green
morphotypes of K. alvarezii, no differences were observed in
PE content, but high allophycocyanin and PC contents were
observed for the green morphotype (Aguirre-von-Wobeser et
al. 2001). According to Aguirre-von-Wobeser et al. (2001),
differences in phycobiliprotein contents could explain the
absence of the typical red color of Rhodophyta in the green
morphotype. On the other hand, Doty et al. (1987) sug-
gested that the green color in K. alvarezii morphotypes is the
result of its low PE concentration. Guimardes et al. (2003)
and Costa and Plastino (2011) observed low PE contents in
green strains of G. domingensis and C. birdiae, which could
give them low viability, explaining the scarce presence of
these strains in the wild. Likewise, van der Meer (1990) sug-
gested that most color variants of Gracilaria tikvahiae have
lower biological adaptation compared to wild specimens
since color variants are less robust and have lower growth
and survival rates. This seems to be in agreement with the
results obtained for C. corneus, but only when cultured under
high irradiance (500 umol photon-m2-s™') at 25 °C. The tol-
erance to 18 °C should be noted, especially so for the green
strain, which reached an RGR of 8% in the first 7 d of cul-
ture. According to Dawes et al. (1999), C. corneus is not tol-
erant to temperatures below 15 °C, because low temperatures
promote low photosynthetic rates.

Similar photosynthetic rates between the green and red
strains of C. corneus could suggest similar growth rate pat-
terns. In fact, in the first 7 d of culture at 25 °C under 60
pmol photon'm?-s™' (Fig. 1) and under 500 pmol pho-
ton'm?-s™! (Fig. 2), no differences in RGR were observed
between the color strains. Nevertheless, longer culture
periods promoted differences between both strains, with the
green strain showing the lowest RGRs mainly under high
irradiance. A similar pattern was reported for color variants
of G. tikvahiae (van der Meer 1990), C. birdiae (Plastino
et al. 2002), and K. alvarezii (Hurtado-Ponce 1995). How-
ever, K. alvarezii (Aguirre-von-Wobeser et al. 2001, Hayashi
2007) and C. birdiae (Ursi et al. 2013) cultures carried out
in the field showed similar growth rates between the green
variant and red specimens. In the case of C. corneus, the red
and green strains cultured for 5 weeks showed similar growth
rates when they were exposed to different nutrient concen-
trations and irradiances of 90 and 180 pumol photon-m=2-s!
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La ausencia de diferencias en la tasa fotosintética entre
los linajes verde y rojo de C. corneus podria indicar un
mismo patrén en la tasa de crecimiento. De hecho, en los
primeros 7 d de cultivo a 25 °C a 60 pmol foton-m2-s!
(Fig. 1) y a 500 umol foton-m s (Fig. 2), no se observaron
diferencias entre los linajes. No obstante, el mayor tiempo
en cultivo promovi6 diferencias entre ambos linajes, ya que
la variante verde present6 las menores tasas de crecimiento,
principalmente a alta irradiancia. Una tendencia similar
fue observada en variantes de pigmentos de G. tikvahiae
(van der Meer 1990), C. birdiae (Plastino et al. 2002) y
K. alvarezii (Hurtado-Ponce 1995). Sin embargo, los cultivos
de K. alvarezii (Aguirre-von-Wobeser et al. 2001, Hayashi
2007) y C. birdiae (Ursi et al. 2013) realizados en campo
mostraron que las tasas de crecimiento fueron similares
entre la variante verde y los ejemplares rojos. En el caso de
C. corneus, los linajes verde y rojo cultivados por 5 semanas
con diferentes concentraciones de nutrientes y bajo irradian-
cias de 90 y 180 pmol foton-m2-s™! mostraron tasas de creci-
miento similares (Ferreira et al. 2006). Un patron similar fue
observado en linajes de M. laminarioides cultivados a baja
irradiancia en laboratorio (Navarro 2015).

Las TCR mas altas para C. corneus fueron observadas a
25 °C bajo 500 pmol foton'm*-s'. Segtin McLachlan y Bird
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Figure 2. Daily relative growth rate (RGR, percent fresh weight
per day) for red (white bars) and green (gray bars) strains of
Crassiphycus corneus cultivated under 500 pumol photon-m2s!
during 21 d at 25 °C. Insert shows total RGR during the exper-
imental period. Data are expressed as mean values (+ standard
deviation of the mean, n = 5). Different letters indicate differences
at P <0.05.

Figura 2. Tasa de crecimiento diario relativo (RGR, porcentaje de
masa fresca por dia) de los linajes rojo (barras blancas) y verde
(barras grises) de Crassiphycus corneus cultivada a 500 pmol
foton'm2-s™! durante 21d a 25 °C. El gréafico inserto muestra la
RGR total durante el periodo completo de experimentacion. Datos
expresados como valores medios (+ desviacion estandar, n = 5).
Las letras diferentes indican diferencias con P < 0.05.
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Table 2. Pigment content (mg-g FW'; FW, fresh weight) in the red and green strains of
Crassiphycus corneus cultivated under 500 pmol photon-m2-s™" at 25 °C. Data are expressed as
mean values (+ standard deviation of the mean, n = 3). Student’s t-test was used to compare the

means.

Tabla 2. Contenido pigmentario (mg-g FW'; FW, masa fresca) en los linajes verde y rojo de
Crassiphycus corneus cultivada en condiciones de 500 pmol foton'm2-s' a 25 °C. Datos expre-
sados como valores medios (+ desviacion estandar, n = 3). La prueba de t de Student fue aplicada

para comparar las medias.

Strain
Red Green d.f. t P
Chlorophyll a 0.092 (0.024) 0.089 (0.013) 4 -0.1325 0.9001
Phycoerythrin 0.204 (0.071) 0.274 (0.028) 4 1.5832 0.1885
Phycocyanin 0.105 (0.012) 0.136 (0.006) 4 2.1144 0.1020

(Ferreira et al. 2006). A similar pattern was observed for M.
laminarioides color strains cultured under low irradiance in
the laboratory (Navarro 2015).

The highest RGRs in C. corneus were observed at 25 °C
and 500 umol photon-m?'s!. According to McLachlan and
Bird (1986), maximum growth potential for warm-water spe-
cies like C. corneus is achieved at 25 to 30 °C. These authors
also suggest that temperatures above 30 °C are lethal, which
is consistent with our results for both color strains. Our
results also concur with the average seawater temperatures
in the geographic range of this species, which vary between
23 and 28 °C (Orduia-Rojas et al. 2002).

Growth in C. corneus also seems to depend on photon
flux density, since RGR values for both strains did not exceed
13% at 60 pmol photon'm>s™! (Fig. 1) but reached over 18%
at a higher photon flux density (500 umol photon-m2-s™!) in
the first 7 d of culture (Fig. 2). These differences remained
until day 21 of the experiment, as RGRs did not exceed
11% at 60 pmol photon-m='s! but were greater than 12%
at 500 pmol photon'm2-s7!. A direct correlation between
photon flux density (90 and 180 pumol photon-m2-s!) and
RGR was also reported for C. corneus by Ferreira et al.
(2006). However, samples from natural populations have
shown a saturation irradiance of 120 pmol photon-m s
(Orduna-Rojas et al. 2002).

During the growth experiments, both strains of C. corneus
showed a progressive decrease in RGR (Fig. 2). This decrease
could be related to the increase in biomass in the same sea-
water volume and to the ensuing competition for nutrients
and light (“shadow effect”). Ferreira et al. (2006) suggested
that C. corneus can adapt to low nutrient concentrations,
which are common in tropical oligotrophic waters. The
decrease in RGR could then be related to high algal density.
High algal density can decrease photosynthetic activity and
consequently affect growth (Figueroa et al. 2008).

Regardless of the observed differences in RGR between
both strains, the high growth rates reached by the green strain
(over 10%) when cultured at 25 °C and under high irradiance
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(1986), el potencial de crecimiento maximo para especies de
aguas calidas como C. corneus se da entre los 25 y 30 °C.
Ademas, estos autores sugieren que las temperaturas supe-
riores a 30 °C son letales, lo cual concuerda con lo observado
en este trabajo para ambos linajes. También, los resultados se
encuentran en concordancia con las temperaturas promedio
del agua de mar en el ambito de distribucion de esta especie,
que varian entre 23 y 28 °C (Orduiia-Rojas et al. 2002).

El crecimiento de C. corneus también parece depender
del flujo foténico, ya que, en ambos linajes, las TCR no
superaron el 13% a 60 pmol foton'm>s' (Fig. 1), pero
fueron superiores al 18% a mayor flujo fotonico (500 pmol
foton'm2-s!) en los primeros 7 d de cultivo (Fig. 2). Esas
diferencias se mantuvieron hasta los 21 d de cultivo, pues
las TCR no superaron el 11% a 60 pmol foton-m2s™!, pero
fueron superiores al 12% a 500 umol foton-m™-s™!. Ferreira
et al. (2006) también reportaron una directa correlacion entre
el flujo fotoénico (90 y 180 pumol foton'm2s7!) y la TCR en
C. corneus. Sin embargo, una irradiancia de saturacion de
120 pmol foton-m=-s! fue obtenida para ejemplares recolec-
tados de poblaciones naturales (Orduiia-Rojas et al. 2002).

Durante los experimentos de crecimiento, se observo una
disminucién progresiva de la TCR para ambos linajes de
C. corneus (Fig. 2). Esta caida se podria deber al aumento
de biomasa en un mismo volumen de agua y a la subsecuente
competencia por nutrientes y luz (“efecto sombra”). Ferreira
et al. (2006) sugirieron que C. corneus se adapta a bajas
concentraciones de nutrientes, las cuales son comunes en
aguas oligotroficas tropicales. De esta manera, la disminu-
cion en la TCR podria estar relacionada a la alta densidad de
algas. Una alta densidad de algas puede provocar una dismi-
nucion en la actividad fotosintética y, finalmente, afectar el
crecimiento (Figueroa et al. 2008).

Independientemente de las diferencias observadas en las
TCR entre ambos linajes, es destacable que el linaje verde
presento altas tasas de crecimiento (sobre el 10%) cuando fue
cultivado a 25 °C y alta irradiancia (500 umol foton-m=2-s7").
Estos datos, sin embargo, deben considerase con precaucion
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(500 umol photon-m2-s™') are noteworthy. This result, how-
ever, should be taken with caution because algae are subject
to many other biotic and abiotic factors in their natural envi-
ronment, all which can act synergistically or antagonistically.
Information on the minimum and optimal requirements for
temperature, irradiance, and nutrients is thus needed to deter-
mine the best culturing conditions for each C. corneus strain.
This should be obtained by means of factorial experiments.
Furthermore, more complete studies on the properties of the
green color strain of C. corneus could create new research
fields exploring new biotechnological alternatives with the
aim to obtain natural products with added value. On that
matter, an unusual galactan with high antioxidant activity
was reported in green specimens of Gigartina skottsbergii
collected from natural populations in the southern region of
Chile (Barahona et al. 2012). Also, in the case of C. birdiae,
similarties between the green and red strains were observed
not only in growth but also in agar yield and quality, indi-
cating a potential use in mariculture (Ursi et al. 2013).

Finally, it is important to highlight that the study of color
strains has contributed to the selection of models for the elu-
cidation of physiological and biochemical processes in algae
(Kursar et al. 1983, Zhang and van der Meer 1987, Sante-
lices et al. 1996). In addition, population studies are needed
to determine the frequency of strains (or the presence of
others) and determine whether they have established in nat-
ural populations. Physiological studies should be conducted
to understand strain performance in natural and stressful con-
ditions, such as those predicted to arise with climate change
(Navarro 2015).
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Figure 3. Production of O, (mg O, mg FW'; FW, fresh
weight) by red (white bars) and green (gray bars) strains of
Crassiphycus corneus cultivated under 2 irradiance treatments
(200 and 500 pmol photon-m=-s™) at 25 °C. Data are expressed as
mean values (+ standard error of the mean, n = 3).
Figura 3. Produccion de O, (mg O, mg FW='; FW, masa fresca)
de los linajes rojo (barras blancas) y verde (barras grises) de
Crassyphycus corneus cultivada en 2 tratamientos de irradiancia
(200 y 500 pmol foton'm2-s7') a 25 °C. Datos expresados como
valores medios (£ error estandar, n = 3).

debido a que, en el ambiente, las algas son sometidas a
muchos otros factores bidticos y abidticos que pueden actuar
de manera sinérgica o antagonica. Es por ello que existe la
necesidad de conocer los requerimientos minimos y 6ptimos
de temperatura, irradiancia y nutrientes para determinar las
mejores condiciones de cultivo para cada uno de los linajes
de C. corneus. Esto debe realizarse a través de experimentos
factoriales. Por otra parte, los estudios conclusivos de las
propiedades de la variante verde de C. corneus podrian abrir
un nuevo campo de investigacion relacionado a las nuevas
alternativas biotecnoloégicas con miras a la obtencion de
productos naturales con valor agregado. En este sentido, un
galactano inusual y con alta actividad antioxidante fue detec-
tado en individuos verdes de Gigartina skottsbergii reco-
lectada en praderas naturales de la region austral de Chile
(Barahona et al. 2012). También, para el caso de C. birdiae,
no solo el crecimiento, sino que también el rendimiento y la
calidad del agar fueron similares entre los linajes verdes y
rojos, lo cual mostrd un potencial uso en la maricultura (Ursi
et al. 2013).

Finalmente, es importante resaltar que el estudio de linajes
de pigmentos ha contribuido a la seleccion de modelos utili-
zados en la elucidacion de procesos fisiologicos y bioqui-
micos de algas (Kursar et al. 1983, Zhang y van der Meer
1987, Santelices et al. 1996). Adicionalmente, los estudios
poblacionales son necesarios para determinar la frecuencia
de los linajes (o la existencia de otros), asi como para deter-
minar si estan establecidos en las poblaciones naturales. A su
vez, los estudios fisiologicos deben ser conducidos hacia el
conocimiento del desempefio de linajes en condiciones natu-
rales y estresantes, como aquellas pronosticadas debido al
cambio climatico (Navarro 2015).
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Figure S1. Red and green strains of Crassiphycus corneus sharing the same ecological niche. Photograph taken on the coast of the Paracura
municipality (Ceard, Brazil), a site near Meireles Beach.

Figura S1. Linajes rojo y verde de Crassiphycus corneus que estan compartiendo nicho ecologico. Fotografia tomada en la costa del municipio
de Paracura (Ceard, Brasil), localidad proxima a playa Meireles.
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