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RESUMEN

hondracanthus chamissoi es un alga de importancia comercial usada como materia prima en el consumo humano directo y en la

extraccion de carragenina. Esta especie es cultivada via propagacion vegetativa y/o mediante la produccion de esporas; sin embargo,

hay una falta de informacion sobre las técnicas para el manejo en etapas iniciales en la formacion de discos de fijacion secundaria
(DFS) en laboratorio. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la formacion de DFS en funcion de distintos tratamientos de cultivo
inicial, empleando como sustrato natural valvas de Argopecten purpuratus para la fijacion de los DFS, variando factorialmente el indculo
(alga lavada y sin lavar), el manejo del sustrato (biologizado y sin biologizar) y el agua (tratada y sin tratar). Los resultados mostraron una
mayor formacion de DFS de C. chamissoi en los tratamientos donde el alga era lavada y se contabilizaron un rango de 1 a 21 DFS / valva
en promedio. Por otro lado, se observé un aumento significativo de DFS en la interaccion de los tratamientos donde el agua era clorada y
sin clorar o con sustrato biologizado y sin biologizar. Por lo tanto, se considera que realizar protocolos de limpieza en etapas iniciales es
primordial para este tipo de cultivo por propagacion vegetativa.

PALABRAS CLAVES: Chondracanthus chamissoi, propagacion vegetativa, discos de fijacion secundaria.

ABSTRACT

hondracanthus chamissoi is a commercially important algae used as raw material in direct human consumption and carrageenan

extraction. This species is cultivated via vegetative propagation and through the production of spores; however, there is a lack of

information on techniques for early-stage secondary attachment discs (SAD) formation under laboratory conditions. The present
work aimed to determine the formation of DFS in function of different initial cultivation conditions, using Argopecten purpuratus shells
as natural substrate for the SAD fixation, factorially varying the inoculum (washed algae and unwashed), the type of substrate (biologized;
unbiologized) and the water (treated, untreated). Our results showed significant SAD formation of C. chamissoi in the treatments where the
algae were washed and average of 1 - 21 SAD / shell was accounted. On the other hand, a significant increase in SAD is observed in the
interaction of the treatments where the water was treated and untreated water or biologized and unbiologized. Therefore, we consider that
cleaning protocols in the initial stages is essential for this type of cultivation by vegetative propagation.
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INTRODUCCION

Chondracanthus chamissoi, o “yuyo”, es un alga roja
que pertenece al Phylum Rhodophyta, grupo taxondémico con
el mayor niimero de especies registradas en el Pert, y que
cuenta con 185 de las 260 especies registradas ultimamente
(Avila-Peltroche y Padilla-Vallejos, 2020). Esta macroalga
se distribuye, desde Piura-Paita, Pert (5° S) hasta Ancud,
Chile (42° S) (Ramirez y Santelices, 1991; Calderon ef al.,
2010; Macchiavello et al., 2017), crecen adheridas al sustrato
duro (Otaiza y Caceres, 2015), en la zona del intermareal
inferior y submareal hasta 15 m de profundidad (Bulboa
y Macchiavello, 2006). En el Perq, es considerada una de
las algas rojas mas abundantes del litoral, y posee una alta
demanda en los mercados locales principalmente en consumo
humano directo y en menor escala para la extraccion de
carragenanos; estas pueden ser comercializadas en estado
fresco (4 %) y curado (96 %) (Pariona y Gil-Kodaka, 2011;
Castafieda et al., 2018; Espi et al., 2019; Avila-Peltroche
y Padilla-Vallejos, 2020; Basaure ef al., 2021; Produce,
2021). Cabe indicar que los volimenes de desembarque de
macroalgas se han incrementado a lo largo de los afios con un
aumento importante entre 2010 (4368 ton) a 2021 (50480 ton)
respectivamente, lo que representa un crecimiento importante
aumentando en 12 veces los volumenes de desembarques en
los ultimos 11 afios (Produce, 2019, 2021).

Debido a su importancia comercial, C. chamissoi ha
sido estudiada desde hace mas de 20 afos, con el objetivo
de viabilizar su cultivo en el mar, destacando los avances
realizados mediante su cultivo por propagacion vegetativa
(Macchiavello et al., 2003, 2017; Bulboa y Macchiavello,
20006; Pariona y Gil-Kodaka, 2011; Arbaiza, 2016; Colque,
2017; Zapata-Rojas et al., 2020; Basaure et al., 2021; Oyarzo
etal.,2021). Esta técnica de cultivo consiste en la formacion
de nuevos brotes a partir de un inéculo inicial o planta madre,
que se obtiene al fijar el alga sobre un sustrato natural y/o
artificial, que posteriormente serd puestos en sistemas de
cultivo marino, ya sea en fondo o suspendido (Saez et al.,
2008; Arbaiza, 2016; Basaure ef al., 2021). El cultivo por
propagacion vegetativa tiene la ventaja de poder realizarse
durante todo afio, por no depender de individuos con
estructuras reproductivas, convirtiéndose en una metodologia
sencilla y de menor inversion respecto al cultivo via esporas
(Macchiavello et al., 2012). Otra de sus mayores fortalezas
es la produccion de biomasa en un tiempo corto y utilizando
técnicas o tecnologias de baja complejidad (Bulboa ef al,,
2013; Saez y Macchiavello, 2018; Basaure ef al., 2021).
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INTRODUCTION

Chondracanthus chamissoi, or “yuyo”, is ared alga
belonging to the phylum Rhodophyta, the taxonomic group
with the largest number of species recorded in Peru (185 out
of the 260 species in recent reports) (Avila-Peltroche and
Padilla-Vallejos, 2020). This seaweed is distributed from
Piura, Paita, Peru (5° S), to Acnud, Chile (42° S) (Ramirez
and Santelices, 1991; Calderon et al., 2010; Macchiavello
etal.,2017). It grows while attached to hard substrate (Otaiza
and Caceres, 2015) in the inferior intertidal and subtidal
zones down to 15 m deep (Bulboa and Macchiavello, 2006).
In Peru, it is considered to be one of the most abundant
red seaweeds in the littoral, and it is in high demand in
local markets, mainly for direct human consumption and,
to a lesser extent, for the extraction of carrageenans; these
seaweeds can be commercialized in both fresh (4 %)
and cured (96 %) states (Pariona and Gil-Kodaka, 2011;
Castafieda ef al., 2018; Espi et al., 2019; Avila-Peltroche
and Padilla-Vallejos, 2020; Basaure et al., 2021; Produce,
2021). It is worth indicating that the volumes of seaweeds
landings have increased over the years, i.e., between 2010
(4368 ton) and 2021 (50480), which amounts to 12 times the
landing volumes of the last 11 years (Produce, 2019, 2021).

Given its commercial importance, C. chamissoi has
been studied for more than 20 years with the purpose of
making its cultivation at sea feasible, wherein the advances
made in vegetative propagation stand out (Macchiavello
etal., 2003, 2017; Bulboa and Macchiavello, 2006; Pariona
and Gil-Kodaka, 2011; Arbaiza, 2016; Colque, 2017; Zapata-
Rojas et al., 2020; Basaure et al., 2021; Oyarzo et al., 2021).
This cultivation technique involves the formation of new
shoots from an initial inoculum or mother plant, which is
achieved by fixating the seaweed to a natural and/or artificial
substrate. This substrate is subsequently placed in either
bottom or suspended marine cultivation systems (Saez
etal., 2008; Arbaiza, 2016; Basaure et al., 2021). One of the
advantages of cultivation by vegetative propagation is that it
can be performed throughout the year, as it does not depend
on individuals with reproductive structures. This makes it
a simple methodology that requires lower investments in
comparison with spore-based cultivation (Macchiavello
et al.,2012). One of its main strengths is also the production
of biomass in short periods of time, in addition to the fact
that it utilizes low-complexity techniques and technologies
(Bulboa et al., 2013; Saez and Macchiavello, 2018; Basaure
etal, 2021).
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Entre algunas de las desventajas y/o dificultades que
presenta este tipo de cultivo, es que se necesita abundante
biomasa proveniente de praderas naturales (Bulboa ef al.,
2013), considerando las pérdidas de biomasa por la presencia
de epifitos y/o de sedimentos en las muestras colectadas
(Arbaiza et al., 2016). Esta pérdida puede significar la
disminucion del in6culo inicial, conllevando a una mayor
extraccion de biomasa originaria de praderas naturales
(Oyarzo et al., 2021), lo que, en combinacién con la
extraccion pesquera del recurso, provoca una reduccion de
la disponibilidad o productividad de las praderas en el tiempo
(Flores et al., 2015).

Bajo este contexto, diversos autores han sefialado
que para optimizar la formacion de los DFS en un cultivo
por propagacion vegetativa, se debe tener en cuenta el
tratamiento previo del inoculo inicial (limpieza con agua
dulce y eliminacion de epifitos o sedimento), el tratamiento
del agua (filtrada, clorada y esterilizada) y el del sustrato
(formacién o limpieza del biofilm) (Icochea, 2008; Arbaiza,
2016; Colque, 2017; Macchiavello et al., 2017; Arbaiza et al.,
2019; Suarez, 2019; Zapata-Rojas et al., 2020; Oyarzo et al.,
2021). Para fines productivos, no se tiene claro cual es el
efecto de realizar estos procesos y ademas los protocolos
relacionados a la limpieza y tratamiento del agua con
cloro son escasos; por ello, el presente estudio tiene como
finalidad evaluar la formacion de DFS en funcion al manejo
del sustrato, al tratamiento del indculo y al tratamiento del
agua de mar, en condiciones de cultivo para contribuir en la
optimizacion de las fases iniciales del cultivo, mediante la
propagacion vegetativa.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Las muestras de C. chamissoi fueron recolectadas de
la playa Mendieta, ubicada en la Reserva Nacional de Paracas
en el distrito de Paracas, provincia de Pisco, departamento de
Ica en Peru, el 18 de julio de 2020 a través de buceo autdbnomo
(14°3°38.54” S; 76 ° 15” 54.72” O) (Figura 1). Realizada la
colecta de algas, éstas fueron transportadas en contenedores
térmicos aislados a 10 °C al Laboratorio de Investigacion
en Cultivos Marinos (Licma) de la Universidad Cientifica
del Sur, ubicado en el distrito de San Andrés, provincia de
Pisco, departamento de Ica en Peru. Una vez en el laboratorio,
se seleccionaron las algas en estado vegetativo (individuos
sin estructuras reproductivas visibles), como sugieren
Macchiavello ef al. (2012).

33

Among the disadvantages and/or difficulties of
this form of cultivation is the fact that it requires abundant
biomass from natural beds (Bulboa et al., 2013), considering
the biomass losses caused by the presence of epiphytes and/or
sediment in the samples collected (Arbaiza et al., 2016). These
losses may entail the reduction of the initial inoculum, leading
to a greater extraction of biomass from natural beds (Oyarzo
et al., 2021). This, in combination with the fishing extraction
of the resource, reduces the availability and productivity of
beds over time (Flores et al., 2015).

In this context, several authors have pointed out that,
in order to optimize the formation of secondary attachment
discs (SADs) in a vegetative propagation culture, one must
consider the previous treatment of the initial inoculum
(cleaning with freshwater and elimination of epiphytes or
sediment), as well as that of the water (filtration, coloration,
and sterilization) and the substrate (formation or cleaning of
the biofilm) (Icochea, 2008; Arbaiza, 2016; Colque, 2017;
Macchiavello et al., 2017; Arbaiza et al., 2019; Suarez,
2019; Zapata-Rojas et al., 2020; Oyarzo et al., 2021). For
productive purposes, the effect of these processes is unclear,
and protocols related to water cleaning and treatment with
chlorine are scarce. Therefore, this work aims to evaluate
the formation of SADs as a function of substrate handling
and inoculum and seawater treatment, with the purpose
of contributing to the optimization of the initial stages of
cultivation via vegetative propagation.

MATERIALS AND METHODS

Study area

C. chamissoi samples were collected at Mendieta
beach, located in the Paracas National Reserve (Paracas
district, Pisco province, department of Ica, Peru), on July
18", 2020, by means of autonomous diving (14°3°38.54” S;
76 °15°54.72” O) (Figure 1). After collection, the seaweeds
were transported in isolated thermal containers at 10 °C to
Universidad Cientifica del Sur’s Laboratorio de Investigacion
en Cultivos Marinos (Licma), located in the district of San
Andrés, Pisco province, department of Ica, Peru. Upon
arriving at the laboratory, the algae in vegetative state were
selected (individuals with no visible reproductive structures),
as suggested by Macchiavello ef al. (2012).
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Figura 1. Mapa de ubicacion del punto de colecta de C. chamissoi en playa
Mendieta, Ica — Pert (14°3°38.54” S; 76 © 15° 54.72” O).

Diseiio experimental

Se trabajo con ocho tratamientos (cuatro repeticiones
por cada tratamiento) donde se evaluo: el tratamiento del
sustrato (biologizado y sin biologizar), el tratamiento previo
del alga (con lavado y sin lavar) y el del medio de cultivo
(agua tratada y sin tratar) (Tabla 1).

Tabla 1. Disefio experimental con datos factoriales. Tratamiento del indculo,
alga lavada (L) o sin lavado (S); sustrato biologizado (B) o sin biologizar
(S) y agua tratada (Cl) o sin tratar (S).

Figure 1. Location of the C. chamissoi sampling point at Mendieta beach,
Ica, Peru (14°3°38.54” S; 76 © 15° 54.72” O)

Experimental design

Eight treatments (with four repetitions each) were
employed, evaluating the substrate treatment (biologized and
non-biologized), the previous algae treatment (washed and
unwashed), and the culture medium (treated and untreated
water) (Table 1).

Table 1. Experimental design with factorial data. Inoculum treatment; washed
(L) or unwashed (S) algae; biologized (B) or non-biologized (S) substrate;
and treated (Cl) or untreated (S) water.

Tl,i?:;z::;: / Alga / Algae Sustrato / Substrate Agua / Water RIe{lé)Ie?g:iE:)slis
Tl Lavado (L) / Washed (L) Biologizado (B) / Biologized (B) Agua tratada (Cl) / Treated water (Cl) 4
T2 Lavado (L) / Washed (L) Biologizado (B) / Biologized (B) Agua sin tratar (S) / Untreated water (S) 4
T3 Lavado (L) / Washed (L) Sin Biologizar (S) /Non-biologized (S) Agua tratada (Cl) / Treated water (Cl) 4
T4 Lavado (L) / Washed (L) Sin Biologizar (S) /Non-biologized (S) Agua sin tratar (S) / Untreated water (S) 4
T5 Sin Lavar (S) /Unwashed (S) Biologizado (B) / Biologized (B) Agua tratada (Cl) / Treated water (Cl) 4
T6 Sin Lavar (S) / Unwashed (S) Biologizado (B) / Biologized (B) Agua sin tratar (S) / Untreated water (S) 4
T7 Sin Lavar (S) / Unwashed (S) Sin Biologizar (S) /Non-biologized (S) Agua tratada (Cl) / Treated water (Cl) 4
T8 Sin Lavar (S) / Unwashed (S) Sin Biologizar (S) /Non-biologized (S) Agua sin tratar (S) / Untreated water (S) 4
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Tratamiento del sustrato

Se utilizaron valvas de Argopecten purpuratus
(sustrato natural), las cuales fueron esterilizadas con
hipoclorito de sodio al 1 % durante 10 min (Arbaiza, 2016) y
posteriormente procesadas de dos formas diferentes: a) Sustrato
biologizado, 16 valvas se sumergieron verticalmente en tinas de
incubacion de 3.2 m’ con agua de mar por 15 dias para propiciar
la formacion de biopeliculas (biofilm) (Figura 2). El agua de las
tinas fue mantenida a una temperatura de 20 - 21 °C, salinidad
35 - 36 ups, fotoperiodo 8:12 (luz:oscuridad) y abundante
aireacion. b) Sustrato sin biologizar, las 16 valvas fueron
guardadas directamente luego del proceso de desinfeccion en
bolsas herméticas (ziploc) para su posterior uso.

Substrate treatment

Shells of Argopecten purpuratus (natural substrate)
were used, which were sterilized with 1 % sodium
hypochlorite for 10 min (Arbaiza, 2016) and subsequently
processed in two different ways: a) biologized substrate: 16
shells were vertically submerged in 3.2 m’ incubation tanks
with seawater for 15 days in order to promote the formation
of biofilms (Figure 2). The water in the tanks was maintained
at a temperature of 20 - 21 °C, a salinity of 35 - 36 ups, a
photoperiod of 8:12 (light:darkness), and abundant aeration;
b) non-biologized substrate: the 16 shells were stored in
hermetic bags (Ziplock) directly after the disinfection process
for later use.

Figura 2. Tratamiento del sustrato, sin biologizado y biologizado con
formacion de biofilms.

Tratamiento del agua

El agua de mar fue recolectada de la playa San
Andrés y acondicionada en el Licma a una temperatura de
16 - 17 °C, salinidad 35 - 36, fotoperiodo 8:16 (luz: oscuridad)
e intensidad luminica 2300 lux. Posteriormente el agua fue
tratada de dos formas diferentes: a) Agua tratada, mediante la
adicion de hipoclorito de sodio a una concentracion de 2 %
por 1000 mL de agua de mar, posteriormente se declord con
tiosulfato de sodio a una concentracion de 1 mL por 4 mL de
Cl (Murray et al., 2018), proveniente de una solucion madre
de tiosulfato al 25 %. b) Agua sin tratar, no se realizé ningin
procedimiento.
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Figure 2. Substrate treatment, non-biologized and biologized with biofilm
formation.

Water treatment

Seawater was collected from San Andrés beach
and conditioned at Licma at a temperature of 16 - 17 °C, a
salinity 35 - 36 ups, a photoperiod of 8:16 (light:darkness),
and a light intensity of 2300 lux. Afterwards, the water was
treated in two different ways. a) The water was treated by
adding sodium hypochlorite at a concentration of 2 % for
every 1000 mL of seawater. It was then dechlorinated with
sodium thiosulfate, using 1 mL for every 4 mL of Cl (Murray
et al., 2018), from a mother solution of 25 % thiosulfate.
b) The water was left untreated, and no procedures were
carried out.
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Tratamiento del alga

En laboratorio las muestras de algas pasaron por
un proceso de limpieza mecanica para eliminar los epifitos
o residuos de sedimentos adheridos a las estructuras de los
individuos y luego fueron procesadas de dos formas diferentes:
a) alga lavada, se lavaron brevemente los especimenes con
una solucion de hipoclorito de sodio al 1 % por 30 seg y luego
con agua dulce por 1 min para eliminar el residuo quimico.
b) Alga sin lavar, no se realizé ningtin procedimiento.

Fijacién del alga al sustrato e incubacién.

Los individuos en estado vegetativo fueron pesados
en una balanza analitica agregando 7 g de C. chamissoi (peso
himedo) para cada unidad experimental, considerando las
caracteristicas morfoldgicas descritas por Arbaiza et al.
(2023). Seguidamente se fijaron sobre el sustrato (valva de 4.
purpuratus) utilizando una liga para propiciar el contacto del
alga con la superficie garantizando una generacion adecuada
de DFS. Posteriormente, los sustratos con las algas fijadas
fueron instalados en los sistemas de cultivo por 38 dias
(frascos de 1L con 800 mL de agua de mar) y mantenidos
en condiciones de 17 - 19 °C de temperatura, fotoperiodo
de 12:12 (luz:oscuridad, 2300 lux), aireacion constante, dos
recambios de agua semanales y adicionalmente se les agregd
un nutriente foliar comercial (Bayfolan ®) a una razon de
0.2 mL por 1 L de agua de mar (Castafeda ef al., 2018). Una
vez terminada la etapa experimental, se retiraron los indculos
sobre las valvas con ayuda de un bisturi, seguidamente se
procedio a pesar (peso himedo) los individuos vegetativos.
Finalmente se determin6 el nimero total de DFS por valva,
mediante conteo directo utilizando un estereoscopio modelo
Leica EZ4E; cabe sefialar que solo se contabilizaron los DFS
que se fijaron en las valvas, y las fotos a mayor aumento
permitieron corroborar que durante el conteo no se perdiera
algin DFS y, ademas, permitio observar a detalle la formacion
de estas estructuras sobre las valvas (Figura 3).

Analisis estadistico

Se realizaron pruebas de hipétesis utilizando un
modelo de regresion binomial negativa por tratarse de una
variable de conteo, para analizar los datos de la formacion
de discos de fijacion secundaria y se encontrd con la prueba
de Shapiro-Wilk que los datos presentan una distribucién
normal (p > 0.05) y también una homogeneidad de varianzas.
El analisis de la informacion y los graficos fueron realizados
en los programas de R4.2.0 (Copyright © 2022) y Excel 2016
(© Microsoft bajo licencia).
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Algae treatment

In the laboratory, the algae samples underwent a
mechanical cleaning process aimed at eliminating epiphytes or
sediment residues adhered to the individuals’ structures, and
they were then processed in two different ways: a) unwashed
algae: the specimens were briefly washed with a 1 % sodium
hypochlorite solution for 30 s, and then with freshwater for
1 min to eliminate chemical residues; b) unwashed algae: no
procedure was carried out.

Fixating the algae to the substrate and incubation

The individuals in vegetative state were weighted in
an analytical balance, adding 7 g of C. chamissoi (wet weight)
to each experimental unit, considering the morphological
characteristics described by Arbaiza et al. (2023). Next,
they were attached the substrate (4. purpuratus shell) using
a rubber band to promote contact between the seaweed and
the surface, ensuring proper DFS generation. Then, the
substrates with the fixated algae were placed in cultivation
systems for 38 days (1 L flasks with 800 mL of seawater) and
maintained under the following conditions: a temperature of
17-19 °C, a photoperiod of 12:12 (light:darkness, 2300 lux),
constant aeration, and two water replacements on a weekly
basis. In addition, a commercial foliar nutrient (Bayfolan ®)
was added, at a ratio of 0.2 mL for every 1 L of seawater
(Castaieda et al., 2018). Once the experimentation phase was
complete, the inocula were removed from the shells using a
scalpel, and the vegetative individuals were then weighted
(wet weight). Finally, the total number of SADs per shell
was determined by direct counting, employing a Leica EZ4E
stereoscope. It is worth noting that only the SADs that were
attached to the shells were counted, and higher magnification
photos allowed confirming that no SAD was lost during the
count while also allowing to observe the formation of these
structures on the shells in detail (Figure 3).

Statistical analysis

Hypothesis tests were performed using a negative
binomial regression model, as we were dealing with a count
variable, in order to analyze the formation of secondary
attachment discs. By means of a Shapiro-Wilk test, the data
were found to exhibit a normal distribution (p > 0.05) and
variance homogeneity. The analysis of the information and
the elaboration of graphs were carried out in the R4.2.0
software (copyright © 2022) and Excel 2016 (Microsoft,
under license).
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Figura 3. Proceso experimental de cultivo de C. chamissoi por propagacién
vegetativa. A. Fijacion del inoculo sobre la valva de 4. purpuratus. B.
Sistema de incubacion y desarrollo de los discos de fijacion secundaria
(DES). C. Retiro del inéculo y observacion de los DFS.

RESULTADOS

Se ha evidenciado con las pruebas estadisticas que
los valores de DFS son significativamente diferentes en el
tratamiento entre algas sin lavar y lavadas (p = 0.03921),
pero no asi en los tratamientos del sustrato y del agua usada
como medio de cultivo. Sin embargo, se puede apreciar
una interaccion entre el tratamiento del alga con el sustrato
(p = 0.03079) y el tratamiento del sustrato con el agua
(p = 0.01559). Por otro lado, se obtuvo un cociente de
desviacion sobre los grados de libertad (24) de 1.406, lo que
indica un buen ajuste del modelo (Tabla 2).

Tabla 2. Tabla multifactorial de los tratamientos y las interacciones entre
ellos.

Residuales de desviacion /

Residuals of deviation

Algas / Algae 4.2519

Sustrato / Substrate 0.3010

Agua / Water 0.2341

Algas: Sustrato / Algae: Substrate 4.6647
Agua: Algas / Water: Substrate 1.6561
Sustrato: Agua / Substrate: Water 5.8480
Agua-Sustrato-Alga / Water-Substrate-Algae 1.9795

DFS

Figure 3. Experimental process for the cultivation of C. chamissoi via
vegetative propagation. A. Fixation of the inoculum onto an A. purpuratus
shell. B. Incubation system and formation of secondary attachment discs
(SADs). C. Removal of the inoculum and observation of the SADs.

RESULTS

Through the statistical tests, it was evidenced that
the SAD values are significantly different for unwashed and
washed algae (p = 0.03921), which is not the case for the
substrate treatments and the water used as culture medium.
However, interaction between the algae treatment and the
substrate can be observed (p = 0.03079) and between the
substrate treatment and the water (p = 0.01559). On the
other hand, a deviation quotient of 1.406 over the degrees
of freedom (24) was obtained, indicating a good model fit
(Table 2).

Table 2. Multifactorial table for the treatments and the interaction between
them

Desviacion de residuales /

Deviation of residuals Pr (> Chi)
48.440 0.03921 *
48.139 0.58324
47.905 0.62846
43.240 0.03079 *
41.584 0.19814
35.736 0.01559 *
33.756 0.15944
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En la figura 4 se puede observar, segun el tratamiento
de las algas, que las lavadas presentaron mayor formacion
de DFS en funcion a los tratamientos que presentaron algas
sin lavar. Las medias de las algas sin lavado fueron de
0.584 +0.343 y de las algas lavadas fueron de 1.282 + 0.382.

Nro. de DFS
N° of SAD

0.5

0.0

Figure 4 shows that, depending on the treatment,
the washed algae exhibited a greater formation of SADs in
comparison with the treatments involving unwashed algae.
The means of the unwashed algae were 0.584 = 0.343, and
that of the washed ones was 1.282 + 0.382.

Lavado
‘Washed

Figura 4. Cantidad de discos de fijacion secundaria (DFS) en funcion del
tratamiento del alga (lavada y sin lavar).

En la figura 5 se puede observar que hubo una
interaccion del tratamiento del alga con el sustrato, en la
cual el tratamiento del alga lavada con sustrato biologizado
presentd medias similares de 1.903 £ 0.395 al tratamiento de
las algas sin lavar y el sustrato sin biologizar (1.313 + 0.412).
Por otro lado, la interaccion del alga lavada con sustrato sin
biologizado presentd6 menores medias de 0.661 = 0.519,
similares al tratamiento del alga sin lavar y sustrato
biologizado (- 0.144 £ 0.550).

En la figura 6 se puede visualizar la interaccion del
tratamiento del agua con el sustrato, en el cual: el tratamiento
del agua clorada y el sustrato sin biologizar presentaron
medias similares (1.597 £ 0.404) al tratamiento del agua sin
clorar con sustrato biologizado (1.354 + 0.404). Por otro lado,
también se puede apreciar que el agua clorada con el sustrato
biologizado presenté medias similares (0.405 £+ 0.524) que el
agua sin clorar con el sustrato sin biologizar (0.377 + 0.525).
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SN lavar

Algas Unwashed

Algae

Figure 4. Number of secondary attachment discs SADs per algae treatment
(washed and unwashed)

Figure 5 shows that there was interaction between the
algae treatment and the substrate, wherein washed algae and
biologized substrates exhibited similar means (1.903 £ 0.395)
to those of unwashed algae and non-biologized substrates
(1.313 £ 0.412). On the other hand, the interaction between
washed algae and non-biologized substrates reported lower
means (0.661 + 0.519), similar to those of unwashed algae
and biologized substrates (-0.144 + 0.550).

Figure 6 shows the interaction between water
treatment and substrate. Here, the chlorinated water treatment
the non-biologized substrate exhibited similar means
(1.597 £ 0.404) to those of unchlorinated water and the
biologized substrate (1.354 = 0.404). It can also be observed
that the chlorinated water and the biologized substrate reported
similar means (0.405 £ 0.524) to those of unchlorinated water
and the non-biologized substrate (0.377 + 0.525).
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Figura 5. Cantidad de DFS en funcion a la interaccion del tratamiento del Figure 5. Number of SADs as a function of the interaction between the
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DISCUSION

Chondracanthus chamissoi presenta diversas
estrategias reproductivas, como la propagacion por esporas
y la readhesion por fragmentacion del talo, que le permiten
mantenerse en su ambiente natural durante todo el afio (Acleto,
1986; Alveal, 2001; Vasquez y Vega, 2001; Riofrio, 2003;
Fonck et al., 2008). La formacion de DFS no solo permite
el anclaje de las frondas a la deriva de C. chamissoi, sino
que también juega un papel importante en poder propagarse
a nuevas areas de cultivo ante la presencia de un medio en
condiciones ambientales estresantes para el cultivo de algas
rojas (Pacheco-Ruiz et al., 2005; Saez et al., 2008). En este
estudio todos los tratamientos formaron DFS (de 1 a 21
DFS /valva) a los 38 dias de cultivo, datos similares a los
obtenidos por otros investigadores, los cuales obtuvieron entre
2+1y20+8,1a27;32+15y27+7 DFS /valva a partir
de los 20 a 40 dias de cultivo (Bulboa et al., 2013; Arbaiza,
2016; Saez y Macchiavello, 2018; Zapata-Rojas et al., 2020).

Los resultados obtenidos indican que los procesos
de limpieza del alga favorecen a que haya una mayor
formacion de DFS, reflejo de lo observado en la tabla 2
y la figura 4; esto se puede deber a que con la limpieza
previa de las algas durante las etapas iniciales de cultivo
se eliminaron sedimentos o algas epifitas adheridas a C.
chamissoi, restringiendo asi la competencia por el sustrato
y nutrientes del medio (Vasquez y Vega, 2001). El presente
resultado coincidié con los procedimientos previos (alga
lavada) realizados por Arbaiza (2016) para C. chamissoi,
determinandose que con la limpieza previa de las algas se
puede obtener mayor cantidad DFS.

Por otro lado, en este estudio el tratamiento del
agua por si solo no present6 diferencias significativas; sin
embargo, se pudo observar que si hubo interaccion en los
tratamientos del agua con el sustrato con ligeras diferencias.
En investigaciones previas indican que algunas bacterias
presentes en el medio estan involucradas en la produccion
y degradacion de fitohormonas y bioestimulantes del
crecimiento y desarrollo celular del alga para la formacion
de DFS (Meusnier et al., 2001; Singh et al., 2011; Singh and
Reddy, 2014; Alsufyani et al., 2020). Sin embargo, se ha
podido apreciar que con el uso de agua de mar clorada y sin
clorar hay formacion de DFS (Bulboa et al., 2013; Arbaiza,
2016, 2023). Por lo que, para favorecer la formacion de DFS
probablemente no sea necesario usar agua filtrada o clorada
porque este proceso implica que se incremente el tiempo entre
clorar o declorar conllevando a retrasos logisticos y que se
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DISCUSSION

Chondracanthus chamissoi exhibits diverse
reproduction strategies, such as spore-based propagation
and reattachment by fragmentation of the thallus, allowing
it to remain in its natural environment throughout the year
(Acleto, 1986; Alveal, 2001; Vasquez and Vega, 2001;
Riofrio, 2003; Fonck et al., 2008). Not only does SAD
formation allow for the anchoring of drifting fronds of C.
chamissoi, but it also plays an important role in the ability to
propagate to new areas in the face of stressful environmental
conditions for red algae cultivation (Pacheco-Ruiz et al.,
2005; Saez et al., 2008). In this study, all treatments formed
SADs (1 - 21 SADs / shell) after 38 days of cultivation.
These data are similar to those obtained by other researchers,
who reported between 2 = 1 and 20 + 8; 1 and 27; and
32 + 15 and 27 + 7 SADs / shell over 20 - 40 days of
cultivation (Bulboa et al., 2013; Arbaiza, 2016; Saez and
Macchiavello, 2018; Zapata-Rojas et al., 2020).

The results obtained indicate that algae cleaning
process favor a greater SAD formation, as shown in Table
2 and Figure 4. This may be due to the fact that, with
prior algae cleaning at the initial stages of cultivation,
the sediments or epiphyte algae attached to C. chamissoi
were eliminated, restricting competition for substrate and
nutrients in the medium (Vasquez and Vega, 2001). These
results agree with the previous procedures (washed algae)
performed by Arbaiza (2016) for C. chamissoi. It can be
stated that a greater amount of SADs can be obtained via
prior algae cleaning.

On the other hand, in this study, the water treatment
alone exhibited no significant differences. However, it could
be observed that there was indeed interaction between
water treatments and substrates, with slight differences.
Previous research indicates that some bacteria present in
the medium are involved in the production and degradation
of algae phytohormones and biostimulants of cell growth
and development for the formation of SADs (Meusnier
et al.,2001; Singh et al., 2011; Singh and Reddy, 2014;
Alsufyani et al., 2020). Nevertheless, it has been observed
that the use of chlorinated and unchlorinated seawater
entails SAD formation (Bulboa ef al., 2013; Arbaiza, 2016,
2023). Therefore, in order to favor SAD formation, it may
be unnecessary to use filtrated or chlorinated water, since
this process implies extended times for chlorination or
dechlorination, leading to logistic delays and the elimination
of bacteria that could favor growth or SAD formation.
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elimine la presencia de bacterias que podrian favorecer el
crecimiento o formacion de DFS.

Asimismo, el tratamiento del sustrato (biologizado y
sin biologizar) presentd una interaccion con el tratamiento del
alga; sin embargo, no fue significativo en la formacion de DFS
a pesar de que estudios realizados previamente mencionan que
lavar y desinfectar el sustrato con hipoclorito de sodio permite
la eliminacion de los microorganismos adheridos los cuales
pueden afectar la formacion de DFS (Macchiavello ef al.,
2012; Zapata-Rojas et al., 2020). No obstante, investigaciones
contrastan lo sefialado anteriormente dando a entender que la
presencia de biofilm (bacterias y mucilago) pueden aumentar
la energia superficial del sustrato, por ende, favorecen el
asentamiento de las macroalgas (Lobban y Harrison, 1990;
Hurd et al., 2014). Sin embargo, en este estudio se pudo
apreciar la formacion de DFS con sustrato biologizado y sin
biologizar.

La formacion de DFS en la presente investigacion se
observo en casi todos los tratamientos con agua de mar clorada,
sin clorar, sustrato biologizado, sin biologizar, alga lavada,
alga sin lavar y también se apreci6 un aumento de biomasa en
algunos tratamientos. Sin embargo, a pesar de tener el cultivo
en condiciones controladas se pudo apreciar la presencia de
epifitos y diatomeas, lo que pudo alterar la formacion de
DFS y ocasionar la despigmentacion o necrosamiento de las
algas. Estos microorganismos causan efectos en el cultivo,
entre los que se pueden resaltar la competencia por la luz y
por nutrientes del medio, densidad y/o peso sobre el alga
hospedadora generando un desprendimiento del sustrato
(Fletcher, 1995; Bulboa, 2006). En este estudio, la presencia
de epifitos persistié en las algas a pesar de ser lavadas, esto
probablemente se deba a que se desarrollaron en el agua de
mar sin tratar o que durante la etapa experimental no se afiadio
GeO, y penicilina potasica, que, segiin Arbaiza (2016), son
aditivos que ayudan a controlar la presencia de diatomeas y
cianobacterias presentes en el medio de cultivo, por lo que
recomienda realizar una limpieza rigurosa y que el cultivo
esté provisto de un sistema de flujo continuo. Este sistema
con flujo de agua continuo permitira la captacion de nutrientes
del medio marino, como lo sugieren Bulboa ef al. (2013).

CONCLUSIONES

Este estudio permite tener una idea de los procesos
en etapas iniciales que requiere C. chamissoi para su cultivo
por propagacidn vegetativa. En este caso, se muestra que el
lavado previo de la macroalga puede favorecer una mayor
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Likewise, the substrate treatment (biologized and
non-biologized) exhibited interaction with algae treatments,
but it was not significant in the formation of SADs, even
though previous studies state that washing and disinfecting
the substrate with sodium hypochlorite allows eliminating
attached microorganisms that can affect the process
(Macchiavello et al., 2012; Zapata-Rojas et al., 2020).
Nevertheless, some studies refute the above, implying
that the presence of biofilms (bacteria and mucilage) may
increase the surface energy of the substrate, thus favoring
the settling of seaweeds (Lobban and Harrison, 1990; Hurd
et al.,2014). This study, however, showed the formation of
SADs with biologized and non-biologized substrates.

In this research, SAD formation was observed in
almost all treatments with chlorinated and unchlorinated
water, biologized and non-biologized substrates, and
washed and unwashed algae. An increase in biomass was
also observed in some treatments. However, despite the
controlled conditions of the culture, the presence of epiphytes
and diatoms could be observed, which may have altered
the formation of SADs and caused the depigmentation or
necrosis of the algae. These microorganisms have effects
on the culture, notably through competition for light and
nutrients in the medium and by increasing density and/or
weight on the host algae, leading to detachment from the
substrate (Fletcher, 1995; Bulboa, 2006). In this study,
the presence of epiphytes persisted in the algae despite
being washed, which is probably due to the fact that
they developed in untreated seawater or that, during the
experimentation phase, no GeO, or penicillin was added.
According to Arbaiza (2016), these additives help to control
the presence of diatoms and cyanobacteria, which is why it
is recommended that a rigorous cleaning is carried out and
that the culture is provided with a continuous flow system.
A continuous water flow system enables the capture of
nutrients in the marine medium, as suggested by Balboa
et al. (2013).

CONCLUSIONS

This study provides an idea of the initial processes
required by C. chamissoi for cultivation by vegetative
propagation. In this case, it is shown that the prior washing
of seaweeds may favor a greater production of SADs in short
periods of time. However, in the interaction of variables, it
could be observed that using chlorinated and unchlorinated
water and biologized and non-biologized substrate also
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produccion de DFS en un corto periodo de tiempo. Sin
embargo, se ha podido observar con la interaccion de variables
que, usar agua clorada, sin clorar, sustrato biologizado y sin

allows for the formation of SADs. It is suggested that,
in addition to having a controlled environment, additives
could be used to prevent the growth of diatoms or other

biologizar también permite la formacion de DFS. Se sugiere microorganisms.
que, ademas de tener un ambiente controlado se debe analizar
o afladir aditivos para evitar el crecimiento de diatomeas u ACKNOWLEDGEMENTS
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