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RESUMEN

Gracilaria tikvahiae fue cultivada sobre estructuras colocadas en aguas no protegidas frente
a las costas de Long Island, N.Y. Inicialmente, Laminaria saccharina se cultivé con éxito sobre las
estructuras en el programa de Biomasa Marina (Marine Biomass Program) de la Universidad del
Estado de Nueva York. Sin embargo, su crecimiento se limité dnicamente de septiembre a junio.
Con el objeto de mantener una produccién durante todo el afio, se selecciond G. tikvahiae como
una planta para ser cultivada en verano.

El presente trabajo comprende desde la obtencién de esporas en el laboratorio hasta la
colocacién de cuerdas en mar abierto. Se utilizaron conchas de bivalvos para la fijacién de
esporas. Se probé también la siembra de juveniles insertdndolos manualmente en cuerdas de
polivinil-alcohol. Cuando las plantas alcanzaron 3 c¢cm de longitud, aproximadamente, se
colocaron en cuerdas de polietilenoy se Hevaron al mar. Estas cuerdas fueron colgadas de una
estructura flotante a 1.5 Km de la costa en una érea expuesta con condiciones de mar abierto.

Las concentraciones de nutrientes en el campo no fueron suficientes para mantener el
crecimiento de G. tikvahiae en esta época del afio. Al bajar los cultivos a mayor profundidad
resulté en un recuperamiento de los cultivos ya que se redujo la intensidad de luz y asi la
demanda de nutrientes para el crecimiento. Sin embargo, con un bajo crecimiento los cultivos no
pudieron sobreponerse a una intensa colonizacién de epifitas y epizoos. El cultivo de G.
tikvahiae en estas aguas requiere de fertilizacién artificial.

ABSTRACT

Gracilaria tikvahiae was cultured on an experimental seaweed farm off the Long Island, New
York coast under open water conditions. Initially, Laminaria saccharina was cultured successfully
on this artificial substratum in the Marine Biomass Program of the State University of New York.
This species, however, only grew from September to June, Gracilaria tikvahiae was selected to be
cultured in the summer months to maintain production throughout the year.
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The present work ranges from the isolation of the spores in the laboratory to the
depioyment of culture ropes in open water. Bivalve shells were used as substratum for the spores.
Seeding of juveniles manually inserted in polyvinyl alcohol strings was also tried. When the
plants reached 3 cm lengths, the shells and strings were fastened to culture ropes and deployed in
the sea. These ropes were hung from floating farm, 1.5 Km off shore, under open-water

conditions.

Nutrient concentrations at the field site . were not sufficient to maintain a high growth rate
of Gracilania tikvahiae during summer. Lowering the cultures to deeper water resulted in a
recovery of the cultures since light was reduced and, thus, nutrient demand for growth. With a
low growth rate, however, the plants were unable to overcome severe fouling by epiphytes and
epizoans. The culture G. tikvahiae in these waters requires artificial fertilization.

INTRODUCCION

Los cultivos de algas en el mar estdn
limitados a zonas somerasy protegidas donde
las artes de cultivo reciben suficiente luz para
soportar crecimientoy un movimiento de agua
reducido para minimizar dafos. Conforme el
maricultivo de algas se va incrementando, serd
necesario expanderse a zonas més profundas y
mas expuestas. En algunos paises la zona
costera protegida y somera es muy pequefa.
En otros esté restringida o reservada a activi-
dades tales como: el turismo, el cabotaje o la
pesca. Por tal motivo se ha visto la necesidad
de implementar cultivos en zonas més alejadas
de 1a costa (Brinkhuis et al., 1983a).

Con la idea de estudiar la posibilidad de
expander los cultivos de algas a zonas expues-
tas y de mayor profundidad, el programa de
Biomasa Marina de la Universidad del Estado
de Nueva York (Marine Biomass Program)
inicié el cultivo de Laminaria sacchanna sobre
substratos artificiales colocados en aguas no
protegidas. Las plantas sujetas a cuerdas de
polipropileno se mantenfan entre tres y cinco
metros de profundidad pendientes de una
estructura flotante anclada en el fondo. El
objetivo final de este proyecto (MBP) era
obtener metano como fuente de energia a
partir de las algas marinas (Brinkhuis y
Hanisak, 1982; Brinkhuis et al., 1983a, 1983b,
1984).

Aunque L. saccharina se cultivé con
éxito su crecimiento se limité de septiembre a
junio. Prefiere aguas frfas y no soporta
temperaturas arriba de los 18 0 C por mucho
tiempo (Brinkhuis et al., 1983a,1983b, 1984).
Con el fin de obtener una produccién durante
todo el afo, se consideré necesario seleccionar

1A

INTRODUCTION

Mariculture of red seaweeds is often
limited to shallow and enclosed bays where
culture rafts are exposed to sufficient light to
support growth and reduced water motion to
minimize damage. As seaweed culture ex-
pands, it will be necessary to expand the
culturing area to deeper and more exposed
waters. In some countries, the protected and
shallow coastal zone is too small and in others
it is restricted or reserved for activities such as
recreation, boating or fishing. For these rea-
sons, it has become necessary to implement
seaweed culture in offshore waters (Brinkhuis
et al.,1983a).

With the aim to study the possibility of
extending seaweed mariculture to open waters,
the Marine Biomass Program of the State
University of New York initiated a study to
culture Laminaria saccharina on artificial
substrata located in open waters. Plants tied
on polypropylene rope were kept from 3 to 5
m deep held from a floatting structure an-
chored at the bottom. The final objective of
that project (MBP) was to determine the
feasibility of a seaweed to methane alternative
energy source (Brinkhuis and Hanisak, 1982;
Brinkhuis et a/. 1983a, 1983b, 1984).

Although L. saccharina was cultured
successfully, its growth was limited to the
period from September to June. This species
prefers cold waters and it can not withstand
water temperatures in excess of 18 °C for very
long (Brinkhuis er al., 1983a, 1983b,1984).
With the objective to obtein production
throughout the year, we considered it neces-
sary to select a species whose maximum
growth would be during the summer - the
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alguna especie cuyo méximo crecimiento fuera
durante el verano -época en que se cosecha
Laminaria -. Se escogié Gracilaria tikvahiae
porque se encuentra en abundancia durante
esta época, ademés de que también puede
utilizarse como fuente de agar.

En los dltimos diez afios, varias especies
del género Gracilaria sp. han sido estudiadas
extensivamente por su potencial como fuente
de agar. Esta rodofita se ha cultivado con é-
xito en tanques de cultivo (Edelstein et al.,
1976, Edelstein 1977), pozas artificiales
(Shang 1976) y bahfas protegidas (Li et al.,
1984, Ren et al., 1984). Este interés se ha

extendido ahora ?nr el cultivao de Gracilaria s

extendido ahora por el cultivo de Gracilania sp
como fuente de biomasa para la obtencién de

metano (Hanisak 1981a, 1981b, Hanisak &
Ryther 1983),

En el presente trabajo se presentan los
resultados obtenidos en el cultivo de Gracila-
na tikvahiae en aguas no protegidas utilizando
substratos artificiales. Este incluye estudios
en tanques de cultivo para conocer el cre-
cimiento de esta especie bajo condiciones
naturales de luz y nutrientes que nos sirvieron

de base para su cultivo en el mar.

MATERIALES Y METODOS
I. Obtencién y preparacién de cultivos

Ramificaciones  tetrasporofitas  de
Gracilania tikvahiae en estado reproductivo se
colocaron sobre conchas de ostién v mgtﬂén_
siguiendo las indicaciones sugendas por
Gallagher y Humm (1983) para el cultivo de
esta especie. A las 48 horas, hubo una fuerte
liberacién de esporas que répidamente se
adherieron a las conchas. Las conchas sem-
bradas se mantuvlcron_ 1_n_m_grca< €n un medm
de cultivo enriquecido Provasoli (Bold &
Wynne 1978) dentro de un incubador a una
temperatura de 20+ 20C, v un fotoperfodode
12:12. La intensidad de la luz, obtenida de
lémparas fluorescentes "Cool White", fue de
100.E m -2

AVRHL

-1 Desnusés de dos semanas
. A€spues Q& COSs semanas,

los cultivos comenzaron a ser aireados medi-

ante bombas de acuario. Las densidad excesiva
de las nlantas sobre las conchas fue controlada

Lo ias pualllas SOOIL 185 LONAas U Lonro:ada

raspando individuos con un bisturi. Las
plantas asi liberadas, y aquellas que se
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time of the year when L. saccharina is
harvested. For this purpose, we seclected
Gracilaria ttkvahiae because it is abundant
during this season and it can be used as source

of agar.

In the last ten years, several species of
Gracilaria have been studied extensively due
to its potential as a source of agar. This
rhodophyte has been cultured successfully in
tanks (Edelstein et al., 1976; Edestein, 1977),
artificial ponds (Shang, 1976) and protected
bays (Liet al, 1984; Ren et al., 1984). This

interest has now extended to the culture of

Gracilaria sp. as a source of biomass for
methane convercion {Hanicak 1981a 102"\

AIVLAGLY LUNVOISIUA (AAGIASNGR, A70a8, FOLY

Hanisak and Ryther 1983).

In this study, we present the results
obtained in the culture of Gracilaria tikvahiae

in open waters using artificial substrata. It
includes tank culture studies to know the

growth of this species under natural conditions
of light and nutrients that could be used as a
base for its culture at sea.

MATERIALS AND METHODS
L Obtaining and prepation of cultures

Reproductive tetrasporophyte branches
of Gracilaria tikvahiae were placed on oyster
and mussel shells following the indications
suggested by Gallagher and Humm (1983) for
the culturing of the species. After 48 hrs,
there was a strong release of spores that
quickly attached to the shells. The seeded
shells were kept immersed in enriched Prova-
soli culture media (Bold and Wynne, 1978) in
an incubator at 20¢ 20C, and 12:12 dark:light
photoperiod. The 1rrad1ance obtained from
"cool-white" fluorescent lamp, was 100:E
m2s-1. After two weeks, the cultures were
provided with aeration using aquarium pumps.
The excessive density of plants on the shells
was controlled by scraping individuals off with
a scalpel. Plants thus liberated and those that
came loose by themselves were retained to be
mpdmg of culture

for manual

later

used

When the ambient temneratu

vwhen the ambient temperatur

199C, the cultures were moved to a green-
house next to the laboratory supplied with
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desprendian por sf solas, fueron retenidas para
ser utilizadas posteriormente en el sembrado
manual de cuerdas.

s A

Cuando la temperatura ambiental al-
canzé los 19°C, las plantas fueron
transladadas a unos tanques de cultivo dentro
de un invermnadero anexo ai iaboratorio
abastecidos con agua de mar en forma conti-
nua. Se utilizaron tres tanques de polietileno
de aproximadamente 80 cm de aito, por 30 cm
de ancho y 100 cm de largo. El agua dentro
de los tanques se mantenfa en constante
agitacién inyectando aire comprimido desde el
fondo del tanque.

Las conchas fueron insertadas a unas
cuerdas chinas de polivinil de aproximada-

mente 2

Hatae
menie 3

maiad

mm de diimoeotrn

rmiardnc
min GO

vuLiuas

fueron seleccionadas después de probar con
materiales sintéticos de diferentes paf ses; tres
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de Origen Oricriial \\.,ullld Jdpon y burc:d) de
polivinil alcohol y una de Estados Unidos de
polipropileno. La cuerda china ofrecié un
mejor subsiraio para la fijacién de ias esporas
sin deformarse al exponerse al agua.

UiguLuicuv.

Se colocaron cinco conchas por cuerda,
fijadas con nudos que las separan 20 cm una
de la otra. Las cuerdas con conchas fueron
sometidas bajo 20 cm de agua dentro de un
tanque de cultivo con fuerte aireacién. Las
plantas sueltas se mantuvieron en un tanque
en constante agitacién para posteriormente ser
insertadas en cuerdas.

Las plantas sueltas fueron sembradas al
polivinil chino inserténdolas manualmente a
través de las hebras de la cuerda. Esta cuerda
tiene una rigidez ideal para que, al
destorcerse, forme un espacio adecuado para
insertar la planta y en cuanto se suelta,
regrese asu posicién original sujetando el talo
sin dafiario. De esta manera se sembraron 50
cuerdas de aproximadamente 70 cm de longi-
tud con plantas de tres a cinco cm. El niumero
de plantas por cuerda vari6 de 17 a 43
dependiendo del tamafio de las plantas. Estas
cuerdas también fueron mantenidas dentro de
un tanque de cultivo con fuerte aireacién de la
misma manera que las cuerdas con conchas.

b

Qo

flowthrough seawater. Three tanks approxi-
matly 80 cm high, 30 wide and 100 iong were
used. The water in the tanks was kept in
constant movement with strong aeration sup-

plied from the bottom of the tank.

The shells were threaded onto polyvynil
chinese cuiture strings of approximatly 3 mm
of diameter. These strings were sclected after
testing with four synthetic materials for seed-
ing strings: Chinese, Korean, Japanese, and
U.SA. The first three were polyvinyl alcohol
materials while the U.S.A. was polypropylene
material. The Chinese string was ihe best
because it provided good substrat for attach-
ment of spores and held together well when
subjected to seawater.

Five shells per string were spaced 20 cm
apart. These shell-string cultures were under
20 cm of water inside the tank provided with
strong aeration. The remaining loose plants
were placed in tumbling culture tanks to be
later seeded onto strings.

The loose plants were seeded onto the
Chinese string by manually inserting them
through the threads of the string. This
polyvinyl string has an ideal rigidity so when
it is untwisted, it forms an adequate space to
insert the plant; when let loose, it returns to
its original form holding the thallus without
harming it. Fifty strings of aproximatly 70 cm
long were seededin this way with plants 3 to 5
cm long. The number of plants per string
varied from 17 to 43 depending on the size of
the plants. These strings were also kept inside
a culture tank with strong aeration like the
strings with shells.

II. Light Experiment

To know the growth of G. fikvahiae
under natural light conditions so we could
determine the depth at which the culture
should be installed, plants were grown at
different depths within a tank. The plants
were weighed (wet weight) weekly during
three weeks in June. Groups of six plants
were attached to strings held at eight different
depths by a PVC rack. The plants were held
at depths of S to 70 cm in increments of 10 cm
(from 0.9 to 0.25 ambient irradiance on the
tank surface). Maximum irradiance at each
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1I. Experimentos de luz

Para conocer el crecimiento de Gracila-
ria tikvahiae bajo condiciones naturales de luz
de manera que pudieramos determinar la
profundidad a la que se debfan instalarse
nuestros cultivos en el campo, se midi6 el
crecimiento de plantas que se cultivaron a
varias profundidades dentro de un tanque.
Las plantas se pesaron (peso himedo) se-
manalmente por un perfodo de tres semanas
durante el mes de junio. Se colocaron grupos
de seis plantas en cuerda polivinil china a ocho
profundidades dentro del tanque utilizando un
armazén de tubo de cloro-polivinil (PVC).
Las plantas se mantuvieron entre 5y 70 cm.
de profundidad en incrementos de 10 cm (de
0.9 a 0.25 de la irradiacién ambiental sobre la
superficie del tanque). Se midié la intensidad
méxima de la luz dentro de los tanques en un
dia claro y despejado,y con el sol en su ma-
xima altura utilizando un radiémetro portatil
LICOR LI=185 con sensor sumergible.

Las plantas fueron pesadas en una
balanza analftica Sartorious M2024 con tara
automaética y precisién de 0.02 mg. Para ello,
se removié el exceso de agua de la planta
utilizando una toalla de papel (KIMPWIPES)

antes de pesarse.

El crecimiento fue medido como incre-
mentos en peso humedo y calculado en por-
centaje de crecimiento por dfa usando la fér-
mula (Penniman 1983):

G={ (Wt/Wo) -1/t -1]100

donde: G =Porcentaje del incremento en peso
fresco por dfa, W= Peso inicial, Wi~ Peso
después de t dias, y t = Tiempo en dfas.

Las diferencias en crecimiento fueron
probadas mediante una prueba Tukey - Kre-
mer (Sokal y Rohlif, 1981) para comparacién
multiple de promedios después de comprobar
la distribucién normal y homogeneidad de va-
rianzas mediante las pruebas de Kolgomorov -
Smirnof y Scheffe - Box, respectivamente
(Sokal y Rohif, 1981).

II1. Cuitivos de campo

substratum depth was measured inside a tank
on a clear and sunny day with a portable
LICOR LI-185 lightmeter with submersible
probe.

Plants were weighed using an Sartorious
M2024 analytical balance with automatic tare
and a precision of 0.02 mg. The excess water
was blotted using paper towels (KIMP-
WIPES).

Growth was measured as increments of
wet weight given as % growth per day using
the formula of Penniman (1983):

G=[ (Wt/Wo) -1/t -1]100

where G= Percent growht per day, Wy, =
Initial weight, W; = Weight after t days, and
t = Time in days.

Differencesin growth were tested using
a Tukey-Kremer test for multiple comparisons
of means (Sokal and Rohlf, 1981), after
verifing normality and homogenity of vari-
ances using the Kolgomorov- Smirnof and

Scheffe-Box  respectively  (Sokal  and
Rohif,1981).
11 Field Cuitures

a) Gracilaria on ropes and shells

After growing in the greenhouse for six
weeks, the cultures were prepared for deploy-
ment at the open-water site. To make them
more sturdy and better able to withstand field
conditions, the strings seededwith loose plants
were attached to 2 m and 3 m long (16 mm
diameter), three-strand, polypropylene ropes.
Three strings were attached to each 2 m rope
and the four strings attached to each 3 m

rope.

No satisfactory method could be devised
for attaching the shell-string cultures to the
sturdier ropes without plant abrasion, so these
strings were hung freely in sets of 2 or 3
strung end-to-end with shackles. Plants were
growing on both sides of the shells.

b) Field sites and frames
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a.) Gracilaria en cuerdas y conchas:
Después de crecer durante seis semanas

nouas de cultivo dentro del invernadero

G CRLIVO CLNIUl0 G LIIVeINaseIo,

en tan

il walll

los cultivos fueron preparados para su colo-

cacién en el mar. Para hacer los cultivos mas

fi1a v
igertes y

campo, las cuerdas sembradas con plantas
individuales (polivinil chino) fueron enrolladas

PN iardas mis oruacas de nalinronileng (16
Culraas mas grulsas GC poupropuné (1o

racictantac
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mm de didmetro) de dos y tres metros de
1ongitud A cada una de las cuerdas gruesas
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cuatro cuerdas de polivinil chino, respectiva-
mente.

No se pudo implementar un disefio
satisfactorio para adherir las cuerdas de culti-
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~ pedno
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vo con
polipropileno sin dafiar a las plantas. Por lo
tanto, estas cuerdas con concha se dejaron
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unidas en sus extremos por medio de grilletes.
Las plantas crecieron en ambos lados de la
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b.) Areas de estudio y estructuras:

Dos estructuras artificiales fueron colo-
cadas en dos lugares frente a la costa norte de

tikvahiae en

axvaniage ol

1 ono Island nara el cultivo de (G
L ONg 15:1anad para € uitivo 4e .

aguas no protegidas (Fig. 1). El primer sitio
se localizé en un lugar somero (3 m de

nrofundidad con respecto al nivel de Raiamar
Profundciaad <on réspecio a: mv oajamar

Medio) aunque expuesto a condiciones de mar
abierto frente a Crane Neck Point, Long

Island, NY. Las cuerdas de cultive fueron

aSanG, iN. mas LUCTCaSsS GO LULIVO Ul

colgadas verticalmente en la columna de agua
utilizando un armazén de acero anclado en el

famdn Rata armandn sancictid da doc harratac
1011G0. CAiC almmaZoll COTISISL0 UG UGUS valivuivs

verticales con un cable suspendido entre ellos
a manera de tendedero.

El segundo sitio estuvo localizado a 1.5
Km de la costa y 23 m de profundidad.
Nakida a
A/LuUIUV a
existian en el fondo, fue necesario utilizar una
estructura flotante que mantuviera las cuerdas

teian n smeafindidadss san e quficianta
UC CuItivo a PlUlullUludu\«B VUL UL dULIvIVIILG
para mantener crecimiento (entre tres y cinco
metros). Esta estructura consistié de un recta-
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anclado en el fondo y suspendido horizontal-
mente por medio de boyas en cada vértice(fig
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Two artificial substrata were deployed

at two sites off the north shore of Long Island
for F‘ tikbvahine
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(Fig.1). The first site was located at a shallow
but exposed site ( 3m M.L.W.) off Crane Neck

Pnlnt Long Island, N.Y. The culture rop
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were hung vertically in the column water
attached to a steel frame anchores at the
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COGONM. 11115 Ifamd COnSisiCo O1 wwini vIOrtical

beams with a long line suspended between the
beams.
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The second site was located 1.5 Km off
the coast near Crane Neck in waters 23 m
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the this site, it was necessary to use a floating
structure that would keep the cultures at a
Adanth wnth amannoh Lok raimtaie et
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(between three and five meters deep). This
structure consisted of an anchored 35.5 x 12.5
grid by
buoys (fig.2). Both sites and structures have
been previosly described and used for the
of the brown kelp

saccharina (Brinkhuis et al.,1982). Brinkhuis
and his co-workers, who designed and built

these structures have referred to them as the

ZEST located in shallow water, and as the

BEEF anchored off the coast (see Brinkhuis ez
al 1983a).
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Figura 1. Mapa de localizacién de estructuras para cultivo en aguas no protegidas.
Figure 1. Localization map of the structures for culture in exposed waters.

dosy descritos con anterioridad para el cultivo
de Laminaria saccharina (Brinkhuis et al.,
1982). Brinkhuis y sus colaboradores, quienes
disefiarony construyeron estas estructuras, se
han referido a ellas (ver Brinkhuis et al.
1983a) como ZEST a la estructura en aguas
someras; y BEEF a la estructura flotante en
aguas profundas. Por comodidad, en este
escrito nos referiremos a ellas de la misma
manera.

21

d) Shallow station (ZEST)

G. tikvahiae rope cultures were de-
ployed at the shallow site (off Crane Neck
Point) on 16 July, 1984. Three polypropylene
culture ropes, 1.5 m long and 13 mm diameter,
with two Chinese seed strings each hung from
the ZEST. Each Chinese string held from 17
to 26 plants, depending or their size. The
total number of plants at the ZEST was 124.
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¢) Estacién profunda (BEEF):

Un total de diecisiete cuerdas de cultivo
(catorce con G. tikvahiae entrelazada en
polivinil chino y tres con G. tikvahiae en
conchas) fueron preparadas para su instala-
cién en la estacion BEEF. Las posiciones de
las cuerdas de polipropileno sobre la estruc-
tura fueron escogidas por su accesibilidad y
proteccién. Todas las cuerdas fueron colo-
cadas en este lugar el 12 de julio de 1984.
Estas fueron colgadas verticalmente sobre los
cables horizontales sostenidos por boyas, de
manera que las plantas mas someras se encon-
traban a una profundidad de 1.5 m. Se colocé
un peso al final de todas las cuerdas para
mantenerlas en posicién vertical con Jas
plantas mas profundas a 4.5 m.

BEEF a) aerial view, b)

J 83 ad s

83

flotante BEEF a) vista aerea, b) vista lateral.
la

ateral view,

These plants belong to the same group of
plants used for the BEEF station, so no
phenotype or genotype differences were
present between sites. The growth and condi-
tion of the plants was continuosly observed
during the summer.

e) In situ fertilization

To test the effects of in situ fertilization
on culture growth and condition, permeable
tubes containing fertilizer were constructed.
Plastic screen of 1 cm mesh size was used to
make six 50 x 3 cm ¢ylinders. A 1 mm mesh
plastic screen bag containing 470:10 g of
agricultural fertilizer (OSMOCOTE)was in-
serted inside each cylinder. Osmocote is a
time-release fertilizer supplying nitrate, am-
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El 20 de julio, siguiendo nuestras pri-
meras observaciones de cultivo en la estacién
profunda (BEEF), se pusieron extensiones de
1.2 m a todas las cuerdas de cultivo con
conchas y a nueve de las catorce cuerdas con
plantas individuales. A las cinco cuerdas de
tres metros de longitud no se les puso exten-
siones. De esta manera las plantas mé&s pro-
fundas y las més someras en la estacién BEEF
estuvicron a 20 y 55 m de profundidad,
respectivamente.

d) Estacién somera (ZEST) :

Los cultivos de G. fikvahiae fueron
colocados en el lugar cercano a la costa (frente
a Crane Neck) el 16 de julio de 1984. Tres
cuerdas de polipropileno de 1.5 m de largo y
13 mm de didmetro con dos cuerdas de
polivinil chino cada una, fueron colgadas del
ZEST. En cada cuerda china se insertaron de
17 a 26 plantas dependiendode su tamafo. El
total de plantas en el ZEST fue de 124. Estas
plantas pertenecieron al mismo grupo de
plantas generadas para la estacién profunda
(BEEF) de manera que no hubiera diferencias
genotfpicas ni fenotfpicas entre las plantas de
una estacién y la otra. El crecimiento y
condicién de las plantas se continué revisando
regularmente en ambas estaciones durante
verano.

e) Fertilizacién in situ

Para probar los efectos de la fertiliza-
cién in situ en el crecimiento y condicién de
los cultivos, se construyeron unos tubos per-
meables que contuvieron fertilizante. Se utilizé
una malla de plastico con luz de 1 cm para
hacer seis cilindros de 50 cm de largo por 3 cm
de diametro. Una bolsa de malla de 1 mm de
luz con 470+ 10 g de fertilizante agrfcola
(OSMOCOTE) fue colocada dentro de cada
cilindro. OSMOCOTE es un fertilizante que
abastece de nitratos, amonio y fosfato a los
cultivos conforme se va disolviendo en el
tiempo. Este fertilizante ha sido utilizado con
anterioridad para la fertilizacién in situ de
Laminaria saccharina en este mismo lugar y en
Macrosystis pyrifera en aguas de California
(Gerard, comunicacién personal). Una cuerda
de polivinil chino sembrada con Gracilaria
tikvahiae fue enrollada alrededor de cada
cilindro. Tres cilindros fueron amarrados jun-

L1

monium, and phosphate, and has been previ-
ously used for in situ fertilization of Laminaria
saccharina at this site and Macrocystis
pynifera in California waters (Gerard, personal
communication). A seed string of inserted
Gracilaria tikvahiae plants was wrapped
around each cylinder. Three cylinders were
strung together and two such cylinder-lines
were deployed at the offshore BEEF site on 23
July (ten days after the deployment of the
culture ropes).

RESULTS

L. Laboratory cultures

Seeding of spores on the shells was very
successful. The spores showed strong attach-
ment and vigorous growth while in the incu-
bator. There was no difference in attachment
on oyster or mussel shells nor the inside or out
side of the shells.

When the plants were moved to the
greenhouse tanks, they grew much faster.
However, it was neccesary to clean the cul-
tures at least twice a week to keep the plants
free of epiphytes and sediment. Although
some plants fell off the shells, new recruits
with stronger attachment were seen. Overall,
the plants growing on the shells looked better
than those inserted in the culture strings.

IL. Light Experiment in Tanks

There was a clear gradient of higher to
lower growth from surface to bottom of the
culture tank. Maximum growth of 12.3 % and
11.1 % d-1 was observed in plants cultured at
fixed positions of 5 and 15cm depth (I=Io 0.9
and 0.7, respectively)(table I).

The growth data showed a normal
distribution (Kolmogorov-Smirnof) and homo-
geneity of variances (Scheffe-Box). A multi-
ple comparison of means test by the
Tukey-Kramer method (Sokal and Rohlf,
1981) showed that the plants cultured at a
depth equal to or greater than 25 cm (I=Io
0.6), was significantly less (p=0.05) than that
of plants closer to the surface (I=Io 0.9 and
I=100.7). Although there was a clear tenden-
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Tabla 1. Gracilaria tikvahiae mantenida durante tres semanas en un tanque de cultivo (del 4 al 25
de junio). Jo= 4514Em-2s"1, maxima intensidad de luz medida el 25 de junio. La dltima columna
corresponde a plantas que circulan libremente entre el fondo y la superficie del tanque.

Table 1. Gracilaria tikvahiae kept in a culture tank during three weeks (from June 4 to 25). Io=

45L.Em-2s

1, maximum light intensity measured on June 25. The last column corresponds to

plants that circulate freely between the bottom and the surface of the tank.

Prof.(cm) dentro § 15 25 35 45 S5 65 70 0-70
del tanque

% lo 90 74 60 50 40 33 27 25

x=% /d

crecimiento 124 111 53 40 39 29 1.9 21 50

ni= namero de 6 5 5 5 5 6 13 18

plantas

Si2 5.1538 14.1080 3.2544 1.7161 1.6154 0.1980 0.6269 13870 5.4429

tos para formar una cuerda de cultivo, y dos
cuerdas como esta fueron colocadas en el
BEEF el 23 de julio (diez dfas después de que
se inici6 el cultivo extensivo).

RESULTADOS

I. Obtencién y preparacién de los cultivos:

La siembra de esporas sobre conchas de
molusco tuvo mucho éxito. Las esporas
mostraron una fuerte adhesién y apariencia
sana mientras crecieron en el incubador. No
hubo diferencias en fijacién en cuanto al uso
de conchas de mejillén o de ostién;, ni la
superficie interna o externa de la concha.

Cuando las plantas fueron trasladadas a
los tanques de cultivo dentro del invernadero,
crecieron mucho mas rapido. Sin embargo fue
necesario limpiar los cultivos dos veces por
semana para mantenerlas libres de epifitas y
sedimentos. Aunque algunas plantas se
soltaron de las conchas, se vieron nuevos
juveniles fuertemente adheridos. En general,
las plantas que crecieron sobre las conchas se
vieron mejor que las plantas insertadas entre
las cuerdas.

cy of growth to decrease with depth, the
growth of plants cultured between 25 cm and
the bottom was not statiscally different.

Although the plants cultured close to
the surface (5 and 15 cm) grew at least twice
as fast as the plants cultured at 25 cm, the
showed a pale coloration by the end of the
experiment as if they were nutrient limited.
The plants that grew at approximately 5 %
per day or less did not become pale.

IIL. Field Cultures

A response similar to that of the surface
plants used in the light experiment was
observed in the cultures deployed at the
offshore BEEF site. Initially the plants grew
fast. However, the shallowest plants bleached
even more quickly in the field than in the
green house tank. Plants at the bottoms of
the strings were still a healthy red color,
whereas shallower plants were bleached to
pink, green and even white nearest the sur-
face.

Within three days of increasing the
depth of many of the culture lines, recovery in
most of the plants was observed. Bleaching of
the thalli was not observed in the fertilized
cultures or the plants deployed at the
nearshore ZEST site.

~a
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11. Experimento de luz en tanques

Se observé un marcado gradiente de
mayor a menor crecimiento, de la superficie al
fondo del tanque. El méaximo crecimiento de
123 %y 11.1 % por dfa, se observé en las
plantas en una posicién fija a Sy 15 cm de
profundidad (I=I0 0.9 y 0.7 respectivamente)
(tabla 1).

Los resultados de crecimiento mostraron
una distribucién normal (Kolmogorov -
Smirnof) y homogeneidad de varianza (Scheffe
- Box). Una comparacién maltiple de prome-
dios por el método Tukey - Kramer (Sokal &
Rohif, 1981) mostré que el crecimiento de las
plantas cultivadas a una profundidad mayor o
igual a 25 cm (I=100.6) fue significativamente
menor (p=0.05) que las plantas que crecieron
cerca de la superficie (I= 10 09 y I = 1o 0.7).
Aunque existe una clara tendencia de cre-
cimiento a disminuir con la profundidad. Las
diferencias en el crecimiento de las plantas
fijas entre los 25 cm y el fondo no fue estadis-
ticamente significante.

Aunquelas plantas cerca de la superficie
(5 y 15 cm) mostraron un crecimiento cuando
menos de dos veces mayor que las plantas a 25
cm, estas mostraron una coloracién palida al
final del experimento como si estuvieran
limitadas por nutrientes. Las plantas que
crecieron aproximadamente 5 % por dia o
menos no perdieron coloracién.

IIL Cultivos en el campo

Una respuesta similar a la observada a
las plantas de la superficie en el experimento
de la luz fue observada en los cultivos coloca-
dos en la estacién alejada de la costa (BEEF).
Inicialmente las plantas crecieron répida-
mente. Sin embargo, las plantas més someras
se decoloraronaun mas rapido que las plantas
de los tanques que estaban cerca de la
superficie. Las plantas del fondo de las cuer-
das mantuvieron una coloracién roja tipica de
una planta saludable, mientras que las plantas
maés someras mostraron un color rosado, verde
y aun blanco en las partes mas cercanas a la
superficie. A los tres dias de haber incremen-
tado la profundidad de las cuerdas de cultivo,
se observé un recuperamiento en la mayoria

Most plants were lost from the
seed-string cultures at the BEEF after only 4
weeks in the field. Many, but fewer, plants
also were lost from the nearshore ZEST
cultures. In contrast, the plants attached to
the shells remained very dense. The plants
that did survive looked healthy and nearly all
had developed female reproductive structures.

Epiphytes and colonizing fauna soon
appeared on the culture lines. By the eighth
week, all lines of the offshore cultures were
heavily fouled with filamentous red algae,
tube-building amphipods, caprellids, mussels,
barnacles, and tunicates. Yet, the remaining
plants continued to look healthy, even when
partially coated by the amphipods mud-tubes.
A modest growth was noticed. Plants on the
shell-strings, also partially covered with
mud-tubes, reached up to 15 cm in length.
Similar fouling was observed at the nearshore
site, but to a lesser extent.

All culture ropes were removed from the
field sites by the fourteenth week. All shell
cultures had been lost because the strings that
supported them did not stand the weight.
Most of the few surviving seed-string plants
were hardly discernible beneath the mats of
mud-tubes and mussels byssal threads. All
remaining plants were reproductive females.
Although very few more branched and flat
thallus than their parents were observed on
the plastic mesh cylinders.

DISCUSSION

Gracilaria  tikvahiae typically grows
within semi-enclosed systems with sand or
muddy bottoms (Bird et al., 1977, Mathieson
et al.,, 1981; Penniman, 1984) where there is a
strong nutrient recycling (Valiela, 1983). At
the same time, G. tikvahiae has been charac-
terized by its strong ability to take up
dissolved nutrients (Penniman, 1983) and its
preference for ammonium over nitrate and
nitrite. In their culture studies whith G.
tikvahiae in tanks, Lapointe and Ryther
(1978) reported growth up to 60 % per day for
fertilized vegetative plants.
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plantas colocadas en la estacién cercana a la
costa (ZEST

LOSa \Lea ).

La mayorfa de las plantas insertadas en

las cuerdas de cultivo se perdieron después de
1as Cu G€ Cuilive §€ perailron Cospu

cuatro semanas en el BEEF. También se
perdié la mayoria de las plantas en el ZEST

on monae santidad e santracta laoe
auutiuc <N MOnor &anudad. Cii Onudasie, 1as>

plantas adheridas a las conchas se mantu-
vieron en buen estado. Las plantas que sobre-
vivieron se obscivaron sanas précticamente

todas desarrollaron estructuras reproductivas
femeninas (cystocarpos).

Al poco tiempo de instalarse los cultivos
en el campo, aparecieron epiflora y epifauna

en aran abundancia Para la actava cemana
€n gran ajduncancia. rara ia ¢ctava semana,

todas las cuerdas de la estacién alejada a la
costa (BEEF) se cubrieron severamente con
algas rojas filamentosas, anffpodos tubfcolas,
caprélidos, mejillones, percebes y tunicados.
Todavia asf, las plantas restantes continua-
ron viendose sanas y se€ noté un modesio
crecimiento a pesar de que estuvieron parcial-
mente cubiertas por tubos fabricados por an-
fipodos. Las pianias sobre conchas, también
parcialmente cubiertas con tubos de lodo,
alcanzaron hasta 15 cm de longitud. Una
cobertura similar se observé en ei lugar
cercano a la costa pero no tan intensa.

Todas las cuerdas de cuitivo fueron
retiradas después de catorce semanas. Todos
los cultivos de conchas se habfan perdido para
entonces debido a que las cuerdas que ias
sostenian no soportaron el peso. La mayorfa
de las plantas sobrevivientes sobre las cuerdas
de cultivo diffcilmente se distinguian debajo
de los tubos de lodo de los brizoarios y
filamentos bisales de mejillones. Todas las
plantas  remanentes fueron femeninas
(mostraron cystocarpos). Aunque quedaron
muy pocas plantas de las cuerdas de cultivo
fertilizadas, se notaron algunos juveniles con
un talo més plano y ramificado que el de sus
padres adheridos a la malla cilindrica.

DISCUSION

Coraeilnsma tibvahkine ocvece Nn- manto
Sraciana Grvaaige ISl Tipiamenid

en lugares semicerrados con fondos lodosos o
arenosos (Bird et al., 1977, Mathieson et al.,

These findings show that Gracilana

tikvahiae is capable of very rapid growth when
it is exposed to high irradiance and high

nutriant loade TInder favorable rnnrhhnne

MULTICNC  10Qls. VhiUll AQVOUIQUIC SRS,

seaweed would take more nitrogen than re-
quired for growth This effect has been seenin

gen in six hours to sustam growth for‘ up to
two weeks of growth without being nutrient

Vnlind Mealns 26 ~f 1081 Noe tanl Al
mitecy \I\yulcl €t s, 101, wur tank Cur

tures (which were not fertilized) showed a pale
coloration, typical of nitrogen depleted plants

T amainta 26 1 1004 aftar
LapOiii & G@.,i505), andl

namnieat

\MPUIJII.C, 1981
three weeks of growth at rates greater than 10
%d -1 . This effect was noticed on plants that
due to their relatively high imradiance ex-
pousure, grow at rates above 5 % day.

Whnn wa wontad ta culture (Cepacilarma
vvucu we waliltvu wWwv V ALUL N \JIT Lo PeLad 4t

tikvahiae outside of its typical enviroment
(high nutrient regeneration, high turbidity), it

wat nepcesare ta considar an additianal eource
wad uwwy LU VUIWDEIUVI All GUULLIVIIGL DVWIL v

or nutrients that would maintain high growth
rates enhanced by the relatively high ir-
radances near the surface. Having this in
mind, the BEEF was located along a tidal
front. These fronts accumulate organic matter
and they commonly are areas of high produc-
tivity (Holligan, 1981). They are considered
as a source of nutrients but they also accumu-
iate high amounts of iarvae.

Although we had our cuitures on the
pathway of a front, the supply of nutrients
apparently was not enough to sustain maxi-
mum growth of Gracilaria tikvahiae under the
light regime present. Moreover, we had some
negative effects because the front provided
great amounts of larvae which colonized the
structure and the plants during summer.

H_...sa_.( 983) mentioned that the most
convincing evidence that there is nutrient
limitation is the increase in growth in the
alaae after fertilization. In our open water
cultures, the fertilized plants showed a better
appereance, color and growth that the plants

that were not fertilized, Qur results however

ial WeIC IO ICITNAZCA, AR TS, ROWEYCeL,

are only descriptive because the type of algae
and the conditions of our cultures did not

allow us to measure growth gquantitatively
growin titatwy

without harming the plants severely. On the
other hand, there was a strong recovery when
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1981, Penniman 1984), donde existe un fuerte

reciclamiento de nutrientes (Valiela, 1983). A
su ves, G. tikvahiae ha sido caracterizado por
su alta afinidad de absorcién de nutrientes
disueltos en el agua (Penniman 1983) y su
preferencia por amonio sobre nitratos y nitri-

tos. En sus estudios de cultivo de G. tikvahi-

ae en tanques, Lapointe y Ryther (1978)
reportan un crecimiento hasta de 60 % por
dfa para plantas vegetativas fertilizadas.

Estos conocimientos muestran que G.
tikvahiage es un alga capaz de crecer rapida-

mente cuando esta expuesta a altas intensi-
dades de luz v nutrientes. Raio condiciones

S 88 184 7 RN, D2 L CQIAKRARANSS

favorables, las macroalgas toman mas nitré-
geno del que pueden utilizar en ese momento
para su crecimiento. Este efecto es demostra-
do draméticamente por G. tikvahiae que
puede tomar suficiente nitrégeno en seis horas
para durar hasta seis semanas de crecimiento
sin ser limitado por nutrientes (Ryther et al.,
1981). Nuestros cultivos en tanques (los

cuales no fueron fertilizados) mostraron una

cuales no fueren fertilizados) mostraren una
coloracién pélida tipica de plantas deficientes
en nutrientes (Lapointe 1981, Lapointe et al.,
1984) después de tres semanas de crecimiento
mayor de 10 % por dfa. Este efectose not6 en
las plantas que, debido a la relativa alta
intensidad de luz a la que fueron expuestas,
crecieron a razones mayores de 5.0 % por dia.

Cuando se quiso cultivar G. tikvahiae
fuera de su ambiente tfpico (alta regeneracién
de nutrientes, alta turbidez), fue necesario
considerar una fuente adicional de nutrientes
que mantuviera €l alto crecimiento estimulado
por la relativamente alta irradiacién. Tenien-
do esto en mente, la estructura flotante
(BEEF) fue colocada en la trayectoria de un
frente oceédnico. Estos frentes comunmente
acumulan materia orgénicay son zonas de alta
productividad (Holligan 1981). Se consideran
fuentes de nutrientes pero a su vez acumulan
una gran cantidad de larvas.

A pesar de tener nuestros cultivos en la
trayectoria de un frente oceénico, no hubo un
aporte suficiente de nutrientes para mantener
un méximo crecimiento con las condiciones de
luz presentes. Mas sin embargo, se obtuvo un
resultado adverso ya que el frente aport6 una
gran cantidad de organismos sobre las plantas
y la estructura durante el verano.

the plants close to the surface where moved to

deeper waters. The type of structures and
locations tested here do not seem adequate for
summer plant such as Gracilaria tikvahiae.
Often these plants depend on nutrients recy-
cled at high rates in mud flats during the

summer.
CONCLUSIONS

Oyster and mussel shells were ideal
substrata for the culture of Gracilaria tikvahi-
ae in open waters where the plants were
exposed to strong currents. These experi-
ments, however, indicate that the available
nutrients on the surface waters of the BEEF
where not sufficient to mantain high growth
rates of this species (under high light condi-
tions). Lowering the plants to deeper water
resulted in improved plant condition, but
growth rates decreased and fouling increased.
To make the culture of G. tikvahiae possible
at the BEEF, artificial fertilization would be

rgqnirpd to maintain faster grnwfh Other-

wise, it would be difficult for the plants to
overcome fouling. Further, a different locality
that would reduce the amount of colonization
would probably make this type of culture
possible.

Hanisak (1983) menciona que la eviden-
cia mas convincente de que existen una
limitacién por nutrientes, es el incremento en
el crecimiento de la macroalga después de
fertilizarse in situ. En el presente estudio, las
plantas fertilizadas de los cultivos en mar
abierto mostraron una mejor apariencia, co-
loracién y crecimiento que las plantas no
fertilizadas. Los resultados en esta estacién
son solamente descriptivos, ya que el tipo de
alga y las condiciones del cultivo no nos
permitieron medir el crecimiento cuantitativa-
mente sin dafiar severamente a los ejemplares.
Por otro lado, hubo una notable recuperacién
de los ejemplares cercanos a la superficie
después de moverlas a mayor profundidad. El
tipo de estructuras y lugares probados aquf no
parecen adecuados para la planta de verano
tal como Grucilaria nkvahiae. Frecuentemente
estas plantas dependen del alto reciclamiento
de nutrientes de los lodos de marismas durante
el verano. Fertilizaci6n artificial, y un cambio
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de localidad que redujera la cantidad de
colonizadores, podria hacer este tipo de culti-

son wtenoilala

v v VUDJ.UI.U

Las conchas de ostién y mejillén resul-
taron un sustrato ideal para el cuitivo de
Gracilaria tikvahiae en aguas no protegidas
donde las plantas son expuestas a fuertes

aralhason

arrantac T Ovesarioa antas embargo,

\r\llll\rlll\rb L\ID my\duuvutuo, Ql.ll.
indicaron que los nutrientes disponibles en las
aguas superficiales de la estacién alejada de la
costa \UEEA ), 0 801 suficientes para man-
tener altas razones de crecimiento de esta
especie bajo altas condiciones de luz. Al bajar
los cultivos a mayor profundidad, se obtuvo
una mejorfa en la condicién de la planta, pero
el crecimiento disminuye y con ello el de-
caimiento por la alita fijacién de cpudund
Para hacer posible el cultivo de G. tikvahiae
sobre el BEEF en la localidad estudiada, se
requerfia de una fertilizacién artificial que
garantizara un crecimiento més rapido. De
otra manera, serfa diffcil a las plantas sobre-
ponerse a la intensa colonizacién de organis-
mos plancténicos. Ademas una localidad
diferente que redujera la cantidad de
colonizadores, probablemente harfa este tipo
de cultivos posible.
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