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Resumen

Porphyra spp., conocida en Perti como “cochayuyo”, es un alga roja consumida y
comercializada en los mercados locales. Sin embargo, su produccion proviene integramente
de la actividad extractiva por lo cual es necesario desarrollar su cultivo. Asi mismo, los
principales factores que afectan el proceso de cultivo son la luz (intensidad y fotoperiodo)
y la temperatura. Por lo tanto, la presente investigacion tuvo como objetivo, determinar
las condiciones Optimas de temperatura y luz que promuevan una mayor liberacion de
cigotosporas. Para ello, individuos reproductivos de Porphyra spp., fueron colectados de
playa Santa Elena, Paracas — Pisco y fueron llevados al laboratorio donde fueron estresados
bajo dos condiciones de temperatura (T1=18°C y T2=10°C) y luz (El=sin luz y E2=con
luz) y posteriormente, inducidos a liberar cigotosporas en matraces con agua de mar a 18°C
con dos condiciones de luz (P1=sin luz y P2=con luz). Asi mismo, se evalu6 la cantidad de
cigotosporas liberadas a las 3, 6, 9 y 12 horas. Los resultaron evidenciaron la liberacion de
cigotosporas en todos los tratamientos y tiempos evaluados. Sin embargo, la mayor cantidad
de cigotosporas se obtuvo en el tratamiento con variacion de temperatura para el proceso de
estrés (T2 = 10°C) y oscuridad (E1 y P1) a las 12 horas de iniciado el proceso con 151,45 +
4,57 millones de cigotosporas.
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Abstract

Porphyra spp., known in Peru as “cochayuyo”, is a red algae consumed and sold in local
markets. However, its production comes entirely from the extractive activity for which it is
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necessary to develop their cultivation. Likewise, the main factors that affect the cultivation
process are light (intensity and photoperiod) and temperature. Therefore, the present research
aimed to determine the optimal conditions of temperature and light that promote a greater
release of zygotospores. For this, reproductive individuals of Porphyra spp. were collected
from Santa Elena beach, Paracas - Pisco and were taken to the laboratory where they were
stressed under two temperature conditions (T1=18°C y T2=10°C) and light (E1=withouth
light y E2=with light) and subsequently, induced to release zygotospores in flasks with
seawater at 18°C with two light conditions (P1=without light and P2=with light). Likewise,
the amount of released zygotospores was evaluated at 3, 6, 9 and 12 hours. The results showed
the release of zygotospores in all treatments and evaluated times. However, the highest
number of zygotospores was obtained in the treatment with variation of temperature for the
stress process (T2=10°C) and darkness (E1 and P1) at 12 hours after starting the process with

151,45 + 4,57 million zygotospores.

Key words: Porphyra; cochayuyo; zygotospores; sporulation; culture.

1. Introduccion

Las algas rojas del género Porphyra y/o
Pyropia comunmente conocido como
“nori”,”’luche” en Chile o “cochayuyo”
en Peru, son algas foliosas de la familia
Bangiaceae con mas de 100 especies
reportadas alrededor del mundo (Yoshida
et al., 1997; Brodie et al., 2008; Redmond
et al., 2014). La mayor diversidad habita
en las regiones con clima frio a templado
y se distribuyen principalmente entre
el intermareal superior y la zona de
rompimiento de olas (Chen y Xu, 2005;
Mouritsen, 2013; Acuifia y Espinoza, 2014).
Son actualmente las algas de mayor valor
econémico del mundo, cuya produccion
anual en paises asiaticos como China, Corea
y Japon generan US $ 1.3 mil millones,
consolidando el cultivo de este recurso
como la actividad acuicola mas importante
de Asia (Redmond et al., 2014; Blouin et
al., 2011). Asi mismo, diversos estudios han
demostrado sus propiedades nutricionales
con un alto nivel de proteinas (de hasta un
25 a 50% en peso seco), lipidos (acidos
grasos insaturados), vitaminas, minerales
esenciales y diversos compuestos bioactivos
con beneficios para la salud (Noda, 1993;
Yoshiki et al., 2009; Israel, 2010; Cian et al.,
2012; Qian et al., 2014; Hamed et al., 2015,
Michalak y Chojnacka, 2015).
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En el Pert, Porphyra spp. es
ampliamente consumida y comercializada
en los mercados locales para consumo
humano directo (Acleto, 1986; Acleto y
Zuiiga, 1998; Noriega, 2011; Ugas, 2014,
Avila-Peltroche y Padilla-Vallejos, 2020).
Sin embargo, su produccion proviene
integramente de la actividad extractiva
(realizada por recolectores artesanales) de
las praderas naturales a lo largo de la costa.
Debido a ello, ademas de su estacionalidad
(el recurso esta solo disponible en los meses
de otofio e invierno), se imposibilita su
escalamiento comercial y/o productivo que
pueda satisfacer la creciente demanda del
mercado local.

Por otro lado, diversos autores han
seflalado que a lo largo del ciclo de vida de las
algas marinas (crecimiento, reproduccion,
germinacion de esporas y maduracion),
existen diversos factores ambientales
(fisicos, quimicos o biologicos) y factores
endogenos que afectan su desarrollo
(Agrawal, 2009 y 2012; Hurd et al., 2014).
Sin embargo, en la reproduccion de las
algas marinas, los principales factores que
afectan este proceso son la luz (intensidad
y fotoperiodo) y la temperatura (Avila et al.,
1986; Maggs y Callow,2003; Avila et al.,
2011; Agrawal, 2012; Hurd et al., 2014).
Porphyra spp., tiene un ciclo vital bifasico
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heteromorfico (Etcheverry y Collantes,
1977; Avila et al., 1986; Tala y Chow, 2013;
Redmond et al., 2014) con una alternancia
de generaciones entre la fase gametofitica
macroscopica (talo folioso) y una fase
esporofitica  filamentosa  microscopica
llamada “conchocelis”. Su desarrollo se
encuentra estrictamente influenciado por
los cambios de temperatura, fotoperiodo e
irradiancia (Etcheverry y Collantes, 1977,
Avila et al., 1986; Brown et al., 1990; Frazer
y Brown, 1995; Pereira et al., 2004; Israel,
2010; Tala y Chow, 2013; Redmond et al.,
2014).

Por lo antes mencionado, es necesario
desarrollar el cultivo de este recurso para
llevar a cabo una actividad sostenible
y sustentable que mejore la capacidad
productiva de los recolectores artesanales
y que permita satisfacer la demanda
del mercado. Para lograr ello, se deben
establecer los pardmetros basicos de cultivo
para sus distintas etapas (produccion de
cigotosporas y asentamiento, germinacion,
crecimiento, etc.). Asi mismo, la produccion
de cigotosporas, es la etapa inicial en el
proceso de cultivo de Porphyra spp. y por
lo tanto, la determinacion de los parametros
que afectan o inhiben este proceso, brindaran
las bases para el desarrollo de cultivo de
esta especie en el Perta. En este sentido, la
presente investigacion tiene como objetivo,
determinar las condiciones Optimas de
temperatura y luz que promuevan una mayor
liberacion de cigotosporas.

2. Materiales y métodos
Colecta y traslado del material biologico

Se colectaron individuos de Porphyra spp.
en estado reproductivo de la orilla rocosa de
playa Santa Elena, Paracas — Pisco (13°55°S
76°19°W) entre el 15 — 18 de julio del
2018 y fueron trasladados en contenedores
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térmicos aislados al Laboratorio de Biologia
Aplicada del Centro Modelo de Tratamiento
de Residuos (CEMTRAR) de la Universidad
Nacional Agraria La Molina en Lima. Una
vez en el laboratorio, los individuos fueron
enjuagados con agua destilada, limpiados
con un pincel y lavados con agua de mar
esterilizada para eliminar impurezas y
microorganismos que se encuentran sobre su
superficie. Posteriormente, fueron secados
completamente con papel absorbente y luego,
con ayuda de un bisturi, se diseccionaron
cuidadosamente areas reproductivas de 1 —3
cm? de todos los individuos (4reas marrones
rojizas de los bordes de las frondas), y se
formaron grupos de esporulacion de 2 gr.
(aproximadamente) en placas de Petri para
los analisis posteriores (Figura 1 y 2) Se
prepararon 32 grupos de esporulacion en
total.

El experimento estuvo compuesto por 8
unidades experimentales: TIEIP1, TIEIP2,
T1E2P1, TI1E2P2, T2E1P1, T2E1P2,
T2E2P1, T2E2P2. Cada unidad experimental
tuvo 4 repeticiones. En primer lugar, los
grupos de esporulacion fueron sometidos
a un estrés por 12 horas en 2 condiciones
de temperatura diferentes: T1=18°C
(Temperatura ambiente) y T2=10°C y dos
condiciones de luz: El=sin luz (placa Petri
cubierto con papel aluminio) y E2=con luz
a 40 pmol foton m? s'(LI COR LI-190R
Quantum sensor) (Figura 2).

Luego de las 12 horas, las areas
reproductivas de cada grupo de esporulacion
fueron inoculadas en matraces de 1 L con
agua de mar, filtrada y esterilizada, a 18°C
para inducir la liberacidon de cigotosporas.
En esta etapa se evaluaron 2 condiciones
de luz para la preparacion de la solucion de
cigotosporas: Pl=sin luz (matraz cubierto
con papel aluminio) y P2=con luz a 50 pmol
foton m? s! (Figura 4).
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Figura 1. Individuo gametofitico en estado reproductivo de Porphyra spp. A. Apariencia
de un talo reproductivo con los bordes marrones rojizos. B. Vista superficial de los
cigotosporangios de Porphyra spp. compuestos de 4 cigotosporas.

Figura 2. Induccién para la liberacion de cigotosporas de Porphyra spp. A. Corte de

estructuras reproductivas de Porphyra spp. y formacién de grupos de esporulacion de 2

gr. en placas Petri. B. Placas Petri con las areas reproductivas de Porphyra spp. bajo dos

condiciones diferentes de temperatura y luz para identificar los factores que inducen una
mayor liberacion de cigotosporas.
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Inducciéon liberacion de

cigotosporas

para la

Con el objetivo de determinar los factores
que inducen una mayor liberacion de
cigotosporas, los grupos de esporulacion
(placas de Petri con areas reproductivas
de Porphyra spp.) fueron sometidos a
diversos estimulos para determinar el mejor
tratamiento (Figura 3).

Todos los matraces tuvieron sistemas de
aireacion constante y uniforme para evitar
el asentamiento de las cigotosporas. Asi
mismo, la determinacion de la cantidad
de cigotosporas presentes en la solucion
fue realizada en una cdmara de Sedwick-
Rafter después de 3, 6, 9 y 12 horas desde la
inoculacion de las areas reproductivas en los
matraces, con la finalidad de evaluar el mejor
tiempo para la liberacion de cigotosporas.

Analisis estadistico

Para analizar como varia la cantidad de
cigotosporas en funcion de la temperatura
(T con los niveles T1=18°C y T2=10°C),
condicion de Iuz en los grupos de
esporulacion (E con los niveles E1=Cubierto
y E2=sin cubrir) y condicion de luz en
la solucion de cigotosporas (P con los
niveles P1=Cubierto, P2=Sin cubrir), se
desarrollaron modelos lineales generales
y mixtos (Di Rienzo et al., 2017). Debido
a la naturaleza del experimento, donde los
resultados de una variable condicionan
a otra, las 3 variables independientes se
fusionaron en una sola variable, que la
llamaremos FACTOR, y se analizdo con
respecto del tiempo de preparacion de la
solucion de cigotosporas en los matraces
(3, 6,9 y 12 horas). Asi mismo, dado que se
repitieron las medidas 4 veces, se realiz6 un
analisis de varianza con medidas repetidas,
usando la simetria compuesta. Para analizar
la normalidad de los residuales se analizo
con la prueba de Shapiro-Francia (Shapiro y
Francia, 1972). Se uso el programa Infostat
2019.
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3. Resultados y discusion

Se pudo evidenciar la existencia de
interaccion entre las variables estudiadas,
el factor y las horas segun las pruebas de
hipotesis marginales (P < 0.05). Asi mismo,
se evidencio la liberacion de cigotosporas en
todos los tratamientos evaluados y en todos
los tiempos de evaluacion de la solucion
de cigotosporas (3, 6, 9 y 12 horas desde
la inoculacion de las areas reproductivas
en los matraces) (Tabla 2). Sin embargo, la
mayor cantidad de cigotosporas liberadas se
obtiene entre las 9 y 12 horas en todos los
tratamientos (Tabla 1, Figura 4).

La cantidad de cigotosporas en los
tratamientos que presentaron variacion de
Temperatura (T2E1P1, T2E2P1, T2E2PI
y T2E2P2) fueron significativamente
mayores que los tratamientos sin variacion
de temperatura (TIE1P1, TIE2P1, T1E2PI
y T1E2P2) (P < 0.05). En los tratamientos
con variacion de temperatura, la mayor
cantidad de cigotosporas se obtuvo en
el tratamiento T2E1P1 (T2 = 10°C, El=
oscuridad y P1= oscuridad) con wvalores
promedio de 134,80 £ 4,57 y 151,45 + 4,57
millones de cigotosporas a las 9 y 12 horas
respectivamente, seguido del tratamiento
T2E1P2 (T2= 10°C, El= oscuridad y P2=
con luz) con valores promedio de 55,08 +
4,57y 92,9 £4,57 millones de cigotosporas a
las 9 y 12 horas respectivamente.

Asi mismo, en los tratamientos sin
variacion de temperatura, la mayor cantidad
de cigotosporas se obtuvo en los tratamientos
con el matraz cubierto (P1) a las 9 y 12
horas donde T1E2P1 (T1= 18°C, E2=luz y
P1= oscuridad) present6 el valor promedio
mas alto con 24,1 + 4,57 y 26 £ 4,57
millones de cigotosporas a las 9 y 12 horas
respectivamente, seguido del tratamiento
T1E1P1 (T1= 18°C, El= oscuridad y P1=
oscuridad) con valores promedio de 20,38 +
4,57 y 19,62 = 4,57 millones de cigotosporas
alas 9y 12 horas respectivamente (P < 0,05)
(Tabla 1, Figura 5).
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Figura 3. Flujo de etapas para determinar los factores que inducen una mayor liberacion de
cigotosporas de Porphyra spp.

Figura 4. Preparacion de la solucion de
cigotosporas bajo dos condiciones de luz.

Diversos trabajos relacionados con la
induccion a la esporulacion de las algas
sefialan que la luz juega un rol importante
en este proceso (Romo y Paula, 1995;
Oliveira et al., 1995; West y McBride, 1999;
Macaya, 2001; Agrawal, 2012; Redmond
et al., 2014; Castafieda ef al. 2018). Por su
parte, Santelices (1990) menciona que la
liberacion de propagulos se ve favorecida
por condiciones de oscuridad y/o poca
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iluminacion. Asi mismo, Friedlander y
Dawes (1984) identificaron una mayor
liberacién de carpdsporas en Gracilaria
foliifera en condiciones de oscuridad. Por
otro lado, Umamaheswara y Subbarangaiah
(1981) identificaron una disminuciéon en
la liberacion de tetrasporas de Gracilaria
corticata 'y G. textorii con un aumento
de la irradiancia. Por su parte, Mumford
y Waaland (1980) determinaron que la
esporulacién de las especies Iridaea cordata
y Gigartina exasperta era inducida por la luz
después de algunos periodos de oscuridad.
Resultados similares han sido descritos para
Sarcothalia crispata (Avila et al. 1994),
Nytophyllum punctatum (West y Mc Bride,
1999), Gracilaria verrucosa (Kim et al.,
2001), Chondracanthus chamissoi (Arbaiza,
2016) y Porphyra columbina (Etcheverry y
Collantes, 1977; Seguel y Santelices, 1988;
Romo y Paula, 1995). Avila et al. (1986)
observaron que la liberacion de conchosporas
en Porphyra columbina se induce por una
disminucion de la temperatura de 15 a 10 °C.
Esto concuerda con lo reportado por otros
autores para otras especies de Porphyra spp.
(Iwasaki y Sasaki, 1971; Waaland y Dickson,
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1983; Romo y Paula, 1995; Pacheco-Ruiz et
al. 2005; Redmond et al., 2014). Asi mismo,
Pacheco-Ruiz et al. (2005) evidenciaron
que las bajas temperaturas, como se observa
en los eventos de surgencia, inducen la
liberacion de cigotosporas de Porphyra
perforata en los meses de verano, lo cual
corrobora a lo encontrado, mayor cantidad
de cigotosporas obtenidas en el tratamiento
que combina el estrés por variacion de
temperatura (T2= 10°C) y oscuridad (El y
P1)

Por otro lado, algunos autores sefialan que
los periodos de induccion a la esporulacion
deben de ser reducidos (Avila et al., 1994,
Romo y Paula, 1995; Macaya, 2001). Sin
embargo, en la presente investigacion se
observo liberacion de cigotosporas de
Porphyra spp. a partir de las 3 horas de
inoculado el material reproductivo pero con
una mayor cantidad a las 9 y 12 horas. Esto
puede deberse a la naturaleza del proceso
de liberacién de esporas en ciertas algas el
cual ocurre en pulsos que pueden demorar
horas, dias y que dependen muchas veces

de las condiciones del entorno como el
movimiento adecuado del agua (Amsler y
Neushul, 1989; Reed et al., 2006; Hurd et
al., 2014). La fase foliar de Porphyra spp.
tiene una alta capacidad para desarrollarse en
los niveles mas altos de la zona intermareal
gracias a su habilidad para resistir
prolongados periodos de emersion debido a
su alta resistencia al estrés por desecacion,
radiacion solar y amplias variaciones de
salinidad (Romo y Paula, 1995; Luo ef al.,
2014). Por lo tanto es de esperarse que la
liberacidon de cigotosporas ocurra en pulsos,
solo en los momentos que los individuos
se encuentran inmersos en el agua de mar
debido a la subida de las mareas. Por otro
lado, se ha observado que a una mayor
duracion en el tiempos de induccién a la
esporulacion en los matraces (16, 18 y/o 24
horas) se reduce la cantidad de cigotosporas
suspendidas en la solucion; observandose en
muchos casos, asentamiento de cigotosporas
sobre toda la superficie del matraz (aunque
particularmente en el fondo).

Millones de dgotosporas
f==]
a

s

Horaz

TRATAMIENTOS
TIE1P1
TIETF2

Figura 5. Cantidad de cigotosporas liberadas segin Factor y tiempo de elaboracion de la
solucion.
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Tabla 1. Medias ajustadas y errores

estandares para HORAS*TRATAMIENTO,

Prueba LSD de Fisher. Medias con una

letra en comun no son significativamente
diferentes (P < 0,05)

Horas Medias + E.E.
3 11,62 + 4,57VKLMNO
6 15,75 £ 4,570k

Tratamiento

TIEIPI 9 19,62 + 4,57

12 20,38 +4,57%W

3 0,05 +4,57°

6 2,92 + 4, 57MNO
TIELP2 9 3,82 =+ 4,57KMNO

12 2,32 + 4,570

3 13,73 + 4,57HUKLM

6 15,75 + 4,57H0KL
TIE2PI 9 24,1 + 4,576

12 26 + 4,576

3 0,23 +£4,57°

6 0,62 &+ 4,57N°
TIE2P2 9 1,75 + 4,57MN0

12 1,7+£4,57W0

3 16,93 + 4,574

6 56,63 +£4,57°
T2EIPI 9 134,8 £ 4,578

12 151,45+4,57A

3 15,88 & 4,57HIKL

6 35,68 & 4,57FG
T2E1P2 9 55,08 + 4,57P

12 92,9+457°

3 10,18 + 4,57'KLMNO

6 38,38 £4,575F
T2E2P1 9 48,35 £ 4,57PE

12 52,18 £4,57°

3 3,22 £ 4,57-MNO

6 13,15 + 4,57VKLMN
Takapz 9 142+4,57mKiM

12 16,08 & 4,57H0K

Los resultados evidenciados en la
presente  investigacion demuestran la

importancia de la temperatura y la luz en
el proceso de liberacion de cigotosporas
de Porphyra spp. coincidiendo con otras
experiencias alrededor del mundo. Esta
investigacion brinda el primer paso para
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iniciar procedimientos de cultivo de la
fase conchocelis de Porphyra spp. con
altas densidades. Se debe hacer notar
que la obtencion de una buena densidad
de cigotosporas se traduce en mayores
densidades de la fase conchocelis, y
por ende, se incrementa la posibilidad
de formar estructuras reproductivas
(conchosporangios), las cuales liberaran
conchosporas que finalmente germinaran en
la fase foliar comercial.

4. Conclusiones

Las condiciones Optimas para obtener
una mayor liberacion de cigotosporas
de Porphyra spp. es inducir los talos
reproductivos mediante un estrés en
oscuridad (sin luz) y una variacién de
la temperatura a 10°C. Asi mismo, este
proceso ocurre en pulsos, siendo la duracion
de 12 horas el mejor tiempo para inducir la
liberacion de cigotosporas en los matraces.
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