Conchocelis de Pyropia sp. en laboratorio

Proceso de obtencion de conchocelis de Pyropia
sp. en laboratorio

Process for the obtention of conchocelis of Pyro-
pia sp. in laboratory

Herndndez-Carrizales Verdnical, Pérez-Bravo Eli-
zabeth2?, Marco A. Cadena-Roa?, Hernandez-Jaime
Rito Jesus3, Pacheco-Vega Juan Manuel 3".

1 Benemérita Universidad Auténoma de Puebla,
Facultad de Biologia, Puebla, México.
2Universidad Auténoma de Baja California Sur
(UABCS), Unidad Pichilingue, La Paz, Baja Cali-
fornia Sur, México.

3 Universidad Auténoma de Nayarit (UAN), Es-
cuela Nacional de Ingenieria Pesquera, Programa
de Posgrado en Ciencias Biol6gico Agropecuarias
(CBAP) Nayarit, México.

Recibido: mayo 02 de 2020
Aceptado: junio 28 de 2020

RESUMEN

Las algas rojas (Rhodophytas) presentan cada vez
una mayor importancia ecolégica y biotecnolégica,
por lo que es necesario generar las bases del cono-
cimiento que permitan la aplicacion técnica de
mantenimiento y producciéon de la fase conchoce-
lis en condiciones de laboratorio. El presente tra-
bajo tuvo como objetivo la obtencién de la fase
conchocelis de Pyropia sp. en laboratorio, para ello
se colectaron del medio silvestre talos de esta es-
pecie y fueron transportados al laboratorio, donde
fueron separados los gametofitos masculinos de
los femeninos y colocados en agua de mar enri-
quecida con medio Jack’s Classic (J R Peters Inc.).
Se mantuvieron bajo condiciones estables de incu-
bacion: 15+1°C y ciclo dia: oscuridad (12:12). Una
vez que los gametangios estuvieron maduros, fue-
ron seleccionados y cortados los gametofitos para
favorecer la liberacién y fecundacién de las espo-
ras, dichos cortes fueron transferidos a un medio
de cultivo estéril y estuvieron en observacion has-
ta que fueron evidentes las caracteristicas filamen-
tosas distintivas de la fase de desarrollo de con-
chocelis. Con estos resultados, se muestra una me-
todologia que permite generar conchocelis de Py-
ropia sp. en condiciones de laboratorio.

PALABRAS CLAVE: Pyropia, laboratorio, game-
tofitos, cultivo.

ABSTRACT
The ecological and biotechnological importance of
red algae (Rhodophyta) is increasing, hence, a
knowledge base is needed to allow the techno-
logical application of maintenance and produc-
tion of the conchocelis phase under laboratory
conditions. The objective of this study was to
obtain the conchocelis phase of Pyropia sp. in
laboratory. Thalli of Pyropia sp. were collected
in the wild and transported to the laboratory
where male and female gametophytes were
separated and placed in seawater enriched with
Jack’s Classic medium (JR Peters Inc.). Gameto-
phytes were maintained under stable incuba-
tion conditions as follows: 15+1°C and photo-
periods of 12:12 (night:day). Once gametangia
were ripe, gametophytes were selected and cut
to benefit the release and fecundation of spores.
Gametophyte cuts were transferred into a ster-
ile culture medium and maintained under visu-
al observation until the filamentous characteris-
tics intrinsic of the development phase of con-
chocelis were detected. These results show a
methodology that allows to generate concho-
celis of Pyropia sp. under laboratory conditions.

KEY WORDS: Pyropia, laboratory, gametophytes,
culture.

INTRODUCCION

Desde tiempos remotos el ser humano ha tenido
particular interés en las macroalgas, las cuales han
sido utilizadas como fuentes de alimento directo
principalmente en el continente asidtico, donde
estos organismos eran asociados al bienestar fisi-
co, pero en la actualidad han cobrado importancia
alrededor del mundo por sus multiples aplicacio-
nes y beneficios (Mouritsen, 2013). Las macroalgas
rojas (Rhodophytas) se han sefialado por poseer
diversos metabolitos biolégicos activos en compa-
racion con las algas cafés (Heterokontophyta) y
verdes (Chlorophyta). Entre las propiedades tera-
péuticas destacan las actividades antivirales, anti-
microbianas, antiinflamatorias, antihelminticas,
insecticidas, ademas de eliminar radicales libres
(El Gamal, 2010).
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Uno de los géneros mds importantes a nivel mun-
dial es Pyropia (J. Agardh, 1899) el cual es altamen-
te valorado en la industria alimenticia presentan-
do gran importancia gastronémica y cultural en
los paises como Japon, Corea y China, pues hist6-
ricamente en el siglo XVII se inici6 con el cultivo
de esta macroalga que se recolectaba en fase con-
chocelis del medio silvestre, ya que atn era desco-
nocida su historia de vida (McHugh, 2002). El gé-
nero Pyropia presenta un ciclo de vida caracteriza-
do por alternancias de generaciones donde una
fase es macroscopica foliar que se desarrolla gene-
ralmente en zonas rocosas, aunque algunas veces
también es epifita, distribuyéndose desde la zona
intermareal alta hasta la zona submareal
(Rodriguez-Rodriguez et al., 2018). Por otra parte,
también presenta una fase filamentosa microscopi-
ca denominada conchocelis, que se caracteriza por
tilamentos que pueden penetrar sustratos de car-
bonato de calcio y habita en zonas submareales
(Tribollet et al., 2018).

Han sido diversos los estudios realizados sobre la
biologia Pyropia spp. con aplicaciones biotecnol6-
gicas, proponiendo a esta macroalga como un ali-
mento vivo alternativo para el cultivo de diversas
especies como la almeja de cuello corto (Ruditapes
philippinarum), salmén del Atlantico (Salmo salar) y
pepino de mar (Apostichopus japonicus), ya que se
ha demostrado una mejora en las tasas de supervi-
vencia, crecimiento e inmunidad, ademas se le ha
atribuido actividades antivirales (Shahabuddin et
al., 2015; Lozano et al., 2016; Shahabuddin et al.,
2017).

En México la ficologia aplicada comenz6 en el afio
de 1950, con la extraccién de especies productoras
de ficocoloides (Macrocystis pyrifera, Gelidium ro-
bustum y Porphyra perforata) en el Pacifico norocci-
dental mexicano (Lobato-Benitez et al. 2018). Ac-
tualmente se han logrado cultivos exitosos de las
macroalgas marinas Chondrus crispus (Zertuche-
Gonzélez et. al., 2001) y Kappaphycus alvarezii
(Munoz et al., 2004), y se estan realizando cultivos
piloto de Ulva lactuca y Ulva fasciata con el objetivo
de usarse como alimento humano con diversas
propiedades nutracéuticas (Cuesta et al., 2016). De
igual manera se ha integrado Ulva clathrata en un

co-cultivo de camaroén café (Farfantepenaeus califor-
niensis) obteniendo resultados favorables en el cre-
cimiento, supervivencia y en la relaciéon de protei-
nas (Pefa-Rodriguez et al., 2017).

Son diversas las macroalgas existentes en el pais
con interés comercial y con posible utilizaciéon en
la acuicultura con fines de cultivo comercial, pero
se requiere investigacion cientifica y un mayor co-
nocimiento en la ficologia nacional (Vazquez-
Delfin et al., 2019). El género Pyropia en México,
adn no cuentan con la suficiente informacién que
permita consolidar técnicas de cultivos, por lo que
el presente estudio busca mostrar el proceso inicial
para la obtencion de cultivos monoespecificos y
axénicos de Pyropia sp. en la fase conchocelis, gé-
nero proveniente de las costas del Golfo de Cali-
fornia, México.

MATERIALES Y METODOS

Origen y procesado de muestras

Los talos de Pyropia sp. fueron colectados de me-
dio silvestre, procedentes del Punta Coyote (24°
19' 48" Norte 110° 13' 48" Oeste), Baja California
Sur, México (Figura 1). El material ficolégico fue
transportado en una hielera térmica por una hora
en bolsas de polietileno conteniendo agua de mar.
En el laboratorio de microalgas, ubicado en la Uni-
dad Académica Pichilingue de la Universidad Au-
tonoma de Baja California Sur, se depositaron las
muestras de macroalga en seis matraces conte-
niendo agua de mar filtrada a 10, 5 y 1um e irra-
diada con luz ultravioleta enriquecida con fertili-
zante Jack’s Classic (J R Peters Inc.) a una concen-
traciéon de un 1mL por litro de agua previamente
esterilizada en autoclave (Sterilmatic, Market For-
ge) a 121° C a una presion de 1.02 kg/cm?2 por 20
minutos. Los matraces conteniendo las muestras
de Pyropia fueron conservados por 24 horas a una
temperatura constante de 15+1°C, con un fotope-
riodo 12:12 a una intensidad luminica de 2500 lux.

Limpieza y seleccion de gametofitos de Pyropia sp
La limpieza de los gametofitos se realiz6 sumer-
giéndolos en agua de mar previamente filtrada a
10, .5 y 1pm e irradiada con luz ultravioleta, y se
removieron con un pincel las algas epifitas y epi-
biontes adheridos a los talos.
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Posteriormente, se lavaron las muestras con agua
destilada, eliminando de esta forma los contami-
nantes provenientes en muestras. Este proceso se
repitié dos veces. Después del proceso anterior,
los talos fueron colocados en seco segtin su género
(masculino o femenino) en dos bandejas de acero
inoxidable. De esta manera, se consideraron ma-
chos maduros a aquellos gametofitos que tenian
un color amarillo en los bordes, mientras que las
hembras maduras poseian un borde color rojo
(Holmes y Brodie, 2004). Posteriormente las ban-
dejas fueron expuestas a radiacién solar (25
000lux) por 35 minutos para eliminar organismos
oportunistas. Pasado el tiempo de desecacién, los
talos de Pyropia se colocaron en los matraces con-
teniendo agua de mar enriquecida con medio
Jack’s Classic (J R Peters Inc.), adicionando cinco
gametofitos femeninos y cinco gametofitos mascu-
linos en cada matraz. Todo esto se llevo a cabo ba-
jo una campana de flujo laminar con un mechero
Bunsen. Finalizando el proceso, los matraces fue-

Fig. 1
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ron incubados a una temperatura constante de
15£1°C, con un fotoperiodo 12:12 a una intensidad
continua de 2500 lux, sin aireacién y con agitacion
manual.

Obtencién de gametangios

Una vez que maduraron los gametofitos Pyropia, se
procedi6 a realizar cortes de los gametangios madu-
ros para favorecer la liberacién y fecundacién de las
esporas. No sin antes realizar un proceso de lavado
con agua destilada estéril y un filtro de 1 pm, repi-
tiendo este proceso dos veces y al final un lavado
con agua de mar filtrada y estéril. Una vez termina-
do el proceso se colocaron los gametangios en matra-
ces con agua de mar filtrada y estéril enriquecida con
medio Jack’s Classic (J R Peters Inc.), adicionando a
cada uno de ellos 5 gametangios (masculinos y feme-
ninos). Se incubaron por dos dias bajo las condicio-
nes anteriormente descritas y se mantuvieron en ob-
servacion hasta la aparicion de conchocelis. Todo lo
anterior se realizé por triplicado.
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Limpieza y obtenciéon de conchocelis

Una vez obtenidos los esporofitos (fase conchoce-
lis), se realiz6 una revisién microscopica mediante
el uso de un microscopio 6ptico (CxL, Labomed)
para buscar la presencia de bacterias y protozoa-
rios. La contaminaciéon bacteriana fue eliminada
mediante bafio por 24 horas en una solucién: 1 mL
de solucién con gentamicina (240 mg 3 mL-1) en 30
mL del cultivo. Una vez pasado el tiempo de ac-
cion del antibiético, se realizé6 una siembra de la
conchocelis en matraces preparados con agua de
mar filtrada y estéril adicionada con Von Stosch
(Von Stosch, 1963) como medio de cultivo, mante-
niéndose por una semana bajo las condiciones de
incubacién ya descritas. En cada cambio de esta-
dio de desarrollo, fueron registrados los tiempos e

imagenes que evidencian el proceso para llegar a
la fase conchocelis de Pyropia sp.

RESULTADOS

De acuerdo con los resultados aqui obtenidos, el
proceso de aislamiento de Pyropia sp., puede reali-
zarse en condiciones de laboratorio siguiendo los
procesos de transferencias, limpieza de la cepa,
medio de cultivo adecuado y condiciones de tem-
peratura e iluminacién aqui mostradas. Se obtu-
vieron cultivos monoespecificos y axénicos de la
fase conchocelis del género Pyropia sp. colectado
en la costa sureste del Golfo de California, logran-
do resultados favorables en un periodo de tiempo
de 21 dias (Tabla 1).

Tabla 1. Tiempo transcurrido y medio de cultivo usado en los

Etapa Tiempo transcu- Medio de cultivo
rrido

Colecta de talos silvestres Dia 0 -
Seleccion y limpieza gametofitos Dial Fertilizante Jack’s Classic (J R Peters INC)
Maduracién de gametangios Dia 10 Fertilizante Jack’s Classic (J R Peters INC)
Liberacién de esporas Dia 12 Fertilizante Jack’s Classic (J R Peters INC)
Obtencién y primera medicacion Dia 13 Von Stosch (Von Stosch, 1963)
de conchocelis
Obtencion y segunda medicacién Dia 21 Von Stosch (Von Stosch, 1963)

de conchocelis

Para obtener conchocelis de Pyropia sp. se requiere
de un proceso y el uso de medios de cultivo bajo
condiciones de esterilidad. Adicionalmente, el uso
de antibidticos en éste proceso es indispensable y
evita la afectacion a la especie durante su desarro-
llo. En la figura 2-A se observa el crecimiento de
Pyropia sp. en sustrato rocoso, del cual se extraje-
ron los ejemplares para realizar la reproduccion
en laboratorio. A partir de los talos (figura 2-B) y
siguiendo el protocolo descrito, se presento la libe-

racion de esporas que bajo un proceso de medica-
cién con antibidticos pueden obtenerse conchoce-
lis libres de contaminantes microbiolégicos (figura
2-D). En la figura 2-E, se muestra el tamafio alcan-
zado (hasta 10 cm) en fase de cochocelis madura.
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Figura 2.

DISCUSION

El proceso reproductivo de macroalgas en la-
boratorio implica condiciones especificas para
cada especie, siendo la colecta de conchocelis
del medio silvestre una de las préacticas comu-
nes para el cultivo de macroalgas marinas
(Pereira y Yarish, 2008). Las especies del géne-
ro Pyropia forman parte de un grupo de las
que presentan mayor potencial biotecnolégico
por la alta demanda en Asia (Knoop et al.,
2019), por lo que se debe evaluar la produc-
cion de conchocelis en especies diferentes que

Fig. 2

permita su cultivo masivo y el abasto de la de-
manda. El género Pyropia utilizado en el presente
estudio se colecto en la costa Punta Coyote del
Golfo de California, no se logré llegar a identificar
la especie, sin embargo, por sus caracteristicas y
zona de colecta, podria tratarse de una nueva es-
pecie endémica del Golfo de California identifica-
da como Pyropia GCI por Lopez-Vivas et al., (2015).

Por otra parte, han sido diversos los estudios para
conocer las condiciones 6ptimas del cultivo de la
fase conchocelis de Pyropia en donde segtn lo re-
portado por Avila et al., (1986) en el ciclo de vida
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Porphyra columbina las condiciones éptimas obteni-
das fue a una temperatura de 15°C con un fotope-
riodo de 12:12 (luz:oscuridad) y con una irradian-
cia de 45 pmol m 2 s-1, mientras que Allen et al.
(1995) mostraron mejores crecimientos de la fase
conchocelis de Pyropia columbina en temperaturas
bajas (15°C) con un flujo de fotones de 0 and 50
pmol m2s! y altos contenidos de nitrégeno. Di-
chos resultados concuerdan con el presente estu-
dio, mostrando una similitud a lo reportado en
este trabajo en el fotoperiodo y la temperatura 6p-
tima obtenida. Sin embargo, discrepa del estudio
realizado en la Bahia Agua Verde, Baja California
Sur por Lopez-Vivas et al., (2015b) en cuyos resul-
tados hace menciéon que la temperatura 6ptima
para el desarrollo de la fase conchocelis de Pyropia
hollenbergui es de 25°C con un fotoperiodo de 15:9
h L:D y una irradiancia de 50 y 150 pmol fotones
m-2s1. Haciendo observaciéon de que se necesita
mayor investigacion en los cultivos de esta ma-
croalga, asi como determinar las condiciones 6pti-
mas de cada especie del género. Estas diferencias
pueden estar relacionadas al habitat de las diferen-
tes especies evaluadas, las cuales estdn adaptadas
a esas condiciones y obedecen a su historial térmi-
co, presencia de nutrientes y de intensidad de luz.

En este trabajo se logré el estadio de conchocelis
en 21 dias en medio liquido, diversos estudios se
realizan en medio sélido (Guan et al., 2013; Lopez-
Vivas et al., 2015b) siendo este segundo medio
(s6lido) mas lento para crecimiento de macroalgas.
Un factor que incide de forma negativa en el pro-
ceso reproductivo y de desarrollo de Pyropya y en
general en algas, es la alta presencia de contamina-
cién microbiana (Guan et al., 2013), microalgas,
protozoarios y de hongos (Kerwin ef al., 1992), por
lo que en este trabajo el proceso de medicaciéon
con antibiético permitié un desarrollo favorable en
medio liquido.

Debido al complicado ciclo de vida para Porphyra,
el sistema de cultivo de puede dividirse en cinco
fases distintas: cultivo de conchocelis; recolecciéon
de conchosporas; crecimiento en mar abierto; cose-
cha y procesamiento. Con estos resultados pode-
mos se muestra una alternativa para la produccién
de conchocelis de Porphyra sp. en laboratorio.

CONCLUSION

Las macroalgas rojas del género Pyropia sp. repre-
sentan un grupo de alta importancia biotecnol6gi-
ca y alimenticia, las cuales llevan a cabo diferentes
etapas reproductivas que se requiere conocer para
su reproducciéon controlada en laboratorio. Con
estos resultados se muestra una metodologia que
comprende condiciones de temperatura, ilumina-
cion y eliminacion de epibiontes presentes, que
permitan generar conchocelis de Pyropia sp. en
laboratorio y no depender del medio natural para
su aprovechamiento.
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