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I. INTRODUCCION

Las algas incluyen una gran variedad de orga-
nismos que ocupan los mas diversos habitats, marino
(algas marinas) o terrestre (algas de agua dulce). Pue-
den ser unicelulares (microalgas) o pluricelulares (ma-
croalgas) de las formas mas variadas, desde coloniales
hasta 1la formacién de un talo como modelo de organiza-
cién mas complejo [ 19, 76].

Denominaremos macroalgas marinas a las algas
pluricelulares de habitat marino. Evolutivamente son
plantas primitivas y posiblemente algunas de ellas die-
ron lugar a las plantas terrestres actuales [19]. La
lejania evolutiva que presentan generan unas caracteris-
ticas fisiolégicas propias, diferentes a las de las
plantas superiores [118].

Las macroalgas marinas acumulan en las paredes
celulares y espacios iﬁtercelulares determinados com-
puestos, como el agar-agar Yy carrageno en algas rojas y
los alginatoélen pardas, cuyas propiedades fisicas los
hacen insustituibles en su aplicacién industrial (131],
siendo productos de importancia estratégica para cual-
quier economia. La extraccién y comercializacioén de
'tales compuestos a partir de poblaciones naturales de

algas constituye un mercado que mueve miles de millones
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de ddlares anuales [189]

El wvalor nutritivo de las algas [5] hace que sean
un componente basico de 'la dieta humana en Oriente [29,
146]. Mas generalizado ha sido el uso de las algas como
pienso [29].

El metabolismo secundario de las macroalgas genera
compuestos de caracteristicas quimicas y propiedades
bioactivas tunicas en el Reino Vegetal (58], que repre-
sentan una fuente de éompuestos con actividad farmacold-
gica, con efectos antibacteriano, antifingico, antiviri-
co Yy antineoplésico'[s, 177].

| La infrautilizacién de las zonas oceadnicas del
planeta, donde se pierde gran parte de la energia solar
que 1llega a la Tierra, hace factible la elaboracion de
proyectos para la construccién de "granjas" oceanicas en
las que cultivar gran cantidad de biomasa algal, trans-
formable en energia por fermentécién (88, 175, 200].
Lo expuesto sobre las caracteristicas y utili-

dades actuales o potenciales de las macroalgas marinas,
justifica los esfuerzos que actualmente se realizan para
aumentar el conocimiento de la biologia de estos vege-
tales. Los intereses econdmicos y la necesidad de buscar
sistemas de produccidén alternativos han potenciado el
desarrollo de diversos campos de la Ficologia (nutri-

cién, genética, bioquimica) que estén permitiendo susti-

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



tuir 1la actividad recolectora en poblaciones naturales
por el cultivo. La obtencidn y el cultivo de clones
algales selectos que produzcan mayores Yy mejores canti-
dades de compuestos organicos de interés, posibilitaria
el desarrollo de una industria basada en la extraccién
de productos macroalgales, independientemente de la
existencia de grandes poblaciones naturales [47, 87].

La existencia de variabilidad genética es un
factor primordial en un programa de selecciodn genética.
En este sentido, las macroalgas presentan una gran
capacidad de adaptacién a las fluctuaciones de diferen-
tes factores ambientales como 1luz, temperatura y sali-
nidad [90]. Se han detectado mutantes cuya manifestacién
fenotipica afecta a la pigmentacién, alteraciones mor-
foldgicas y caractéristicas sexuales [191].

A 1la variabilidad genética del material contri-
buyen, o pueden contribuir, peculiaridades de estos
vegetales, como su reproduccion. Poseen ciclos de vida
donde se suceden o autopropagan diferentes fases morfo-
légicamente y/o genéticamente distintas [103]. La pre-
sencia de una fase haploide en el ciclo de vida de
algunas macroalgas, posibilita la deteccién de genes
mutados.

En este marco es evidente la necesidad de am-
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pliar el conocimiento de las macroalgas en todos los
niveles de organizacion. Desde el punto de vista de la
mejora vegetal, son también importantes las caracteris-
ticas genéticas celulares. |

A nivel celular se han descrito procesos de ploi-
dizacién [141] o recombinacién somdtica, de efectos
fenotipicos perceptibles [190]. Estas caracteristicas
genéticas convierten a las macroalgas marinas en un
material adecuado para la seleccién genética a nivel
celular. Para ello, la Ficologia necesita del desarrollo
de técnicas que posibiliten el trabajo con macralgas
marinas a nivel celular, que supongan abrir una puerta a
canpos actuélmente vedados, como la biologia celular y
molecular. Es preciso mantener células creciendo en un
ambiente controlado, con el que poder comprender y re-
gular su desarrollo. El mantenimiento de cultivos ce-
julares con alta tasa de multiplicacién celular permi-
tiria la seleccidén genética al poder ejercer presion
selectiva sobre un material bioldégico que se reproduce
rapidamente. Los clones seleccionados podrian ser propa-
gados vegetativamente hasta generar plantas de caracte-
risticas genéticas iguales a las seleccionadas a nivel
celular. Las técnicas del cultivo de tejidos vegetales,
por sus caracteristicas, podrian constituirse en la

"herramienta" de trabajo de la biologia celular de las
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macroalgas marinas.

I.1. Cultivo de tejidos. Definicién y técnicas basicas

El cultivo de tejidos fue ideado y desarrollado
para las plantas superiores. Aparte de su aplicacion a
la seleccidén y propagacién, ha supuesto el desarrollo de
la biologia celular y molecular de las plantas supe-
riores, contribuyendo notablemente al conocimiento de la
bioquimica, genética, diferenciacién celular, etc. de
tales organismos.

En los ultimos afios, el cultivo de tejidos ha
dejado de ser sélo una materia académico-cientifica
para convertirse en una herramienta de la industria, con
el nacimiento de una nueva concepcién de la utilizacidn
de 1los vegetales y el desarrollo de una tecnologia,
Biotecnologia Vegetal, que utiliza las células vegetales
y las '"pone a trabajar" (produccién de metabolitos,
transformacién de compuestos quimicos etc.) sobre la
base del control que podemos ejercer sobre su crecimien-
to y desarrollo. La contribucién se prevé mayor con la
combinacioén del cultivo de tejidos y otras técnicas como
la ingenieria genética, la inmovilizacidén celular,
etc. [122, 153].

El cultivo de tejidos constituye una técnica, o
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conjunto de‘técnicas, cuya base empirica permite conce-
bir su adaptacién a cualquier grupo de vegetales. Su
aplicacioén a 1las algas pluricelulares marinas puede
contribuir a la soluciodn de los dos problemas basicos de
la Ficologia aplicada: seleccidén genética y propagacién.

El cultivo de tejidos se podria definir como el
crecimiento de cualquier parte de una planta.en condi-
ciones de cultivo controladas. Engloba al conjunto de
técnicas conocidas por cultivo de o6rganos, de tejidos,
de callos, de células y de protoplastos [181].

La mayor parte de las plantas superiores pueden
ser cultivadas por cultivos de tejidos. Sobre una base
metodolégica comin se han ido desarrollando, de forma
empirica, ligeras variaciones para adaptar las técnicas
a los diferentes grupos que constituyen las plantas
superiores. El1 empirismo y la base metodolégica comin
son recogidos en la definicién que del cultivo de teji-
dos hace Steward (1983): " Cultivo de tejidos es el arte
de <crecer, asépticamente y heterotroficamente, partes
aisladas de la planta en un medio apropiado:"

Los métodos para el establecimiento de condiciones

asépticas y el desarrollo de medios de cultivo, con los

componentes organicos e inorganicos necesarios para el
crecimiento de los vegetales, constituyen el eje central

del cultivo de tejidos.
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Los medios de cultivo que se emplean no son
restrictivos para el crecimiento de otros organismos
(bacterias, hongos, etc.). Por ello, es necesario que el
material vegetal, el medio de cultivo, asi como el
ambiente en el que se trabaja mantengan condiciones
estrictas de asepsia. Un cultivo establecido en tales
condiciones se denomina cultivo aséptico (libre de bac-
terias, wvirus vy hongos) o axénico (libre de cualquier
tipo de contaminante).

Para establecer un cultivo de tejidos, 1las por-
ciones aisladas de la planta (explantos) se disponen en
un medio de cultivo (sélido o liquido), cuya composicion
genera un ambiente diferente al que poseia el explanto
en la planta original que, basicamente, da lugar a dos
tipos de patrones de crecimiento: organizado o desorga-
nizado [81].

El patrén de crecimiento organizado es la base de
la aplicacién del cultivo de tejidos a 1la propagaciodn
vegetal. Cultivando partes de la planta donde se locali-

zan meristemos (meristemos radiculares, puntas de yemas

o las propias yemas), se puede consequir, en poco tiem-

po, una gran cantidad de plantas de caracteristicas
genéticas iguales a las de la planta madre.

El cultivo de tejidos siguiendo un patrén de
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crecimiento organizado representa una via alternativa de
propagacion para plantas que no responden a otros méto-
dos (propagacién por semillas, esquejes etc.,) y permite
la clonacién de plantas seleccionadas. Los tejidos me-
ristematicos empleados se caracterizan, ademas, por la
ausencia, o disminucién, de contaminantes de naturaleza
endéfita (virus, micoplasmas, bacterias), dificiles de
eliminar con la utilizacidén de métodos comunes de com-
bate de plagas. La propagacién de meristemos por cultivo
de tejidos siguiendo un patrén de crecimiento organizado
contribuye. al saneamiento vegetal, con el consiguiente
beneficio péra la produccién de las cosechas [89].

El patrén de crecimiento desorganizado (callo)
es establecido a partir del explanto que, al ser culti-
vado en condiciones adecuadas, gdenera una masa celular,
cuyas células han perdido las propiedades esenciales
(inhibicién del crecimiento por contacto o estimulaciodn
quimica) que mantienen y regulan la organizacidén de las
mismas en los tejidos. Las células del callo poseen
caracteristicas fisiolégicas, morfoldégicas y, en algunos
casos, genéticas diferentes a la planta original. No son
células indiferenciadas [139], lo que diferencia al
callo de tejidos de 1a planta con caracteristicas ce-
lulares similares (ej. meristemos). Las células del

callo conservan la capacidad regenerativa para orga-
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nizarse en estructuras propias de la planta (organogéne-
sis), incluyendo 1la capacidad de generar estructuras
embrionarias (embriogénesis) [61, 81, 179].

El crecimiento celular desorganizado no es ex-
clusivo de la aplicacién del cultivo de tejidos. Segun
Yeoman & Forche (1980), no existe diferencia entre un
callo formado en cultivo y el que se puede encontrar en
la naturaleza y que es producto de una herida ocasionada
en la planta. La unica diferencia se establece a nivel
del futuro desarrollo de tales callos que es controlado,
en cultivo de tejidos por las condiciones especiales ya
aludidas, mientras que en la planta, el desarrollo del
callo es controlado por la misma, gque inmediatamente
reestablece las condiciones normales abortando el creci-
miento andmalo.

En cultivo de tejidos, dependieﬁdo de las condi-
ciones en 1las que hagamos crecer el callo, podemos
mantener el crecimiento permanentemente desorganizado de
las células o, induciendo organogénesis , obtener una
planta completa. También , si la'estructura del callo
permite que sea disgregado (callo friable), podemos
estableéer un cultivo en medio liquido, donde las cé-
lulas, antes agrupadas, crecen ahora por separado o en

pequefos agregados celulares (cultivo de células en
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suspensioén).

El cultivo de células en suspensién puede ser
obtenido directamente a partir de la planta madre por
digestioén enzimatica del tejido vegetal intercelular. Si
la digestién se prolonga lo suficiente se pueden obtener
protoplastos o células cuyo contenido intracelular queda
aislado del exterior sélo por la membrana plasmatica, al
haber sido digerida por los enzimas la pared celular
[17, 51].

El cultivo de células libres y de protoplastos
constituyen técnicas basicas del cultivo de tejidos
[51]. Su campo de aplicacién mas importante es la mejora
genética vegetal, mediante 1la seleccién de aquellas
células que expresen caracteristicas genéticas adecuadas
y que se han mantenido silentes en la estructura del
vegetal o hayan sido inducidas por mutagénesis quimica
[62]. La transfomacién por ingenieria genética de 1los
protoplastos constituye el campo que mas expectativa
despierta en la seleccidén genética por cultivb de teji-
dos. Estas técnicas se anaden a la potencialidad de la
apliacién del cultivo de tejidos a la mejora vegetal por
variacién somaclonal o mutacién celular, no explicable
en base a las tasas de mutacidén espontanea, que surge en
cultivo de callos , células y protoplastos. La variacién

somaclonal esta basada en cambios en la estructura y

10
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nimero cromosémico de las células del cultivo, en 1la
recombinacién somatica y en cambios epigenéticos [97,
173].

Volviendo a la definicién de Steward, las condi-
ciones o "medio apropiado" que generan los patrones de
crecimiento anteriormente sefalados, dependen de milti-
ples factores, desde los intrinsecos a cada planta a las
condiciones de 1luz, temperatura, humedad, etc. en las
gue se realice el cultivo. Sin embargo, 1la condicién
heterotréfica de las células en cultivo hace que sean,
fundanentalmente, 1los éomponentes del medio de cultivo
los que controlen el desarrollo del tejido [81]. Sobre
ltodo las sustancias o factores reguladores del creci-
miento vegetal. E1 descubrimiento de las sustancias
reguladoras del crecimiento vegetal y su adicién al
medio de cultivo representaron el impulso necesario para
el desarrollo de 1las técnicas de cultivo de tejidos
[181].

Actualmente se afiaden a los medios de cultivo
reguladores de crecimiento pertenecientes a las clases
denominadas auxinas (&cido indolacético, "dacido 2-4di-
clofenoxacético, 4acido naftalenacético, acido indol-
butirico), citoquininas (furfurilaminopurina, Zeatina,

benciladenina), y en menor proporcidén giberelinas (&cido

11
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giberélico). Para cada especie vegetal es necesario
ajustar empiricamente las concentraciones y combina-
ciones de reguladores para obtener un patrén de desarro-
llo determinado. No obstante, los distintos tipos de
reguladores poseen efectos generales que permiten pre-
decir cual sera la evolucién del cultivo. Asi, en las
combinaciones auxina-citoquinina una mayor concentracidén
de la primera promueve el crecimiento desorganizado,
mientras que un balance de concentraciones favorable a

la segunda desencadena el proceso organogenético ([81].

I.2. Antecedentes del cultivo de tejidos de macroalgas

marinas

Si nos cefiimos al significado estricto del término
cultivo de tejidos, tales técnicas habrian sido aplica-
das a las algas (en general) desde 1957 con el aisla-

miento de protoplastos de Nitella [95] y Uronema gigas

[79], refiriéndonos a las algas eucariotas, siendo ante-
rior 1la obtencién de protoplastos de élgas procariotas
[1].

La comprension del estado actual del cultivo de
tejidos de macroalgas marinas pasa por revisar 1los
antecedentes bibiiogréficos abarcando otros aspectos mas
generales del cultivo de macroalgas en el laboratorio,

aclarando el que la aplicacidén del cultivo de tejidos a

12
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las algas debe entenderse como restringido a las
macroalgas marinas.
Gibor (1980) considera el afno 1978 como el del

. inicio de 1los intentos de aplicacion del cultivo de

tejidos a las macroalgas, con la propagacién de Chondrus

crispus [32] en condiciones que se asemejan a las em-
pleadas en el cultivo de tejidos de vegetales supe-
riores. Esta matizacidén es importante por cuanto son
s6lo 1los métodos de cultivo (definicidon de explantos,
adicién de agar al medio, 1liberacién enzimatica de cé-
lulas etc.) los que diferencian la propagacidén vegetati-
va en laboratorio de macroalgas por cultivo de tejidos,
de 1la propagacién por otros métodos convencionales am-
pliamente conocidos [80, 178). Maxime, cuando los re-

sultados obtenidos en Chondrus crispus no reflejan dife-

rencias entre unos métédos y otros. De hecho, el cultivo
de tejidos de macroalgas sienta su base metodoldgica en
el cultivo de tejidos de plantas superiores, pero tam-
bién en los métodos convencionales de cultivo de algas
en el 1laboratorio, de donde se toman ideas para el
establecimiento de cultivos axénicos, o se adapta la
formulacidén de los medios de cultivo.

En los ultimos anos se han ido acumulando resulta-
dos en la aplicacidén del cultivo de tejidos a diferentes

\

13
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especies algales. Tales resultados han sido recopilados
en diferentes revisiones del tema [150, 152, 165].

Los trabajos se centran en algas pluricelulares
marinas de 1las divisiones Chlorophyta, Rhodophyta Yy
Phaeophyta, fundamentalmente en especies de interés

comercial (Gelidium, Porphyra, Laminaria) de estos dos

ultimos grupos.

Los primeros intentos de propagacién por cultivo
de tejidos con la induccién de callo, han dado paso a
trabajos orientados a la obtencién y regeneracién de
protoplastos, cuyo objetivo final seria la transforma-
cién genética de los mismos. En cierta medida, es de-
ducible un cambio en la orientacién de la aplicacién del
cultivo de tejidos hacia la mejora éenética de
macroalgas. La induccién y mantenimiento de callos po-
drian contribuir a los métodos de propagacién vegetati-
va, constituyéndose en el "semillero" de los cultivos a
gran escala [152].

Segun Polne-Fuller & Gibor (1987) los problemas
fundamentales del cultivo de tejidos de macroalgas son:
a) el establecimiento de cultivos axénicos; b) la diges-
tién del tejido en la obtencion de protoplastos c) 1la
induccién de la regeneracién y la divisioén de 1las cé-
lulas y protoplastos aislados. Estos problemas sientan

su base en las caracteristicas diferenciales (morfolégi-
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cas, fisioldgicas, etc.) entre 1las macroalgas y las
plantas superiores que impiden la generalizacidén de 1la
metodologia ya desarrollada. Como ejemplo, los métodos
comunes de digestién enzimatica utilizados enA plantas
superiores no dan resultados positivos en algas rojas Yy
pardas, debido a la presencia en‘las mismas de polisaca-
ridos (agar, alginatos) que no son digeribles sino por
mezclas enzimaticas complejas de enzimas purificadas o
en forma de extracto crudo de tejidos de herviboros
marinos. Incluso, hay quien duda de que los protoplastos
aislados de diferentes especies algales, realmente no
posean 1la capa mucilaginosa de la pared celular [34].
La revisién de los términos habitualmente uti-
lizados para la notacién de las respuestas de las algas
en cultivo de tejidos, asi como los métodos usados para
la obtencidn de los resultados descritos, plantea otros
problemas del cultivo de tejidos de macroalgas a anhadir

a los considerados por Polne-Fuller & Gibor (1987).

I.2.1.Problemas de terminologia del cultivo de tejidos

de macroalgas marinas

Aparte de la duda que genera el trabajo de Chen
(1986) acerca de la calificacidén como protoplastos de las
células libres aisladas de diferentes algas, gque como el

mismo autor reconoce se puede resolver con la comproba-
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cién de 1la ausencia de mucilago por microscopia elec-
trénica, no existe otro término en la bibliografia con-
sultada tan controvertido como el de "callo".

Ningin trabajo de los revisados presenta un
estudio histolégico detallado de la estructura que des-
criben como callo. La notacién "callo" es utilizada, en
la mayor parte de los casos, para describir la observa-
cién macroscopica de una alteracién morfoldgica del
patrén de crecimiento normal del talo. Por ello, en
multitud de ocasiones [3, 33, 35, 71, 149, 151)], junto
al uso estricto de la notacién callo, tal estructura es
denominada como "semejante a callo", en una traduccién
literal del término anglosajén "Callus-like" . La forma
de esta estructura es variable entre 1las diferentes
algas. Un callo o "estructura semejante a callo" puede

ser filamentoso, como el de Agardhiella subulata [22] o

Egregia menziesii [152] o consistir en masas celulares

compactas o friables que surgen en la superficie del

explanto, como el de Chondrus crispus [33]. También

puede ser todo el explanto sembrado el que se convierta
en masa celular amorfa, como lo hicieron las células

libres de Porphyra perforata [149] o los explantos de

la zona meristemdtica de la lamina de especies de Lami-

naria [71].
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_La cuestion que surge es: ¢Es una estructura des-
crita como "semejante a callo" un auténtico callo?, que
da paso a otra mas general : ¢Qué es un callo en cultivo
de tejidos de macroalgas?.

Desde el punto de vista estricto del cultivo de
tejidos, un callo debe tener las caracteristicas de
desorganizacién celular y capacidad regenerativa ya
descritas. En el caso de las algés pluricelulares, donde
la estructura que conforma el talo puede reducirse a
la unién de filamentos multicelulares de capacidad limi-
tada o ilimitada de crecimiento [76], quiza (¢?) sea el
crecimiento filamentoso el que corresponda al mas alto
grado de desorganizacioén de un talo. De esta forma, sdélo
los tipos de crecimiento desorganizado en forma filamen-
tosa serian auténticos callos. De ser asi, no haria
-falta el cultivo de tejidos para la obtencidén de callos,
ya dque se ha descrito creéimiento filamentoso de 1las
algas siguiendo métodos convencionales de cultivo en
laboratorio [147, 158, 180]. Incluso, no haria falta el
cultivo, ya que existen algas cuyo aspecto natural es

filamentoso desorganizado, como Lithosiphon pusillus

{147], por dar un ejemplo.
El tema es complicado, y se vuelve aun mds cuando
se tiene en cuenta que las algas pueden regenerar, tal y

como se ha descrito, previa formacidén de callo después
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de una herida o corte en el talo ([45, 56, 76]. Este
callo no tiene estructura filamentosa, sino que consti-
tuye una desorganiéacién celular en la zona de corte
[56]. Como hemos indicado, Yeoman & Forche (1980) consi-
deran que un callo formado por efecto herida es 1igual
al formado (o al que debe ser formado) en cultivo de
tejidos.

Por otra parte, hay que destacar la capacidad
natural de desorganizacién de los talos de las algas, no
relacionada con el efecto herida, que es conocida desde
1819 [132]. Tales desorganizaciones o malformaciones han
sido relacionadas con infecciones por bacterias, hongos,
algas, copépodos, nematodos o contaminacién quimica
marina [186]. Esvposible que algunas de las estructuras
descritas como callo no sean mds que un producto de 1la
infeccién por algun tipo de contaminante no detectable,
por su naturaleza enddéfita, con los métodos de comproba-
cion de la asepsia que se emplean en cultivo de tejidos.

En posteriores alusiones a los resultados descri-
tos en la bibliografia consultada, haremos referencia
como callo a las estructuras descritas como callo o
"callus-like". Desde nuestro punto de vista, no existe,
a priori, base alguna para desechar la posibilidad de

gue uno u otro tipo de estructuras constituyan auténti-
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cos callos. Aungque consideramos que es conveniente 1la
definicién estricta del término callo en macroalgas,
para evitar la confusion que el término "callus-like"
continua generando [152].

El conocimiento de las caracteristicas macro y
microscépicas de la regeneracidén en cultivo, asi como la
determinacién de algunos de los parametros que la con-
trolan, Apueden ser la clave para la definicidén del

término callo en el cultivo de tejidos de macroalgas .

I.2.2. Problemas metodolégicos del cultivo de tejidos de

macroalgas marinas

La descripcién de antecedentes del cultivo de
tejidos de macroalgas marinas cefida a los resultados
obtenidos por diferentes autores, no refleja el estado
actual de desarrollo del cultivo de tejidos. Las dife-
rentes especies algaies utilizadas (su variacién morfo-
légica, celular) genefan diferencias en los métodos a
aplicar para el establecimiento de un cultivo celular.
Las diferencias en 1los métodos empleados impiden 1la
generalizacién de resultados. No sélo se trata de cono-
cer dqué resultados se obtuvieron, sino en qué condi-

ciones se produjeron.

Medio de cultivo

En el cultivo de tejidos de macroalgas marinas se
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utilizan dos tipos de medios, los artificiales o defini-
dos en los que se formula integramente el agua de mar, y
los basados en agua de mar enriquecida con elementos
inorganicos y compuestos organicos.

No se puede considerar que los medios utilizados
en cultivo de tejidos hayan sido elaborados de forma
especifica para tal fin, ya que la mayor parte de ellos
constituyen ligeras modificaciones de medios anteriores,
desarrollados inicialﬁente para el cultivo de algas
unicelulares y estados microscoépicas (reproductores) de
las pluricelulares [129, 154].

La primera aplicacioén de estos medios se produjo
en el cultivo de algas pluricelulares en el laboratorio,
sin la wutilizacién de la metodologia del cultivo de
tejist. La investigacién de aspectos como la nutricién,
después del establecimiento de cultivos axénicos o uni-
algales, permitié el desarrollo de medios que tuvieran
en cuenta aspectos como la auxotrofia vitaminica de 1las
algas [65, 66, 68, 69] o la necesidad de determinados
requerimientos minerales como nitrégeno, fésforo, bromo,
yodo etc. [130, 201]. Estudios que han sido paralelos a
los primeros intentos del cultivo de tejidos [72, 73,
123, 137, 198].

El cultivo de tejidos introduce modificaciones
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en los medios de cultivo, como la adicién de agar para
el cultivo de fragmentos de talo, o la adicidén de
determinados compuestos que respondieran al fin que se
persiguia con tales técnicas. Asi, se han anadido fuen-
tes de carbono como sacarosa [33, 134])], glucosa [149],
galactosa [33] manitol vy sorbitol [164] y extractos
vegetales [134, 163, 164])]. Se han descrito efectos posi-
tivos sobre la formacién de callo de extractos de leva-
duras o de coco [134], del-manitol (164)] y sobre la
regeneracion de células libres ha tenido efecto positivo

el extracto de Laminaria angustata [163].

A la hora de elegir un medio para el crecimiento
de un alga determinada, el éxito obtenido depende mas de
la suerte que de los conocimientos fisiolégicos que se
posean ([80], entendiéndosé que el medio de cultivo es
mas una "via para el crecimiento" gque un objetivo
[129]. El1 cultivo de tejidos no ha quedado exento de
esta filosofia, con la utilizacion, en la mayor parte de
los casos, de medios basados en el agua de mar que se
presumen mads permisivos al crecimiento de cualquier
alga. Aunque, en realidad, tantq los medios de agua de
mar enriquecida como los definidos son considerados no
especificos para un tipo de alga determinada [156].

En cultivo de tejidos se han detectado diferen-

cias en la capacidad de crecimiento de algas dependiendo
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del tipo de medio utilizado. Se han observado diferen-
cias en 1la induccién y crecimieﬁto de callo [71, 206],
y en la capacidad de regeneracion de ramificaciones
[71, 135). Tales diferencias no dependen de que el medio
sea artificial o de agua de mar enriquecida, habiéndose
observado efectos diferentes entre medios pertenecientes
a la misma clase.

El estado fisico del medio de cultivo, es
decir si ha sido solidificado o se usa 1liquido, parece
tener un efecto notorio sobre los patrones de crecimien-
to de las algas en cultivo de tejidos. Independientemen-
te del tipo de medio, 1las algas muestran una mayor
predisposicién a formar callo en medio sélido que en
medio liquido [71, 149, 151, 164, 167]. La solidifi-
cacién del medio de cultivo se ha realizado con agar, a
concentraciones entre 0,3 y 2%, detectandose incluso
efecto inductor de la formacion de callo a concentra-
ciones entre 1% y 2% [164]. El efecto inductor de 1la
formacién de callo por el agar puede ser reproducido con
otros agentes gelificantes, por lo que no parace proba-
ble que sea algun compuesto quimico derivado del agar el
gue fomente tal tipo de respuesta [152]. No se han
realizado trabajos en 1los que se trate el tema del

efecto del agar sobre la formacién de callo con la
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profundidad gque merece, limitandose 1los autores a la
descripcién de los resultados obtenidos sin adentrarse
en las modificaciones que este ficocoloide introduce en
el medio de cultivo.

La tabla 1I.1 recoge la formulaciéon de algunos
medios de cultivo utilizados para el cultivo de tejidos
de macroalgas marinas. Se describe también la formula-
cién del medio de cultivo MS [138] ampliamente utilizado
en el cultivo de tejidos de plantas superiores y que se
ha empleado en ocasiones para el cultivo de tejidos de
macroalgas, sin resultado satisfactorio [71]), o con
excelentes resultados, después de modificaciones no
descritas y la adicién de una "hormona vegetal sintéti-

ca" (naftenato sédico) [206].

Explantos

En plantas superiores 1la homogeneidad en los
tipos de tejidos permite la distincién clara de lé
procedencia de un explanto tan sélo definiendo el nombre
del tejido de donde fué extraido [139, 202). En las
algas, las diferencias estructurales entre los distintos
grupos impide una generalizacion de ese tipo. Sélo en
los casos de algas de organizacioén compleja, con es-
tructuras de fijacién de los talos al sustrato, estipe y

ramificaciones o lamina, se recurre a la denominacidn
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del explanto por su procedencia dentro de tales partes
del talo (Tabla.I.2). El explanto utilizado puede haber
sido todo el alga, si ésta o una de las fases morfoldgi-
cas del cicld posee estructura simple. Tal fue el caso

del microtalo de Dictyosiphon foeniculaceus [164].

Aparte de la organizacién del alga, que condi-
ciona la procedencia del explanto, son también factores
importantes a la hora de definirlo de forma precisa, la
fase genética del ciclo (ploidia) del que se extrajo, su
forma y tamafio. Son muy pocos los trabajos que definen
de esta forma los explantos, limitandose, cuando lo dan
a la definicién de algunos de ellos (Tabla I.2).

También condiciona el tipo de explanto utilizado el
objetivo del trabajo, si la induccidn de callo o la
obtencién de protoplastos o células libres. En algunos
casos se han usado los callos previamente inducidos,
para el establecimiento de cultivos de células 1libres
(33, 117].

El explanto sembrado puede no coincidir con el
inicialmente aislado de la planta, realizandose la este-
rilizacién en una pieza de mayor tamano, para luego
extraer 1los explantos a sembrar (32, 33, 112].

La utilizacidén de explantos procedentes de dife-
rentes zonas del talo ha permitido detectar diferencias

que afectan a la viabilidad después de la desinfecciodn,
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TABLA I.l. Comparacion de medios de cultivo artificiales y de agua de mar enrigquecida

ARTIFICIALES AGUA DE MAR ENRIQUECIDA
Murashige &  Provasoli-y Provasoli, Provasoll, M cLachlan
Skoog, 1962 col., 1957 1963 1968 1973
MS ASP-6 ASP-12 ESP SWM

MACRONUTRIENTES (mM)
NaNO3 3,53 1,18 8,24E-1 2,00
Na2-Glicerol-fosfato. H20 3,17E-1 3,17E-2 4,63E-2
Fe(NH4)2(S04)2.6H20 ' 8,95E-3
Na2-EDTA.2H20 C 8,87E~3
TRIS 8,25 8,25E-1 5,00
NH4NO3 20,60
KNO3 18,80
CaCl2.2H20 3,00 3,75 10,00
KH2P0O4 1,25 :
MgS04.7H20 1,50 32,50 28,40
Na28iQ3 2,46E-1 5,28E-1 2,00E~1
Fe-EDTA 2,00E-3
Glicilglicina 5,00
NaH2P0O4 : 1,00E-1
NaCl 411,00 479,00
KC1 9,40 9,40
MgCl2 19,70
K3P0O4 4,70E-2
NTA 5,23E-1
MICRONUTRIENTES (mM)
Zing 3,00E-2 7,70E-3 8,00E-4 8,00E-4 3,50E-2
Manganeso 1,00E-1 1,80E-2 7,30E-3 7,30E-3 1,00E-2
Molibdeno ' 1,04E~-3 5,20E-3 5,20E-3 5,00E-3
Cobalto 1,10E-4 1,70E~-4 1,70E-4 1,70E-4 3,00E-4
Cobre 1,00E-4 3,20E~4 3,00E-3
Hierro 1,00E=-1 3,58E-2 1,80E-3 1,80E-3 2,00E-3
Na -EDTA 1,00E~-1 1, 34E-2 1,34E-2 4,80E-2
Boro 1,00E-1 1,85E~1 1,85E-1 1,85E-1 4,00E-1
Yodo 5,00E-3 8,00E-5
Versonal 8,72E-2
Bromo 1,25E-1
Estroncio 2,30E-2
Rubidio 2,30E-2

Litio 2,88E-2
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TABLA I.l. Continuacion.

ARTIFICIALES

AGUA DE MAR ENRIQUECIDA

Murashige & Provasoli y Provasoli, Provasoli, M cLachlan
Skoog, 1962 col., 1957 1963 1968 1973
MS ASP-6 ASP-12 ESP SWM

VITAMINAS (mg)
Tlamina-HCl 1,00E-1 2,00 1,00E-1 1,00E-1 5,00E-1
Piridoxina-HC1l 5,00E-1 4,00E-1
Biotina 5,00E-3 1,00E~3 1,00E-3 1,00E-3
B1l2 5,00E-4 2,00E-4 2,00E-3 1,00E-3
Acido nicotinico 5,00E-1 1,00 s © 1,00E-4
Pantotenato-Ca 1,00 1,00E-4
Acido folico 2,50E-2 2,00E-3
Timina 8,00 3,00
Mioinositol 100,00 10,00 5,00
Acido p-aminobenzoico 1,00E~2 1,00E-1
Piridoxamina.2HCl 2,00E-1
Putrescina.2HCl 4,00E-1
Riboflavina 5,00E-2
Colina 5,00
Acido orotico 2,600
Acido folinico 2,00
OTROS ADITAMENTOS
Extracto de suelo (ml) 50
Extracto de higado (mg) 10
AGUA DESTILADA 1000ml 1000ml 1000ml
AGUA DE MAR 1000ml 1000ml
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capacidad de regeneracién, asi como, diferencias en la
digestibilidad enzimatica para la obtencién de células
libres y protoplastos. Tales diferencias estédn basadas
en el tamafio del explanto o en la madurez (vejez) del
mismo [32, 33, 34, 36, 60, 71, 135, 149, 206]s, 1980].
Las células aisladas de diferentes zonas del talo de
Porphy-ra perforata, regeneraron diferentes tipos de es-
tructuras dependiendo de la morfologia celular y su

localizacién en la lamina [149].

Métodos de establecimiento de cultivos axénicos

Los primeros trabajos de establecimiento de
cultivos axénicos datan de los afos 1958-59, por lo que
no se puede considerar que la idea y, en cierta medida,
los métodos fueran desarrollados especificamente para el
estableciento de cultivos celulares . En 1958 Provasoli

establecié cultivos axénicos de Ulva y Enteromorpha, con

la desinfeccién de los talos con antibiéticos [155]. En

1959 Fries establecid el cultivo axénico de Gonotrichum

elegans que fué utilizado en estudios de nutricidén [65].

En 1963, Fries realizé un estudio sobre los méto-
dos de obtencidén de cultivos axénicos de diferentes
algas, comprobando 1la necesidad de la aplicacioén de
diferente metodologia dependiendo del tipo de alga,

fundamentalmente de su complejidad estructural. Fries
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observé como para algas de estructura multicelular sim-

ple como Gonotrichum elegans, Yy Asterocystis ramosa,

entre otras, se obtienen cultivos axénicos con una
incubacién entre 2 y 10 dias en soluciones de antibid-
ticos como penicilina o estreptomicina, mientras que

para otras mdas complejas como Nemalion multidilfilum

necesita de un agente como el Jodopax (preparado de
yodo), con el que obtuvo un cultivo aparentemente axéni-
co en el que aparecieron posteriormente contaminantes
endofitos.

Para el cultivo de tejidos de macroalgas, sobre
la base experimental previa, se han desarrollodo proce-
dimientos de desinfeccién que se caracterizan por ser
protocolos complejos en los que no se distingue un
agente biocida principal. La estrategia general es la de
utilizar varios agentes que van eliminando proéresiva-
mente todos 1los organismos asociados al talo de 1las
algas (animales carentes de pared celular, otras algas,
hongos y bacterias).

De forma general, 1los organismos carentes de
pared son eliminados con un shock osmético, como el
lavado de las algas o explantos en agua destilada, al
que siguen procedimientos que liberan al alga de los

epifitos bacterianos y algales asociados al talo, como
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limpieza manual o sonicacioén [148), o como el arrastre

por una superficie agarizada, ya usado por Fries para la

obtencion de cultivos unialgales de Achroetium y Traie-

lla [67], gque fué incluido en su protocolo de desinfec-

cién por Chen & Taylor (1978).

El material pretratado es sometido a la accidén de

diferentes agentes, de mayor o menor poder biocida de-
pendiendo del tipo de algas. Para las algas rojas, que
no resisten tratamientos duros [67], el compuesto mas
usado es el Betadine [33,: 34, 35, 117, 148, 151) de
caracteristicas quimicas similares al Jodopax. Para las
algas pardas se han usado agentes como hipoclorito [71,
112, 167], alcohol al 70% (71, 206], o yoduro potdsico
[206].

La desinfeccidén concluye con una incubacioén en
mezcla antibiética con estreptomicina, neomicina, clo-
ramfenicol, penicilina etc., a las qué se anhaden anti-
fingicos como la nistatina o panfungol y el dioxido de
germanio que inhibe el crecimiento de diatomeas [114].

El rango de concentraciones y tipos de antibioti-
cos utilizados varian en funcioén de la especie y autor.
En algunos casos se han realizado ensayos previos de las
concentraciones y tipos de antibiéficos 6ptimos para
cada especie [23, 140, 166] habiéndose realizado, en

algunos casos, la prueba de las concentraciones y tipos
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de antibiéticos 6ptimos para la desinfeccién, sin danar
el alga [140].

La aparicién de contaminantes endéfitos sigue
siendo un problema en el el cultivo de tejidos de las
macroalgas [152]). Los métodos de desinfeccidn superfi-
cial no afectan a los contaminantes endéfitos que son
frecuentes en los talos de las algas [50, 76, 124, 170].
Tales organismos pueden ser detectados después de la
desinfeccién sélo si emergen de los talos cuando los
explantos se encuentran sembrados en medios de cultivo

para la comprobacién de la esterilidad (medios de culti-

vo normales o agua de mar con fuentes de carbono Yy

enriquecimiento nutritivo que permita el crecimiento de
bacterias, hongos y otras algas). De no ser asi, puede
ocurrir que se produzca la aparicién de contaminantes un
tiempo después del establecimiento ael cultivo y de
haberlo considerado como axénico [67, 112].

Los métodos utilizados en la obtencidén de
cultivos axénicos no siempre se han descrito con sufi-
ciente claridad, gquedando la duda de si realmente los
resultados obtenidos lo han sido en condiciones axénicaé
(3, 24, 36, 55, 134, 169, 203].

Las condiciones no axénicas no han impedido

el crecimiento del alga en cultivo [117] e incluso 1la
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TABLA I.2. Tipos y caracteristicas de los explantos utilizados en el cultivo de tejidos de macroalgas marinas

de las divisiones Rhodophyta y Phaeophyta

Procedencia Fase del N Resultado
en el talo ciclo Tamano(cm) Forma obtenido Autores
RHODOPHYTA . 0,04 ancho )
Agardhiella subulata lamina ? 0,14 diam. disco callo Bradley & Cheney, 1986
Chondrus crispus rama apical gametofito 3,00 long. ? propagacién Chen & Taylor, 1978
fragmento no :
ramificado ? 1,00 long. cilindro callo Chen, 1982
Porphyra yezoensis "fragmentos
- del talo" gametofito ? ? protoplastos Saga & Sakai, 1984
Porphyra perforata lamina ? 0,3 diam. disco protoplastos Polne & Gibor, 1984
Porphyra miniata lamina no fértil 1,0 (*) ? protoplastos Chen, 1986
Porphyra leucosticta lamina ? 1,0 (*) ? protoplastos Chen, 1987
PHAEOPHYTA
Laminaria digitata meristemo :
lamina esporofito ? ? callo Fries, 1980
Laminaria angustata estipe esporofito 5,00 ? callo Saga & Sakai, 1983
meristemo
lamina esporofito 5,00 ? callo Saga & Sakai, 1983
Laminaria saccharina lamina esporofito ? ? propagacion Brinkhuis y col., 1986
estipe esporofito 2,50 ? callo Lee, 1985
Laminaria japonica lamina esporofito 1,0 (*) ? callo Zuo-Mei, 1984
Sargassum
hetrophyllum fragmentos _ .
Zona fijacion ? 1,5 ? propagacion Mooney & Van Staden,
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TABLA I.2. Continuacion.

Procedencila Fase del Resultado
en el talo ciclo Tamano(cm) Forma obtenido Autores

PHAEOPHYTA -

Sargassum muticum lamina no fertil 5,00 ? protoplastos Fisher & Gibor, 1987
estipe no fértil 5,00 ? protoplastos Fisher & Gibor, 1987

2= No descrito

propagacion= regeneracion sin formacion de callo.

(*)= tamano en mm2.
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formacién de callo [167].

Sustancias reguladoras del crecimiento de las

algas

La existencia en las algas de sustancias regula-
dores del crecimiento , tales como auxinas, citoquini-
nas o giberelinas , que realicen un papel semejante a
los que realizan en las plantas superiores es un tema
controvertido que ha sido objeto de varias revisiones
[z, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 69, 154]}. Los trabajos reali-
zados sobre el tema han seguido dos lineas, la de la
deteccién de sustancias simiiares a las que actuan en
plantas vasculares a partir de extractos algales o 1la
del estudio de los efectos sobre.el crecimiento de algas

de tales sustancias.

Augier (1976a), cree que las sustancias regula-

doras del crecimiento de plantas superiores Jjuegan un
papel en la multiplicacién, elongacién celular, germina-
cién, y morfogénesis de las algas, para lo que se basa
en una extenso numero de referencias gque dan prueba de
su presencia y efectos (7, 8, 9, 10, 11, 12, 13].
Fries (1973), no descarta la posibilidad de que
en las algas existan otras sustancias reguladoras dife-
rentes a las de plantas superiores y Provasoli & Car-

lucci (1974), sobre la base de los trabajos que demues-
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tran 1la necesidad de bacterias o de extractos algales
para un correcto desarrollo morfogenético del alga,
creen que realmente existen reguladores de crecimiento
propios de 1as‘a1gas.

Los trabajos posteriores han seguido 1la misma
ténica, demostrar la presencia y los efectos de sustan-
cias reguladoras del crecimiento de plantas superiores
en macroalgas marinas [21, 91, 101, 102, 136].

Otros trabajos arrojan cierta luz sobre el tema,
aportando datos como para que se llegue en un futuro a
un consenso, entre la linea de pensamiento que aboga por
la existencia de 1las mismas vias de regulacidén del
crecimiento y desarrollo en macroalgas marinas que 1la
que existe en las plantas vasculares, y la linea de que
considera 1la existencia de una regulacién basada en 1la
accioén de factores reguladores propios de macroalgas
marinas. De entre estos trabajos destacamos: 1) la des-
cripcién completa de los procesos que regulan la morfo-
génesis rizoidal en Caulerpa, gque ahora se sabe estan
basados en un proceso dependiente de la gravedad, desen-
cadenado por la acumulacidén de amiloplastos posiblemen-
te producida por la accidén de las giberelinas [94, 97,
126, 127]. Tales trabajos constituyen una prueba de

regulacioén del crecimiento y desarrollo de un alga.- que
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ho es estrictamente multicelular, sino cenocitica.-por
un proceso fisico (gravedad) en el que participa o puede
hacerlo un regulador de crecimiento de vegetales supe-
riores.2) El1 descubrimiento de la rodomorfina, wuna hor-
mona de naturaleza proteica qgue interviene en el proceso

de fusién celular reparadora del talo en Griffithsia ,

con una accién promotora del crecimiento y la diferen-
ciacién celular [193, 194, 195, 196], trabajos que cons-
tituyen una prueba de la existencia de hormonas tipica-
mente algales. 3) La demostracion de efectos sobre
crecimiento de las algas de sustancias consideradas como
reguladores atipicos del crecimiento de vegetales supe-
riores. El acido p-fenilacético ha sido considerado como
un factor regulador del crecimiento de vegetales supe-
riores después de demostrarse la presencia del mismo en
diferentes tejidos. Anteriormente, se habia descrito los
efectos positivos de este regulador sobre el crecimiento
de algunas especies de macroalgas marinas [63, 64, 70]
4) La presencia de la citoguinina 2iP y su ribdsido en
extractos de bacterias marinas [125). Los reguladores de
crecimiento de vegetales superiores podrian ser suminis-
trados por bacterias asociadas a las algas, idea que no
es nueva [154), al mismo tiempo que estas podrian re-
gular su desarrollo con la accién de sustancias enddége-

nas.
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Con la aplicacion del cultivos de tejidos a las

macroalgas marinas el tema adquiere una gran importan-
cia, ya que 1los reguladores de crecimiento juegan un
papél' fundamental en el control de 1la respuesta del
vegetal en cultivo.

Se han estudiado los efectos de diversos
reguladores del crecimiento vegetal (AIA, NAA,2-4D, KIN,
Zeatina) o sustancias como acido fenilacético o Naftena-
to sédico, en el intento de controlar la iﬁduccién y la
mo:fogénesis de callo en macroalgas. Los rangos de con-
centraciones han sido variables y amplios (de 10E-3 a
10E-13) habiendose obtenido resultado en los que se
observa el efecto positivo de tales sustancias sobre la
formacién de callo en algunas macroalgas [32, 33, 35,
117, 134, 206] o sobre la regeneracién de explantos
(32]. |

Los resultados obtenidos con la adicidon de regula-
dores de crecimiento al medio de cultivo, seéﬁ positivos
o negativos, por haber sido obtenidos en distintas con-
diciones, con diferentes especies, de diferentes grupos
taxondmicos, no son generalizables.

Sin embargo, la impresién general que se extrae de
la bibliografia, que corroboran anteriores revisiones

del tema [150, 152, 165], es gque los reguladores del
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crecimiento de vegetales superiores no tienen en el
cultivo de tejidos de macroalgas, la eficacia que poseen
en el de plantas vasculares. Tal sensacién puede ser
producto del hecho de que el cultivo de tejidos de
macroalgas se encuehtra en una fase inicial de desarro-
llo. Se busca la efectividad de los tratamientos del
material vegetal con reguladores del crecimiento mas que
la constatacion de efectos especificos de los mismos.
Como ejemplo, en algunos traﬁajos los reguladores son
anadidos como un enriquecimiento mas del medio de culti-
vo [33, 35].

Por otra parte, tal sensacién se convierte en
realidad cuando se comprueba que los reguladores de
crecimiento , si bién tienen efecto en la induccidén de
callo, no controlan la morfogénesis de los talos [22,
117], es decir, no actian como agentes desencadenantes
de los cambios de patrén de desarrollo necesarios para
el control del sistema. También es cuestionable hasta
qué punto participan tales sustancias en la induccién de
callo, vya que, como hemos mencionado, se puede producir
sin la adicién de los mismos, con la mera alteracién de

las propiedades fisicas del medio de cultivo.

33

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Condiciones ambientales del cultivo de tejidos de

macroalgas

Existen pocos trabajos que estudien las condi-
ciones o¢ptimas de luz y temperatura para el cultivo de
tejidos de una determinada especie. Da la impresidn de
que las condiciones de cultivo han sido establecidas en
base a las condiciones generales que permiten el creci-
miento de las algas, -habiendose adaptado en algunos
casos las condiciones del cultivo de tejidos a las
predeterminadas como éptimas para el crecimiento en el
laboratorio de la planta completa [140]!

En general, el fotoperiodo comunmente empleado es
de 16 horas luz: 8 horas de oscuridad. El1 rango de
temperatura oscila entre 14 y 20 C, y la irradiacidn
entre 20 y 100 ugE/m2 s.

| Respecto a la variacién en la respuesta depen-
diente de la luz o la temperatura, 2Zhao & Zhan (1981)
encuentran mejor desarrollo de las células libres de

Porphyra yezoensis en 1luz continua a 12-13 C. Chen

(1986) observa mayor formacién y viabilidad de los pro-

toplastos de Porphyra miniata a 10 C, mientras que no

parecen existir diferencias a 10, 15 y 20 C con Porphyra

leucosticta [35]). Tampoco se encuentran diferencias en

la formacidén de callo de Laminaria japonica y Undaria
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pinnatifida entre 10 y 15 C. [206].

Fries (1973) indica, gque no hay que olvidar que
las algas, independientemente de que pudieran regular su
crecimiento y desarrollo quimicamente por la accién de
reguladores de crecimiento, son muy afectadas por 1la
accién de factores medioambientales, como la luz y tem-
peratura. A estos hay que afadir otros como las condi-
ciones nutritivas, salinidad y oleaje [118]. En este
sentido, diversos resultados indican que el comporta-
'miento de las algas en cultivo podria seguir gobernado
por los mismos factores o por otros que asemejan sus
efectos a los factores naturales. La agitacidn del medio
de cultivo ha condicionado el desarrollo de varias
especies macroalgales en cultivo de tejidos (112, 149,
158j. Bradley y colaboradores (1988) controlan el de-

sarrollo morfogenético de Agardhiella subulata, variando

la concentracién de nitrogeno, aumentando la irradia-
cién y con la agitacion del medio de cultivo.

No se ha abordado en profundidad el tema de las
condiciones ambientales de cultivo, no se han estableci-
do relaciones entre los factores que condicionan el
crecimiento en cultivo de tejidos con aquellos que 1lo
hacen en la naturaleza. No se han estudiado, por ejem-
plo, 1la saliniad o , o de forma mas general, las condi-

ciones osméticas a las que se encuentran sometidas las
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macroalgas en cultivo de tejidos. En este sentido hay
que tener en cuenta que, siguiendo la metodologia esta-
blecida para el cultivo de tejidos de plantas supe-
riores, se pretende hacer crecer las células algales en
medios solidificados (agarizados) donde se encuentran en
unas condiciones (hidratacidén, osmoticas) diferentes a
las naturales. Quiza esas condiciones especiales podrian
estar relacionadas con los efectos inductores de la
formacién de callo que tiene el agar anadido al medio de

cultivo.

Cuantificacién y caracterizacién del crecimiento

La caracteristica dominante en 1la bibliografia
revisada acerca del cultivo de tejidos de las algas es
una carencia generalizada de datos cuantitativos. La
mayor parte de los autores describen de forma cualitati-
va los resultados obtenidos y , sélo en algunos casos,
se hace referencia al tiempo transcurrido desde la siem-
bra de los explantos hasta la observacion de la respues-
ta en cultivo.

La mayor parte de los patrones de crecimiento han

sido detectados al mes o meses de haber sembrado los.

explantos. Asi, salvo el caso de Gelidium spp y Gracila-

ria descrito por Misawa (1977), que tardaron dos dias en
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desarrollar callo y 20 en incrementar mas de 10 veces su
peso fresco, 1los explantos de médula de Chondrus
crispus tardaron 1 mes en desarrollar nuevo cortex y 3
meses para el desarrollo de ramas. Las ramas del talo de
la misma especie tardaron 1 mes en desarrollar callo que
crecié 1ligeramente durante 1 mes y medio mas hasta que
las células se depigmentaron y murieron. En el género
Laminaria, Saga & Sékai (1983) observaron la formaciodn
de callo en explantos del estipe de L. angustata en un
mes, mientras que Lee (1985) detecta la aparicidén vy
desarrollo de filamentos internos a los 9 meses de

sembrar explantos del estipe de L. saccharina. Los espo-

rofitos de L.digitata , desarrollados in vitro por

Fries (1980), alcanzaron una longitud de 12mm en 4
meses. Los resultados mas espectaculares en lo que a
tasa de propagacién se refiere fueron obtenidos por Saga

y colaboradores con el alga parda Dyctiosiphon foeni-

culaceus, la cual propagaron vegetativamente en fase
filamentosa (microtalo) con la adicién al medio de mani-
tol. Sin embargo, la propagacién no trascendid mas alla
del crecimiento filamentoso con la formacién de masas
celulares (callo filamentoso, segun los autores) de
hasta 1cm de diametro. No se obtuvo la regeneracioén de
talos.

A la dificultad en la comparacion de resultados
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derivada de la utilizacién de especies diferentes, se
afiade la inexistencia de datos cuantitativos con los que
hacerla. En algunds casos se han descrito las resultados
en funcidén de indices cuantitativos, utilizandose por-
centajes para expresar la efectividad del tatamiento de
desinfeccién, 1la viabilidad de los explantos después de
la misma o la capacidad regenerativa o de formacidén de
callo. En algas rojas Chen (1982) obtiene un 40% ae
explantos supervivientes a la desinfeccién de los cuales
un 40% eran axénicos. Chen & Taylor (1978) describen la
regeneracién del 10% de los explantos sembrados de

Chondrus crispus. En algas pardas Saga & Sakal (1983)

obtienen un 100% de efeétividad del tratamiento de des-
infeccién. Fries (1980) obtuvo un 20% de formacidén de
callo en especies de Laminaria. Mooney & van Staden
(1984) describen con porcentajes de regeneracién la res-
puesta de explantos de diferente procedencia del talo de

Sargassum heterophyllum, wutilizando también como indice

de crecimiento el numero absoluto de yemas formados por
los diferentes tipos de explantos.

La eleccidén y utilizacién de indices de crecimien-
to y regeneracidén adecuados es otro de los campos a
desarrollar dentro del cultivo de tejidos de macroalgas

marinas. En el cultivo de tejidos de plantas superiores
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se han utilizado una gran variedad de indices cuantitai-
vos de crecimiento y desarrollo [46], algunos de ‘los
cuales podrian ser adaptados al cultivo de tejidos de

macroalgas marinas.

I.3. Cultivo de callos, células libres y protoplastos de

macroalgas marinas

. Una vez realizadas las consideraciones previas
acerca de los de los problemas teminolégicos y metodolo-
gicos del cultivo de tejidos de macroalgas marinas,
podemos abordar la descripcion de los resultados mas
importantes que afectan a la formacidn de callo, células
libres y protoplastos. La exposicion de resultados la
haremos distinguiendo las especies segun pertenezcan a
las divisiones Chlorophyta, Rhodophyta o Phaeophyta. Es
conveniente aclarar de nuevo gque se consideran como
callo, indistintamente lo descrito como callo o "callus-
like", por las razones aludidas, Yy que los resultados
descritos por los diferentes autores se han obtenido en
la variedad de condiciones expuestas en apartados ante-
riores de esta introducciédn.

Sélo se han considerado aquellos trabajos cuyo
objetivo se centra en la aplicacién del cultivo de
tejidos a 1las macroalgas marinas, dejando al margen

resultados afines (obtencion o descripcién de  es-
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tructuras semejantes a callo) obtenidos con métodos de
cultivoe no estrictamente clasificables como de cultivo

de tejidos.

I.3.1. Macroalgas de la divisién Chlorophyta (Tabla I.3).

De las especies descritas sélo dos, Enteromorpha

intestinalis y Ulva angustata, han formado callo en

cultivo. No se debe interpretar con este hecho que 1las
algas verdes muestren poca predisposicién a la formaciodn
de callo, Ya que el uso de las algas de este grupo para
el cultivo ae tejidos se ha orientado, basicamente,
hacia 1la obtencién y regeneracién de protoplastos. Las
algas verdes se han adaptado perfectamente a la metodo-
logia (tipos de enzimas, agentes osméticos, etc.) del
aislamiento de protoplastos de plantas superiores,
hecho que se ha relacionado con su proximidad evolutiva
[169]. Aparte de los éxitos en el aislamiento de proto-
plastos, es destacable el que tanto callos como células
libres o protoplastos regeneren con facilidad nuevos
talos. Estas caracteristicas del cultivo de tejidos de
las algas verdes las convierten en la vanguardia del
desarrollo de la biotecnologia vegetal marina. Desa-
fortunadamente, 1los intereses comerciales relacionados

con las algas verdes no son tan importantes como los que
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B

TABLA.I.3. Antecedentes del cultivo de tejidos de macroalgas marinas de la division Chlorophyta

Formacion Desarrollc  Obtencién Obtencion Desarrollo
Especie Callo del callo Celulas libres Protoplastos Celular Autores
Drapanaldia mutabilis si Planta Larpent & Aumaitre, 1987
Enteromorpha intestinalis Si Planta si No Millner y col., 1979
Saga, 1984
Fujita & Migita, 1985
Polne-Fuller & Gibor, 1987
Enteromorpha linza .- 81 Planta Saga, 1984
. Fugita & Migita, 1985
Monostroma nitidum S1 Planta Saga, 1984
Prasiola stipiata si Planta Bingham & Schiff, 1973
Schiff y col., 1977
Ulva angustata si Planta Polne-Fuller & Gibor, 1987
Ulva pertusa s1 Planta Saga, 1984
. Fujita & Migita, 1985
Ulvaria s1 Planta Kapraun, 1987

Desarrollo celular= desarrollo de las células libres o protoplastos obtenidos.
Planta= regeneracion de un nuevo talo.
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se basan en algas rojas o pardas.

Aungue se traten de algas pluricelulares no mari-
nas, son de mencionar 1los trabajos de Ohiwa [143, 144,
145] de aislamiento, regeneracidén e hibridacidén somatica

(fusidén) de protoplastos de las especies Zygnema exte-

nue, Spyrogira gracilis y Mougeotia sp, ya que corrobo-

ran el dgrado de adaptacion de las algas verdes a las
técnicas del cultivo de tejidos y suponen los primeros
intentos realizados en este campo con algas eucariotas

pluricelulares

I.3.2. Macroalgas de la divisidén Rhodophyta (tabla I.4)

En general 1las algas rojas responden de forma
efectiva a a la induccién de callo en cultivo. La mayo-
ria de las especies estudiadas son capaces de regenerar
masa celulares de aspecto desorganizado. El problema se
centra en controlar la regeneracion de talos después de

la formacidén del callo. Sdélo Agardhiella subulata ha

respondido de forma efectiva, pudiendose controlar su
desarrollo con variaciones en las condiciones fisicas de
cultivo (irradiacién, nutrientes y agitacién del medio).
En el resto de las especies la regeneraciodon a partir de
callo se produce de forma espontanea.

Respecto al ‘crecimiento del callo, los resultados

mas sorprendentes son los descritos por Misawa(1977),
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gque recoge 1los resultados obtenidos en el cultivo de

tejidos de las algas Gelidium amansii , Gelidium subcos-

tatum y Gracilaria confervoides expuestos en una patente

japonesa del afo 1974. Lo cierto es que no existe cons-
tancia de la publicacién de tales resultados u otros
obtenidos posteriormente a esa fecha. Tales circunstan-
cias generan cierta duda sobre la autenticidad de 1los
mismos; siendo posible que mas que resultados experimen-
tales, la patente recogiera una idea a desarrollar.

El aislamiento de células libres y protoplastos
de algas rojas requiere de combinaciones enzimaticas
complejas o de extractos crudos del sistema digestivo de
herviboros marinos [34, 35, 116, 117, 149, 166].

Las células liberadas del talo de Porphyra yezoen-

sis regeneraron nuevos talos [203]. Las de Porphyra
perforata regeneran masas celulares (callo) o nuevos
talos dependiendo de si el medio de cultivo fué agita-
do, en el primer caso, o permanecié sin agitacion en el

segqundo [149]. Las células libres de Porphyra miniata

dieron 1lugar a masas celulares que regeneraron nuevos
talos [34].

El control del crecimiento y la regeneracién en
cultivo de células libres y protoplastos supone un paso

esencial antes de poder abordar la transformacidén gené-
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tica de los mismos. Cheney y colaboradores (1986) creen
que 1la incapacidad de régeneracién de los protoplastos

de especies de Gracilaria podria radicar en la necesidad

de 1los mismos de algun regulador de crecimiento. Liu &
Gordon (1978) tampoco tuvieron éxito en la regeneracién

de protoplastos de especies de Pterocladia. So6lo se ha

conseqguido la regeneracidén de masas celulares (callo)
y/o plantas en especies del género Porphyra. No obstante
no se puede decir que en tales especies se controlara la
regeneracién de 1los protoplastos, transcurriendo 1la
misma como un proceso espontaneo [34, 116].
Anteriomente destacabamos 1los resultados des-
critos por Misawa (1977) como resultados atipicos en el
contexto general de la indﬁccién y cultivo de callos de
algas rojas. En el aislamiento y regeneracién de proto-
plastos debemos hacerlo con los resultados de Nichols
(1980) quien describe la obtencién, regeneracién e hi-
bridacién somatica de protoplastos de diferentes algas
rojas. No se tienen conocimiento de la existencia de
publicaciones posteriores, referentes a la descripcidn
mas detallada de las métodos de aislamiento de proto-
plastos e hibridacién somatica empleados por Nichols
(1980). Tampoco se describen las especies que se utili-

zaron para la realizacidén del trabajo.
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TABLA I.4. Antecedentes del cultivo de tejidos de macroalgas marinas de la division Rhodophyta
Formacion Desarrollo Obtencion Obtencion Desarrollo
_Especie de callo del callo celulas libres Protoplastos celular Autores
Agérdhiella subulata si Planta Bradley & Cheney, 1986
Chondrus crispus si Planta Chen, 1982
Euchema alvarezii si Planta Polne-Fuller & Gibor, 1987
Eu;hema uncinatum s1 Planta Polne-Fuller & Gibor, 1987
Gelidium
G. amansii si crecimiento Misawa, 1977
G. subcostatum 31 crecimiento Misawa, 1977
G. robustum s1 No Polne-Fuller & Gibor, 1987
Gracilaria
G. confervoides si crecimiento Misawa, 1977
G. epihippsora s1 ? Si si callo Apt, 1984
G. tikvahiae s1 No Cheney y col., 1986
G. lemaneiformis S1 No Cheney y col., 1986
G. papenfussii si No Polne-Fuller & Gibor, 1987
Porghxra
P. yezoensis si si Planta Zhao & 2Zhan, 1981
Saga & Sakai, 1984
Fujita & Migita, 1985

P. perforata S1 Planta si Callo/ Polne-Fuller y col., 1984

Planta Polne & Gibor, 1984

Polne-Fuller & Gibor, 1987
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Tabla 1.4 Continuacion

Especie

P.

miniata

- leucosticta

suborbiculata
nereocystis

lanceolata

Pterocladia

P.

P.

P.

capillacea
lucida

columbina

Prionitis lanceolata

Smithora naidadum

Formacion

de callo

Si

S1

Polne-Fuller & Gibor, 1987

Polne-Fuller & Gibor, 1987

1987
1987
1987

Polne~-Fuller & Gibor, 1987

Desarrollo Obtencion Obtencion Desarrollo
del callo celulas libres Protoplastos celular Autores
s1 Planta Chen, 1986
si callo/ Chen, 1987
. Planta
S1 Planta Liu y col., 1984
Planta
Planta
crecimiento S1 No Liu & Gordon,
s1i No Liu & Gordon,
si No Liu & Gordon,
No
Planta

Polne-Fuller & Gibor, 1987

Desarrollo celular= desarrollo de celulas libres y/o protoplastos obtenidos.
= no desarrollo ulterior a la obtencion de regeneracion de callo o la liberacidon de células o protoplastos.

No

5

Planta=

no descrito.

desarrollo de un nuevo talo.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



I.3.3. Macroalgas de la divisién Phaeophyta (tabla 1.5)

El cultivo de tejidos de algas pardas tiene rasgos
generales similares a los descritos en algas rojas:

* Formacién de callo en la mayor parte de las
especies ensayadas, con la regeneracién de plantas a
partir del mismo, sin que se conozcan métodos de control
de los patrones de crecimiento y desarrollo del callo.

* Aislamiento de células libres y protoblastos que
requiere de la utilizacién de extractos crudos de siste-
ma digestivo de herviboros marinos (60, 77, 116, 140,
168] o de bacterias [77].

Las células 1libres aisladas de Laminaria
angustata regeneran espontaneamente nuevos talos, no
permitiendo el establecimiento de cultivos celulares en
suspensién [163].

No se ha podido regenerar planta a partir de 1los
protoplastos aislados.

Desde el punto de vista de la aplicacidén genética
rdel cultivo de tejidos en las algas, son destacables los
resultados obtenidos por Lee (1986), quien detecta 1la
presencia de diferentes grados de ploidia en celulas de

callo de Laminaria saccharina. Del mismo modo resaltan

los resultados de Fang y col. (1979), quienes después de

inducir 1la formacién de callo haploide de Laminaria

japdénica, promueven la diploidizacién y generan estados
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diploides que resultan en plantas esporofiticas nor-

males.

45

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



TABLA I.S5. Antecedentes del cultivo de tejidos de macroalgas marinas de la division Phaeophyta
Formacion Desarrollo Obtencidn Obtencion Desarrollo

Especie de callo del callo celulas libres Protoplastos Autores

Cystoseira osmundacea si Planta Polne-Fuller & Gibor, 1987

Dyctiosiphon foeniculaceus s1 crecimiento Saga y col., 1982

Egregia .menziesii s1 crecimiento Polne-Fuller & Gibor, 1987

Laminaria

L. digitata si Planta Fries, 1980

L. hyperborea si Planta Fries, 1980

L. angustata s1 No s1 Saga y col., 1978

B Saga & Sakai, 1983

L. saccharina Sa Planta Lee, 1985

L. japonica s Planta Fang y col., 1979
Fang, 1984

L. sinclairii s1 Planta Polne-Fuller & Gibor, 1987

Macrocystis pyrifera s1 Planta Saga & Sakai, 1984
Polne-Fuller & Gibor, 1987
Zuo-Mei, 1984

Pelvetia fastigiata si No Polne-Fuller & Gibor, 1987

Sargassum

S. natans si Neushul, 1983

S§. filipendula si Neushul, 1983

S. hystrix s1 Planta si Neushul, 1983
Polne~Fuller & Gibor, 1987
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TABLA I.5 Continuacion.

Formacién Desarrollo Obtencion Obtencion Desarrollo
_Especie de callo del callo celulas libres Protoplastos celular Autores
S. pteropleuron : Si ? Neushul, 1983
S. muticum Si Planta S1 ? Neushul, 1983

Fisher & Gibor, 1987
Polne-Fuller & Gibor, 1987

S. sinicola si ? Neushul, 1983

S. polyphyllum S1 ? Fisher & Gibor, 1987

S. echiﬂocarpum si ? Fisher & Gibor, 1987

S§. fluitans 51 No Polne-Fuller & gibor, 1987
Stypopodium sp Si No s1 ? Polne-Fuller y col., 1986
Undaria pinnatifida si Planta s1 No Zuo-Mei, 1984

Fujita & Migita, 1985

Undaria sp si si No Liu y col., 1984

Desarrollo celular= desarrollo ulterior de células y protoplastos obtenidos.,
No = no desarrollo posterior de callo o células.

? = no intentado o no descrito.

Planta = desarrollo de un nuevo talo.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



I.4. Objetivos del trabajo

Las Islas Canarias poseen una gran variedad de
especies algales que suponen, a nivel de género, aproxi-
madamente el 40% (14% Phaeophyta; 50% Rhodophyta y 80%
Chlorophyta) de los descritos como de maxima utilizaciodn
en el Mundo [29, 85, 86, 146, 192]. El desarrollo de

métodos de cultivo que suplan la carencia de efectivos

algales en las poblaciones naturales (28], combinado a

la seleccién genética de especies de interés comercial,
hace factible 1la idea de convertir las algas en un
recurso econdémico mas para la economia de las Islas. Se
necesita el desarrollo de sistemas de cultivo que no
compitan por el espacio fisico actualmente dedicado a
otros sectores (ej. zonas costeras de explotacién turis-
ticas), donde cultivar clones algales selectos.

La seleccidén genética de macroalgas puede abordar-
se utilizando los métodos de mejora genética convencio-
nales, trabajando con el organismo completo, o a nivel
celular aprovechando las caracteristicas de las macro-
algas marinas y las posibilidades que ofrecen las técni-
cas de cultivo de tejidos. Los antecedentes del cultivo
de tejidos que hemos revisado, al mismo tiempo que
demustran la viabilidad de la aplicacioén de tales técni-
cas a las macroalgas marinas, situan el estado de desa-

rrollo del cultivo celular de macroalgas en los primeros
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" pasos, donde se describen resultados obtenidos con las
diferentes especies sin que se tenga un control total
del sistema.

Los objetivos del presente trabajo se centran en
el estudio . de los problemas gque actualmente posee la
aplicacién de las técnicas del cultivo de tejidos a 1las
macroalgas, particularmente en los siguientes aspectos:

* Desarrollar métodos generales para el estableci-
miento de cultivos axénicos de diferentes especies al-
gales.

* La caracterizacién macro y microscépica de las
formas de regeneracién en cultivo de diferentes especies
algales gque nos permita establecer la diferencia entre
la forma de crecimiento meramente desorganizado y el
callo.

* El estudio de los parémetros intrinsecos (varia-
bilidad entre explantos) y extrinsecos (condiciones
fisicas y quimicas de cultivo) a la planta que controlan
el crecimiento y desarrollo en cultivo.

El objetivo final es conseguir la propagacién
por cultivo de tejidos, centrandonos en la induccién y
cultivo de callos de especies algales que sienten la
base para poder abarcar, con ciertas garantias de éxito,

otros aspectos de las técnicas como el aislamiento vy
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regeneracion de protoplastos y el establecimiento de
cultivos celulares en suspensiodn.

El control del desarrollo celular permitira 1la
aplicacidén de 1las técnicas desarrolladas en la mejora
genética de 1las macroalgas marinas factor primordial

para su posible explotacién industrial.

1
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II.- MATERIAL Y METODOS

I1.1.- Generalidades.

El material vegetal empleado en los experimentos
lo constituyeron cinco especies de macroalgas marinas de

la divisién Rhodophyta Laurencia sp, Gelidium versico-

lor Gelidium arbuscula, Gracilaria ferox y Grateloupia

doryphora.

El material vegetal usado para el cultivo procedia
de recolecciones efectuadas en zonas en las gue abunda-
ban las diferentes algas. No se utilizé nunca material
vegetal cultivado en el laboratorio.

Se recolectaban plantas de alta pigmentacion vy
bajo grado de epifitismo gue no mostraban ningun tipo de
estructuras reproductoras en el momento de la recogida.
Las recolecciones se programaban y efectuaban en las
fechas y horas que sehalan los calendarios de mareas del
Servicio de Publicaciones de la Marina de Guerra Esparno-
la. La recogida de material se realizaba a primeras
horas de 1la mahana, con lo que se aseguraba que el
tratamiento del material recolectado se realizaria el
mismo dia. |

Se procuraba recoger todo el alga, desde las es-

tructuras de fijacidén hasta el 4pice del talo, 1limpian-
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dolas de restos de sustrato. El material recolectado se
agrupaba en bandejas de plastico o aluminio con papel,
previamente humedecido con agua de mar, en el fondo de
las mismas. Las bandejas se transportaban en una nevera
portatil con agua de mar en el fondo.

El material de partida para el cultivo lo consti-
tuyeron fragmentos (explantos) de diferentes zonas del
‘talo.

A fin de caracterizar de forma precisa 1la proce-
dencia del explanto se divididé el talo de las algas en
diferentes zonas:

Zona terminal: zona distal del talo de donde se aislaban

los explantos terminales.

Zona estipe: estipe o eje central del talo de donde se

aislaban los explantos estipe.

Zona Fijacién: zona basal de fijacidn del talo al

sustrato de donde se aislaban los explantos anclaje Yy
rizoides.

Los criterios usados en la seleccién de los ex-
plantos fueron los de alta pigmentacion, como signo de
saludable, y bajo grado de epifitismo.

Durante las operaciones de seleccién y separacioén
del material a cultivar, se mantenia el alga humedecida

con frecuentes bafos con agua de mar esterilizada por
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autoclavado durante 60 minutos a 120 C y 1 atmésfera de

presion.

I1.2. Descripcién de las especies , explantos y zonas

de recoleccién. [20, 44, 91, 111].

I1.2.1. Laurencia sp

Pertenece a la Familia Rhodomelaceae del Orden
Ceramiales. Aunque inicialmente fue determinada como

Laurencia obtusa, la controversia taxondémica existente

con este género . de algas nos aconseja dejarla como
Laurencia sp.

Es una alga cespitosa de talos de 5-7 cm. de
largo, de color rojo-oscuro, incluso negruzco. La rami-
ficacién es irregular y tendente a estar en un plano,
aunque en las zonas superiores del talo, se acumulan
ramas que se disponen radialmente. (Fig.- I1.1).

De esta especie se utilizaron los siguientes tipos
de explantos: (Fig.- II.1l.)

7ona terminal: De la zona terminal se utilizaron 1los

explantos que denominamos:

a) Explanto terminal= ramificacién primaria del
talo de 1lcm de longitud. La polaridad es manifiesta ya
que el explanto mantiene el &apice de la ramificacidén
(zona distal del explanto) y la zona de unién de 1la

misma al talo (zona de corte proximal del explanto). El
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explanto poéee ademas pequefias proliferaciones o ramas
que surgen en mayor medida hacia la zona disfal del
mismo. Los explantos terminales elegidos poseian el
menor grado de ramificacién posible.

b) Explanto cilindro: Era extraido a partir del
explanto terminal, escindiendo el apice y las ramifica-
ciones del mismo. Este explanto tenia forma cilindrica
con dos zonas de corte. La realizacién de cortes con
diferente orientacién permitié el control de la polari-
dad en este explanto, distinguiendose una zona de corte
distal y otfa proximal (Fig.- II.1b).

Zona estipe:

a) Explanto estipe: Fragmento cilindrico de 1 cm
de longitud. Era extraido de la zona del estipe inmedia-
tamente inferior a la de aparicién de 1las primeras
famificaciones.

Zona fijacidn:

a) Explanto anclaje: Porciones de aproximadamente

0,2 cm2 extraidas de la masa amorfa que conforman la
base de los talos y que fija los mismos al sustrato.

Laurencia sp se recolectd en La Furnia (Gal-

dar) (Figs.- II.2. 1I1.3). La zona de recoleccién es una

plataforma rocosa donde es posible encontrar el alga

recubriendo entrantes rocosos expuestos al oleaje duran-
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Fig.11.2.-Mapa localizacion de las zonas de recoleccion de las algas: l.Lauren-

cia sp. 2.Gracilaria ferox. 3.Gelidium versicolor, Gelidium arbuscula. 4.Grate—

loupia doryphora.
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La Furnia

FI1G.11.3.-Mapa de localizaciéon detallada de las zonas de recoleccion de Lauren-

cia sp. 3; Gracilaria.2; Gelidium.l.
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te la bajamar y cubiertos en la pleamar.

II.2.2. Gelidium versicolor.(S. Gruel) Lamour.

Es un alga perteneciente a la Familia Gelidiaceae
del Orden Nemaliales.

Son plantas de color rojo—negrhzco y ramificaciodn
irregular con ramas de diferentes longitudes. Los talos
quedan fijados al sustrato por rizoides que emergen
lateralmente en la base del eje principal (?ig.- I1.4).
A partir de ips rizoides, y perpendicularmente, surgen
nuevos talos, dando como resultado el que la poblacidn
pueda ser subdividida en nucleos o "familias" de plantas
gue agrupan hasta 100 talos, con tamafios variables de
hasta 20 cm de longitud.

De esta especie se utilizaron los siguientes tipos
‘de.explantos: (Fig.- II.4).

Zona terminal:

a) Explanto terminal: Ramificacioén primaria'de lcm
de longitud que posee ramificaciones pequehas a lo largo
.de toda su extensién. Se distinguen dos zonas en el
mismo, 1la distal, que consjiste en el apice de la rama y
la proximal o zona de corte por donde se le separa del

resto del talo.

Zona estipe:

a) Explanto estipe: porcidn cilindrica de 1 -cm de
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longitud extraida de la zona inmediatamente inferior a

la de apariciodn de las primeras ramificaciones.

zona de fijacidn:
a) Explanto rizoide: fragméntos de 0,5 cm de ri-
zoides del talo.

Gelidium versicolor se recolectdé en El Agujero

(Galdar) (Fig.- II.3). La 2zona de recoleccidén es una
plataforma rocosa, cubierta por una manto de Gelidium
que abarca practicamente toda la zona intermareal, pero
acumulandose en mayor cantidad hacia el borde inferior

mas en contacto con el oleaje.

IT.2.3. Gelidium arbuscula Bory

Especie perteneciente a la Familia Gelidiaceae del
Orden Nemaliales.
Es una especie de morfologia similar a G.versico-

lor, distinguibles, no obstante, por poseer el talo

aplanado de color rojo, de tamafio variable de hasta 10
cm y con ramificacién a partir de los bordes, localiza-
da, en mayor medida, en las zonas viejas del talo. En
la base .de los talos surgen rizoides partir de 1los
cuales se produce la regeneracioén de nuevos talos (Fig.-

1I.5)

De esta especie se utilizaron los siguientes tipos
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de explantos: (Fig.- II.5)

Zona terminal:

a) Explanto terminal: Ramificacién primaria de lém
de longitud, que posee, a su vez, pequehas ramifica-
ciones a 1la largo de toda su extensién. El explanto
posee épice (zona distal) y zona de corte (zona proxi-
mal).

" Zona de fijacién:

a) Explanto rizoide: porciones de 0,5 cm de los
rizoides del talo.

G. arbuscula se recolecté en El Agujero (Galdar),
donde es localizado definiendo una "banda" intermedia

entre el nivel del mar y G.versicolor. No obstante, 1la

densidad de talos de G.arbuscula en la zona de recolec-

cién es muy inferior respecto a la de G.versicolor.

IT.2.4. Gracilaria ferox J. Agardh.

Es una especie perteneciente a la Familia Gra-
cilariaceae del Orden Gigartinales.

Son plantas de talo erecto de 4 a 10 cm., de color
rojizo-marron, 1llegando a ser verdosa dependiendo de la
época de recoleccién. Las ramas surgen en disposicidn
regular a lo largo del talo, dando una apariencia corim-
bosa en las zonas superiores y con 4&pices obtusos o

agudos. (Fig.- II.6).
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La mejor época para la recoleccidén de esta especie
coincide con el alga en estado reproductor, gametofito,
distinguiblé por la presencia en el talo de cistocarpos

De esta especie se utilizaron los siguientes tipos
de explantos: (Fig II.6)

Zona terminal:

a) Explanto terminal: Ramificacién primaria de lcm
de 1longitud elegida de zonas carentes de cistocarpos.
Posee zona distal (&pice de la ramificacién) y proximal
(zona de corte).

Zona estipe:

a) Explanto estipe: fragmento cilindrico de lcm de
longitud extraido de la zona inmediatamente inferior a
la de aparicion de las primeras ramificaciones del eje

principal del talo.

G. ferox se recolecté en Bocabarranco (Galdar)
(Fig.- II.3). La zona es una plataforma rocosa, donde
es posible localizar el alga formando pegquehas pobla-
ciones en el interior de charcos del borde superior de
" la zona intermareal.

II.2.5. Grateloupia doryphora (Montagne) Howe.

Esta especie pertenece a la Familia Cryptone-
miaceae del Orden Cryptonemiales.

Son plantas erectas con un estipe muy pequeno de
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color rojo oscuro que se expande en una lamina asimétri-
ca, de color rojo en la base llegando a ser verdosa en
las porciones apicales. En los margenes de la lamina
existen pequefas proliferaciones de la misma.(Fig.-
I11.7).

La morfologia practicamente laminar de G. dorypho-
ra impidié la divisién del talo en las zonas descritas
para las ofras algas. En esta especie los explantos
utilizados procedieron de la lamina. Tales explantos
fueron: (Fig.- II.7).

a) Explanto disco: disco de 0,3 cm de diametro
extraido de 1la zona coloreada de la base de la lamina

b) Explanto semicirculo: Porcién semiéircular del
borde externo del explanto disco.

G. doryphora se recolecté en Las Palmas G.C (Fig.-
II.2). La zona de recoleccién és una plataforma rocosa

(Fig.-1I.8), sobre la que se dispone G.doryphora forman-

do grupos de plantas expuestos en la bajamar, o sumergi-
da en charcos poco profundos.

II.3. Composicidén y preparacioén del medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado es wuna variacién
del medio ESP (Enriched seawater Provasoli, Provasoli
1968), con modificaciones que afectan a la concentracion
de vitaminas, con adicién de piridoxina, la eliminacién

del TRIS vy la sustitucién de algunas sales por otras,
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Punta Piedra Caballera

zona de recoleccion de Grate-

Fig.11.8.-Mapa de localizacion detallada de la

loupia doryphora. (1).
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aunque manteniendo las mismas relaciones molares de los
elementos originales del medio de Provasoli.

En la tabla II.1 se compara la composicidén del
medio ESP de Provasoli con el medio utilizado que hemos
denominado mESP.

En la elaboracidén del medio mESP se wutilizaban
cuatro tipos de soluciones sfock:

A) Agua de mar pretratada.

B) Solucioén de micronutrientes (solucién PII).

C) Solucidén de EDTA-Férrico. (Solucién EDTA-Fe).

D) Solucidén de vitaminas.

A) Aqua de mar pretratada

El agua de mar utilizada péra la elaboracion del

medio de cultivo era recogida por un sistema de bombeo a
7 metros de profundidad y filtrada, a través de tres
filtros de 100, 10 y lum., antes de pasar por tres tubos
iluminados con luz U.V. El agua era almacenada en reci-
pientes de plastico oscuro de 50 litros a 4 C durante un

periodo maximo de 40 dias.

B) Solucidén de micronutrientes.

Las sales utilizadas en la elaboracién de esta
solucién eran de grado analitico o puro de las marcas

BDH o Merck.
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TABLA II.1.

cultivo ESP (Provasoli, 1968) y mESP

Comparacion de la composicién de los medios de

MACRONUTRIENTES

NaNO3
Na2-Glicerol-
fosfato.H20

Fe (NH4) 2
(S04) 2. 6H20.

Na2-EDTA.2H20
FeS04.7H20.
TRIS

MICRONUTRIENTES

FeCl3.6H20
ZnS04.7H20
H3BO3
MnS04.4H20
CoS04.7H20
Na2-EDTA.2H20
FeS04.7H20
ZncCl2
MnS04.H20.
CoCl2

VITAMINAS
Tiamina-HC1
Piridoxina
Biotina

B12

AGUA DE MAR

ESP

8,24E-1

4,63E-2

8,95E-3
8,87E-3

8,25E-1

2,96E-4

4,09E-6
1,48E-6

Concentracion (mM)

mESP

8,24E-1

4,63E-2

8,87E~3
8,18E-3

2,96E-3
4,86E-5
4,09E-5
1,48E-5

Peso (mg/1)

ESP

70

10

0,1

0,001
0,002

1000ml

mESP

70

10

1,0

0,01
0,01
0,02

1000ml
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Para evitar precipitaciones en la preparacién de
la solucién , las sales se pesaban y anadian una a una
hasta estar completamente disueltas. E1l Cl2Zn y el ClCo
eran afadidos, ya disueltos, a partir de una ‘soluciodn
madre 10 veces mas concentrada (Tabla.- II.2)

La solucién de micronutrientes se almacenaba en
frascos de 50ml a -18C.

C)Solucién de EDTA Ferrico ( Solucion EDTA-Fe).

Esta solucién contiene 1 mg. de Fe por ml. La
relacién molar Fe:EDTA es 1:1 ( Tabla.- II.2). En su
elaboracién, al igual gque para la soluciodn de micro-
nutrientes, las sales se afadian wuna a una hasta estar
disueltas.

La solucién EDTA-Fe se almacenaba en frascos de
50 ml. a -18 C.

D) Solucién de vitaminas

Para la preparacién de la solucién madre de vita-
minas la biotina, piridoxina y Bl2 eran afadidas a
partir de soluciones aun mas concentradas (Tabla.-

I1.2.).

La solucién de vitaminas y las soluciones stock a
partir de las cuales se preparaba se almacenaban a -18

C'
En la tabla II.3. se recogen las cantidades anadi-

das de las diferentes soluciones para la preparacién
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del medio mESP. Ademds se anadian, por litro de medio,
70 mg de NaNO3 y 10 mg.de Glicerol fosfato.

Si el medio de cultivo se requeria sdélido se
aﬁadian 8 g/1 de agar. En algunos ensayos se afadieron 3
Y 15 g/1 de agar.

| La preparacién del medio finalizaba ajustando el
pH a 7,8 y esterilizando, en el interior de los reci-
pientes de qultivo, si el medio era liquido o en - los
recipientes de preparacién si era solido. El medio s6li-
do se vertia, después de la esterilizacioén, en placas de
petri en el interior de la camara de flujo laminar
(Glatt Labortecnic).

El medio de cultivo se esterilizaba con un paso
por autoclave de 20 minutos a 120 é Yy 1 Kg/cm2 de pre-
sién. Tal procedimiento de esterilizacidén causa un in-
cremento constante de 0,5 unidades de pH. La édicién de
TRIS- no impide tal oscilacién, gque es ademds indepen-
diente del volumen de medio de cultivo autoclavado.

(Tabla.- II.4).
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Tabla II.2. Composicién de las diferentes soluciones madre usadas
la elaboracién del medio mESP

Solucioén Micronutrientes

Peso Peso
Metal metal sal Sal
Fe 10,41 mg 50,34 mg FESO4.7H20
B 0,20g 1,14 g H3BO3
Mn 40,00 mg 122,9 mg S04Mn.H20
Zn 5,00 mg 10,48 mg ZnCl2
Co 1,00 mg 4,03 mg CoCl2
EDTA. 1000 mg Na2-EDTA.Z2H20

Agua 200ml. agua DESTILADA

Solucioén de C12Zn y Cl2Co

Peso Adicidn 2
Sal sal a PII 1
ZnCl2 104,8 mg 1 ml %
CoCl2 40,3 mg 1 ml g
agua 10 ml DESTILADA. %
Solucién EDTA-Fe é
Peso
Sal sal
Fe SO4.7H20 245 mg
Na2-EDTA.2H20 330 mg
Agua 50 mlDESTILADA

solucién de vitaminas

Vitamina Peso
Tiamina-HC1 100 mg
Biotina 1 ng
Piridoxina 1 mg
B12 0,2 mg
agua 100ml DESTILADA.
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TABLA II.2. (Cont.).

Soluciones de biotina,piridoxina y B12

Vitamina

Biotina
Piridoxina
B12

Agua

Volumen
anadido a
solucién de

Peso vitaminas
10 mg 10 ml

10 mg 10 ml

1 mg 20 ml
100m1DESTILADA
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Tabla II.3.Composicién final del medio de cultivo mESP

Na NO3 70 mg

Na2-glicerol-P 10 mg

Micronutrientes 1 ml

Solucioén EDTA-Fe 0.5 ml

Solucidén Vitaminas 1 ml

Agua HASTA 1000ml con AGUA MAR PRETRATADA
pH 7.8
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TABLA II.4. Variacidén del pH del medio mESP y mESP + TRIS (100mg/

autoclavado
volumen de medio(*) pH ajustado pH 24 horas pH 72 horas
100 ml 7,8 8,25 8,30
250 ml 7,8 8,24 8,30
500 ml 7,8 8,28 8,30
100 ml 8,0 - 8,41
250 ml 8,0 - 8,58
500 ml 8,0 - 8,51
100 ml+TRIS 8,0 - 8,50
250 ml+TRIS 8,0 - 8,50
500 ml+TRIS 8,0 - 8,57

(*) Valores de pH medio de 2-3 muestras por volumen.
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I1.3.1. Modificaciones del medio de cultivo mESP

En el transcurso del trabajo experimentgl se uti-
lizaron modificaciones del medio mESP, gque alteraron su
- composicién quimica, o sus propiedades fisicas. Tales
alteraciones fueron:

Adicion de extractos algales

Extracto lipofilico e hidrofilico

Constituyen dos fracciones de extracto aisladas de
Laurencia” sp siguiendo los métodos generales de Fries
(1984).

Se maceraron en mortero con vertido de nitrogeno
liquido, 10 gramos ae peso fresco de las porciones supe-
riores del talo del alga Laurencia sp. El polvo obtenido
se agitd durante 24 horas a 4 C. en una mezcla de eter
de petroleo (fraccién 40-60) y metanol, en proporcion
15ml:30ml respecﬁivamente.

Después de 24 horas se recogieron las dos
fases:

Fase Hidrofilica: (Extracto hidrofilico) Se obtuvo

un volumen ligeramente superior a los 30 ml. Se eliminé
el metanol en rotavapor ( Selecta, Heidolph) al vacio

(-800 mbar) a 65 C., recogiendose un volumen de aproxi-
madamente 2 ml de fase acuosa, que se diluyd en 200ml.

de mESP.
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Fase 1lipofilica:(Extracto lipofilico) Se evaporé

el eter de petroleo en rotavapor al vacio a 60 C. duran-
te 5 minutos. E1 producto fue un residuo sélido , que se
recogido con dilucidén en 2ml de etanol absoluto. E1l
producto final se diluydé en 200ml de mESP hasta dar una
emulsién acuosa.

Los extractos y soluciones madre obtenidas de
fases hidrofilicas y lipofilicas derivadas de los proce-
sos de extraccioén fueron almacenadas en botes oscuros a
-18 C. Los extractos se anadieron al medio de cultivo en
cantidades variables, de 0,025ml hasta 12,5ml, antes de

ajustar el pH y autoclavar.

Extracto seco

Se secaron 100g de las porciones superiores del
talo de Laurencia sp en estufa a 60 C hasta peso cons-
tante. El alga desecada fue molida en un micromolinillo
"Culatti", obteniendose un polvo fino del alga, que fue
pesado y anadido al medio mESP antes de ajustar el pH vy
autoclavar.

Extracto acuoso

Se homogeneizaron 10g de las porciones superiores
del talo de Laurencia sp, en mortero con 30 ml (volumen
final) de mESP. Este extracto fue filtrado a través de

filtros Millipore de 0,2um y diluido en 200ml. de mESP
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esterilizado con autoclavado. El extracto fue anadido al
medio de cultivo en cantidades variables de 0,025 a 12,5
ml después de autoclavar.

Adicion de factores requladores del crecimiento

vegetal

Los tipos de reguladores de crecimiento utiliza-
dos fueron los de uso comin en la aplicacién del culti-
vo de tejidos a vegetales superiores. Se anadieron acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), kinetina (Kin), ben-
ciladenina (BA) (Sigma).

Ademas, se utilizdé un agente, naftenato sdédico
(Na-naften. Pfalz & Bauer INC. N00910), descrito como

promotor del crecimiento en Laminaria japonica [206].

Los reguladores de crecimiento fueron anadidos al
medio a partir de soluciones madre, preparadas previa
diséiucién del agente regulador en 0,5 ml de etanol
absoluto (2,4-D), o en ClH 0.5N (BA Yy Kin), y posterior
adicién de mESP (lentamente) hasta el volumen de soO-
lucioén stock deseado.

Las soluciones stock se preparaban inmediatamente
antes de su uso.

Para la preparacién de la solucion madre de nafte-

nato sédico se disolvian 30mg en 5ml de etanol

absoluto. Se enrasaban hasta 50 ml con mESP lo que da
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lugar a una emulsién acuosa que se agitaba fuertemente
antes de tomar los volumenes a anadir al medio de culti-
vo.

Los reguladores de crecimiento y el naftenato
sédico se anadieron al medio junto con el resto de las
soluciones que lo componen. Posteriormente se ajustaba
el pH y se afnadia el agar, si el medio a elaborar era
sélido, esterilizandose por autoclavado a 120 C. y

1Kg/cm2 durante 20 minutos.

Adicién de agentes osméticamente activos

Se alteré la concentracién del agua de mar en la
preparacién del medio mESP diluyendo con agua destilada.
Los medios resultantes se denominaron, para la dilucidén
al 50%, mESP50; para la dilucién al 70% de agua de mar,
mESP 70. El medio de cultivo mESP normal fue denominado
siguiendo la misma notacién como mESP100, en alusién a
la cantidad de agua de mar (100%) utilizada en la prepa-
racién del mismo.

Se anadieron a todos los tipos de medio anterior-
mente senalados cantidades variables de agentes osmoti-
cos como el NaCl, manitol o glicerol. Se midié la osmo-
lalidad alcanzada por los mismos en un osmémetro Autos-
tat T™ mod. OM 6010 Daiichi Kogaku Co Ltd. (Tabla.-

11.5).
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TABLA II.5. Variacién de la osmolalidad del medio de
cultivo mESP dependiente de la concentracién
de osmético

Osmético osmolalidad (Os/Kqg)
Medio de cultivo Anadido qr/1 Tedrica(*) Real(**)
Agua mar - - 1,009 1,085
mESP50 Nacl 0,0 0,504 0,562
6,0 0,696 0,756
16,0 1,013 1,076
30,0 1,466 1,522
Manitol 40,0 0,704 0,796
\ 85,0 1,014 1,065
146,5 1,450 1,320
mMESP70 Nacl 0,0 0,706 0,770
10,0 1,025 1,094
24,0 1,470 1,537
Manitol 50,0 0,996 1,091
116, 3 1,466 1,416
Glicerol 25,0 0,966 1,079
30,0 1,043 1,167
40,0 1,162 1,307
50,0 1,286 1,455
60,0 1,414 1,544
Fructosa 50,0 0,998 1,091
60,0 1,061 1,141
70,0 1,125 1,211
85,0 1,225 1,311
100,0 1,328 1,442
Glucosa 50,0 1,001 1,081
60,0 1,065 1,118
70,0 1,131 1,181
85,0 1,230 1,303
100,0 1,328 1,442
mESP100 NaCl 0,0 1,009 1,099
15,0 1,478 1,612
Manitol 73,5 1,450 1,567

S S G TR G — A T T - > ————_———_— - G—— — —— - f—— T S — o ———————— o — - —— — ————— -

(*) Weast & Astle, 1981.
(*) Valores medios de 2 medidas (DS= 0,023).
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Se estimd la osmolalidad tedrica que alcanzarian
"los medios al anadir los mismos agentes y otros, tales
como la fructosa o glucosa. La estimacidén de la osmola-
lidad se basé en las premisas:

* La osmolalidad del agua de mar de 35%. de sali-
nidad es de 1,009 Os/Kg [197].

* La osmolalidad del medio mESP es igual a 1la
osmolalidad del agua de mar + la osmolalidad de 1los
componentes afadidos en el enriquecimiento .

* Si se considera insignificante 1la aportacién
osmética de los compuestos anadidos al agua de mar en la
formulacién basica del mESP, la osmolalidad del medio
dependeria s6lo de la del agua de mar y dexla osmolali-
dad de cualquier otro agente que se le anada.

La similitud entre 1los valores de osmolalidad
teérica y real obtenida, con independencia del tipo de
agente osmético utilizado, permitié la estimacidn de la
osmolalidad del medio de cultivo, sin recurrir al valor
empirico, siempre que se conocieran las propiedades
osméticas del agente utilizado. Tales estimaciones se
realizaron cuando se anadieron al medio compuestos como

la sacarosa y glicerol a determinadas concentraciones.
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II.4. Condiciones de cultivo

II.4.1. Desinfeccién del material vegetal.

En ensayos preliminares se probaron diferentes
procedimientos de desinfeccién con Laurencia sp (Tabla.-
11.6).

Los resultados obtenidos con tales procedimientos
mostraron la necesidad de desarrollar protocolos de
desinfeccién basados en la caracterizacion de los conta-
minantes asociados a las algas con las que trabajamos,
asi como, en un conocimiento de la resistencia de 1las
mismas a diferentes agentes biocidas.

Estudio de resistencia de explantos y contaminan-

tes a diferentes procedimientos de desinfeccidn

Se usaron agentes esterilizantes como:

* Peroxido de hidrogeno (H202). (Panreac. Grado
puro) .

* Alcohol 96 (comercial).

* Hibitane (solucién comercial al 5% de biglucona-
to de clorohexidina. ICI Farma Lab.)

* Betadine (Betadine comercial al 10% de providona

yodada. Sarget Lab.)

* Hipoclorito sédico (Codex. 8% Cl activo).

También se utilizaron antibiéticos cuyas caracte-

risticas fundamentales se recogen el la tabla II.7.
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TABLA II.6. Resultados del ensayo preliminar de desin-

feccion de explantos de Laurencia sp

Procedimiento

Arrastre por
Agar al 0,8%

Hipoclorito
Sodico 1%

Alcohol 70%
1-2 segqundos

Descrito
por:

Fries, 1963
Chen y col.,
1978

Lee, 1985

Saga y col.,
1983

Efecto en
Laurencia sp

Explantos viables
inefectivo

Decoloracion y muerte
explantos

- Decoloracion y muerte

explantos
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Tales antibiodticos fueron combinados en diferentes tipos
de soluciones. Las mas utilizadas fueron las denominadas
soluciones GAN y GAP, cuyas composiciones fueron:
Solucién GAN: Ge02 0.5mg/l; ampicilina (Amp)
10mg/1;nistatina (Nis) 2mg/1.
Solucidén GAP: solucién GAN + penicilina (Pen)
0.3g/1; estreptomicina (Strep) 0.1g/1l.
Se emplearon 140 explantos terminales de cada una

de las especies Laurencia sp , G.versicolor y G.ferox,

que fueron sometidos a los procedimientos de desinfec-
cioén:

* Sonicacidn dufante 30 segundos en agua destilada
esterilizada y 1,5 minutos en agua de mar esterilizada
(dos veces).El sonicador‘era un bano de ultrasonidos
modelo S-512 Selecta, comunmente usado en éptica y mi-
croscopia para la limpieza de las lentes.

* Sonicacién + Betadine (10 y 100%) durante 7
minutos.

* Sonicacién + Betadine (10 y 100%) durante 7
minutés e incubacién durante 5 dias en soluciones GAN 6
GAP.

* Sonicacién + Hibitane (0,4 ¥y 2%) durante 7
minutos.

* Sonicacién + Hibitane (0,4 y 2%) durante 7
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minutos e incubacién durante 5 dias en soluciones GAN 6
GAP.

Se realizd un control donde los explantos no fue-
ron sometidos a ningun tipo de tratamiento de desinfec-
cion.

El numero de explantos por tratamiento fue de 10
que fueron cultivados, después de la desinfecciodn, en
medio mESP sdélido.

Después de 20 diaé en cultivo se tomaron alicuotas
del halo bacteriano que rodeaba a dos de los explantos
sometidos a cada uno de los tratamientos de desinfec-
cién. Las alicuotas fueron transferidas a medio liquido
Brain Heart (Difco). Se incubd a temperatura ambiente
durante 2-3 dias. Para separar las colonias bacterianas
se sembraron diluciones de muestras tomadas del medio
liquido, en medio sélido Brain Heart. A partir de las
colonias separadas, se procedié a la determinacién de

las bacterias que las componen siguiendo los métodos

estandard API20 E, para enterobacterias, y API20 NE para

no enterobacterias.

La tabla II.8 muestra los tipos de contaminantes
asociados a los explantos despues de la desinfeccidén con
los diferentes procedimientos descritos.

La viabilidad de los explantos, determinada en

funcién de la pigmentacién de los mismos fue muy reduci-
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TABLA II.7. Caracteristicas de los biocidas utilizados y resistencia

de las algas

Biocida Efecto
Ampilcilina bactericida
Penicilina bactericida
Estreptomicina bactericida
Panfungol fungicida
Nistatina fungicida

Ge02 antidiatomeas
Agua destilada shock osmotico
Betadine antiseéptico

Resistencia(*)de las algas
hasta concentracion de:

Laurencia sp G.versicolor G.ferox
50 mg/1 30 mg/1 50 mg/1l
500 mg/1 500 mg/1 500 mg/1l
- 100 mg/1 50 mg/1
100 mg/1 - 50 mg/l
50 mg/1l 50 mg/1 50 mg/1
10 mg/1 10 mg/1 10 mg/1
9 minutos 9 minutos 9 minutos
10% 10% 10%

(*) resistencia= minimo 20% en el %regeneracion después desinfeccion.
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TABLA II.8. Tratamientos de desinfeccion y

tipos de contaminantes asociados a los

explantos de Laurencia sp ¥y G.versicolor y G.ferox

- Laurencia sp

Procedimiento %S Contaminant.
No esterilizacion 100 NFB, Pas
Sonicacion(son) 100 Vi,H,Ps
Son+Hib0, 4% 100 H,St,Fla
Son+Hib2% 100 H
Son+Hib0, 4%+GAN 100 Ps
Son+Hib2 $+GAN 100 NFB
Son+HibO0, 4%+GAP 90 Alga
Son+Hib2%+GAP 100 Bact.
Son+Bet 10% 100 H,St,Fla
Son+Bet100% 0 H,Pa
Son+Bet10%+GAN 80% Ps
Son+Bet100%+GAN 0 Ps
Son+Bet10%+GAP 100 Alga
Son+Bet100%+GAP 0 Alga

G. versicolor G.ferox

%S Contaminant. %S Contaminant.
100 Fla,H, St 100 Vi

100 NFB,H, Vi, St 100 H, Vi, Pas
100 NFB, Pas 0 H .

100 NFB, Vi 0 H,Ps

100 NFB 0 Bact.
100 NFB 0 Alga.
100 Bact. 0 Alga.
100 Bact. 0 Alga.
100 NFB,H 0 Alga,H.
0 Bact. 0 Alga,H
100 Bact. 0 Alga

0 Bact. 0 AXENICO
0 Diato. 0 Alga

0 AXENICO 0 Alga.

$S=explantos pigmentados/Sembrados.
Bact= bacteria no identificada.

Fl= Flavobacterium odoratum.

Pa= Pasteurella pneumotropica

H= hongos

Vi= Vibrio alginolyticus

Diato.=Diatomeas
NFB= bacteria no fermentativa

St= Staphylococcus sp

Ps= Pseudomonas sp
Alga= algas filamentosas. Entre ellas
Endoderma viride y Phaeophyla sp
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da en algunos procedimientos en los que se combinan a
diferentes concentraciones 1los agentes biocidas. Se
detecta ademas que la aparicién de algas como Endoderma

viride o Phaeophyla sp coincide con la aplicacién de

tratamientos complejos de desinfeccién. (Tabla.- II.8).
Para la determinacién de la resistencia a 1los

distintos agentes por separado, se continud la experien-

cia con la desinfeccién de 360 explantos terminales de

Laurencia sp, 400 explantos estipe de Gracilaria ferox y

250 explantos estipe de Gelidium versicolor con 1los

distintos agentes por separado. El material seleccionado
fue esterilizado con agua destilada (banos de 1, 3, 5,
7, 9 minutos); Betadine (soluciones al 2, 3, 5, 7Y 10%
con 0,02% tween); H202 (0,2:; 0,3; 0,6; 1,6; 2,37 3,3 % a
partir de solucién pura al 30% de H202). Se estudidé la
resistencia del material a incubaciones dufante 5 dias
en soluciones con ampicilina ( 10, 30 y 50 mg/l); strep-
tomicina (0,05; 0,1 y 1lg/1); penicilina (0,1; 0,3 y 0,5
g/l):; Panfungol (0,05; 0,1 y 1g9/1); nistatina (10, 25 y
50 mg/l) y GeO2 (0,5; 5 y 10 mg/l).

La resistencia de los explantos fue evaluada con-
siderando si eran capaces de regenerar (minimo
considerado= 20% explantos sembrados) después de un

tratamiento de desinfeccioén. Los resultados obtenidos
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se recogen en la tabla II.7.

Tras los resultados de los ensayos preliminares,
el establecimiento de cultivos axénicos se convierte en
uno de los objetivos del trabajo.

En los enséyos para el establecimiento de cultivos
axénicos se elaboraron protocolos de desinfeccidn combi-
nando, a diferentes concentraciones, los distintos
agentes biocidas empleados en las experiencias prelimi-
nares. En los ensayos de intento de establecimiento de
cultivos axénicos se comprobd la asepsia del material,
sembrando los explantos en medio MCE, después de 1la

desinfeccidén. La composicién del medio MCE fue:

Glucosa 0,05%
Sacarosa 0,1 %
Hidrolisado de caseina 0,05%
Lactosa bacterioldgica : 0,1 %

bactopeptona 3g/1
bacto-beef 5g/1

bacto-lactosa 5g/1
mESP 100ml

El medio MCE era normalmente utilizado en forma
solidificada. Los métodos de preparacioén fueron los
mismos que para la elaboracién del medio mESP séiido. El
medio MCE sélo permitid comprobar la ausencia/presencia
de contaminantes bacterianos, fingicos y algales.

Las referencias posteriores a la asepsia de los
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explantos ("axénicos") debe entenderse como la ausencia
en la superficie del talo de tales tipos de contaminan-
tes.

Decidimos que paralelamente a los ensayos a reali-
zar para el establecimiento de cultivos asépticos de las
diferentes algas, y mientras nbfse lograra tal objetivo,
se utilizaria un método de desinfeccidén superficial que
afectara 1lo menos posible la viébilidad de los explan-
tos. El procedimiento a seguir reduciria el crecimiento
de los contaminantes durante periodo de experimentaciédn.
Se procedié a la desinfeccién superficial de los explan-
tos siguiendo el protocolo:

1) Lavado del material a sembrar durante 2 minutos
en agua destilada.

2) Sonicacién del material en agua de mar esteri-
lizada durante 1,5minutos, opéracién que se repetia 3
veces, cambiando el agua cada vez.

3) Se sumergian los explantos, durante 7 minutos,
en una solucién al 1% de Betadine en agua de mar esteri-
lizada.

4) Incubacidn del material vegetal durante 5 dias
en solucién de antibidticos GAN.

La limpieza de los explantos era reforzada ana-

diendo antibiéticos al medio de cultivo mESP. Esta va-
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}
riante del medio de cultivo se preparaba anadiendo 1los

antibiéticos a partir de una solucidén madre, cuya compo-

sicién es la que se expresa en la tabla II.9.

75

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Tabla II.9. Solucién madre de antibiéticos ahadidos al medio mESP

Antibiotico Peso sol. madre Peso medio mESP
Ampicilina 500 mg _ 10 mg
Nistatina 100 mg 2 mg
Dioxido

Germanio

GeO2 25 mg 0.5 mg

Agua 100 ml Agua mar 1000 ml mESP
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La concentracidén de antibidéticos en el medio de
cultivo, era igual a la de la solucidn de incubaciédn
GAN, y se obtenia anadiendo 2 ml de la solucidén madre de
antibiéticos por litro de mESP. La adicién de antibioti-
cos al medio de cultivo se realizaba éntes de dispensar
el medio, si era sélido, o directamente sobre los reci-
pientes de cultivo con medio liquido autoclavado. En
cualquier caso, la operacién se realizaba cuando el
medio de cultivo habia alcanzado la temperatura ambien-
tal.

En la mayof parte de los ensayos realizados se
practicé el procedimiento de desinfeccidn descrito, por
lo que tal circunstancia no serd recogida en la descrip-
cién del disefio experimental de los diferentes ensayos.
Sélo se hard mencién al método de desinfeccidn utilizado
en 1los casos en que los explantos hubiesen sido someti-
dos a otro procedimiento diferente al senalado (ensayos
para el establecimiento de cultivos axénicos, de redes-

infeccidén de callcs, etc.)

IT.4.2. Metodologia y régimen de cultivo

Las operaciones de siembra fueron realizadas en
condiciones asépticas, aunque las condiciones de cultivo
no lo fueran. Para tal fin se trabajaba en camara de

flujo laminar.
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El material de laboratorio usado en la siembra era
esterilizado antes de ser utilizado con paso por auto-
clave o con flameado en alcohol en el interior de 1la
camara de flujo.

El material vegetal sembrado fue mantenido durante
el periodo de experimentacidén en la camara de cultivo é
22+ 2 C y 27pE m-2 s-1 de irradiacién de amplio espectro
emitida por tubos fluorescentes Silvania Grolux. E1
fotoperiodo fue regulado a 18horas luz: 6 horas oscuri-
dad.

El material en cultivo era transferido a medio de
cultivo nuevo con una periodicidad variable seqin el
ensayo, pero cominmente de 15 dias.

De acuerdo con las recienteé normas de la Tissue
Culture Association (TCA) [174] para el uso de los
términos mds comunes en cultivo de tejidos, utilizaremos
el término "recultivo" para sefialar la transferencia de
todo el material sembrado a nuevo medio. Denominaremos
"subcultivo" a la transferencia en la que el material

era subdividido antes de pasar a medio de cultivo nuevo.
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IT.5. Estudio histolégico

Se realizaron estudios histologicos de 1la es-

tructura de los tipos de regeneraciodn aparecidas en

cultivo de Laurencia sp, Gracilaria ferox, Gelidium

versicolor Yy Grateloupia doryphora.

Los métodos fijacién, inclusidén, corte y tincioén
fueron: |
Fijacioén

Se sumergia material vegetal durante 4 horas a
temperaturé ambiente en una solucién al 2,5% de glu-
taraldehido en tampén cacodilato sdédico 0,1M ; 0,6M NacCl
a pH 7,4. El procedimiento continuaba con 2 lavados, de
30 minutos cada uno, con agitacién periédica de 1las
muestras en la misma solucién anterior sin glutaraldehi-
do.

| Lasi muestras se almacenaban en tampén cacodilato-
sodico 0,1M; 0,6M NaCl.

Antes de la inclusién, ‘se sumergia el material
durante 30 minutos en tampon cacodilato sédico 0,1M, sin
NaCl y sin glutaraldehido a pH 7,4.

Para microscopia electrénica se ahadia al procedi-
miento general, después del glutaraldehido, un paso de
postfijacion en una solucién al 2% de tetroxido de osmio

en tampén cacodilato sédico 0,1M a pH 7,4. La fijaciodn
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acaba con tres lavados, de 10 minutos cada uno, en
tampén cacodilato sédico 0,1M, pH 7,4. Las muestras
quedaban almacenadas en esta misma solucién a 4C, hasta
su inclusién.

Inclusiodn

El material fijado fue incluido en dos tipos de
soporte, parafina y, para la obtencién de cortes semifi-
nos y ultrafinos, en plastico o resina Epon.

La inclusién en parafina se realizaba previa des-
hidratacién del tejido en una serie alcoholica/al 70%,
90% y 100%, con dos banos de 1 hora en cada uno de los
tipos de alcohol, para finalizar con un bano de 10
minutos en etanol-benceno 1:1, y otro, de 20 minutos, en
benceno puro.

La inclusidn en parafina se continué con tres
banos de 2 horas cada uno en parafina liquida , hasta la
obtencién de un blogue a partir del que se obtenian los
cortes histolégicos.

Para la inclusién en resina, se comenzaba también
por la deshidratacién del tejido en una serie alcoholi-
ca, con banos de 10 minutos en etanol 20%, 50%, 70%,
90%, 96%, Yy dos banos de 20 minutos en etanol 100. Se
sumergia el material deshidratado en oxido de propileno
durante 20 minutos (dos veces) vy, posteriormente, en

oxido de propileno-Epon 1:1, durante 3 horas.
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El proceso terminaba con un bano de 12 a 24 horas
en Epon Yy el endurecimiento de la resina durante 24
horas a 40 C y otras 24 a 60 C.

Corte y tincidn

Con las muestras incluidas en parafina se obtuvie-
ron secciones de 6um de grosor, en microtomo R.Jung. Los
cortes se mantuvieron en estufa al menos 24 horas,
eliminando la parafina con un bano de xilol de 5 minutos
o por calentamiento a 60 C.

La hidratacién del tejido se realizd con bahos de
5 minutos en etanol 100%, 90% y de 10 minutos en etanol
70%. Se utilizaron como colorantes: a) azul de tolouidi~
na al 1% en 1% solucidén acuosa de Borax; b) hematoxilina
(0,2% en, agua de una solucidén alcohdlica al 10% de
hematoxiliné); c) azul alcian ( 0.1% de azul alcian en
agua) .

Para la obtencidén de preparaciones permanentes, el
material tenido era deshidratado con un lavado de 5
minutos en etanol 70% y 90%, y dos lavados, de 5 minutos
cada uno, en etanol 100 y xilol. La preparacién se
sellaba con balsamo (EUKITT).

El material incluido en resina permitié la obten-
cién de cortes semifinos, wutilizados para microscopia

6ptica, y ultrafinos usados para microscopia electrodnica
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de transmisién. La seccidén del material fue realizada en
ultramicrotomo Om U3 Reichert.

Los cortes semifinos fueron tefiidos, sin desplas-
tificar, con azul de tolouidina.

Los cortes ultrafinos (400 A) se montaron en las
rejillas y se observaron en un microscopio electrénico
de transmision Philips EM 301, usando pelicula Negfapan
21 para las fotografias.

Microscopia electrénica de barrido

A partir de varias muestras de formas de crecimien-

to en cultivo de Grateloupia doryphora se obtuvieron

imagenes en un microscopio electrénico de barrido modelo
SuperIII AK marca ICI. Se obtuvieron fotografias con

pelicula Hilford HP5.

II.6. Indices de crecimiento y desarrollo.

En cultivo de tejidos de plantas superiores se han
utilizado diversos indices con los que se puede contro-
lar y cuantificar el crecimiento del material en culti-
vo. La utilizacién de un indice u otro depende del tipo
de crecimiento gque se quiera caracterizar. Asi, son
validos indices como el incremento en peso fresco o seco
para cuantificar crecimiento de un callo o el recuento
del numero de yemés para expresar el valor de la morfo-

génesis obtenida en cultivo [46].
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Atendiendo a las caracteristicas del material con
el que trabajamos y los objetivos planteados, se eligie-
ron diferentes indices con los que medir tanto, el tipo
de respuesta obtenida a partir de explantos extraidos de
la planta madre, como el crecimiento y patrén de desa-
rrollo que seguian tales respuestas en cultivo.

Para 1la cuantificacidén del crecimiento y desarro-
llo de 1los explantos extraidos de la planta madre se
utilizaron los indices:

%Regeneraciéh: Numero de explantos regenerantes/ Total
explantos sembrados

%¥Callo: Numero de explantos que forman callo/ Total
explantos sembrados

%Yema: Numero de explantos que forman yemas/ Total
explantos sembrados.

Para la aplicacién de los indices se considerd
regeneracién a cualquier estructura de neoformacidon que
surgia del explanto. Si macfoscépicamente tal regenera-
cién tenia aspecto organizado, comunmente en forma de
fase inicial de desarrollo de una nueva rama del talo,
era considerada como yema. Si, por el contrario, el
aspecto de la regeneracidén emitida por el explanto cons-
tituia una pérdida de la morfologia normal del mismo,
apreciandose cierto grado de desorganizacidén, era consi-

derada como callo.
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La cuantificacién del crecimiento posterior de las

respuestas obtenidas en cultivo, debido a las caracte-
risticas del mismo, se basé en la capacidad morfogenéti-
ca (cuantificacién de la emision de yemas). Para ello se
utilizaron indices , ya usados por otros autores, como:
Numero de yemas/ Numero explantos sembrados [27, 109].
Este indice se uso para medir la morfogénesis tanto de
callos como de explantos, expresandose en cada caso
dependiendo del material utilizado. La abreviatura para
este indice sera Y/S..
Nimero de yemas/ Numero de callos morfogenéticos o in-
dice morfogenético de Kurtz & Lineberger (1983), que fue
utilizado tal cual, o con una variacién que consistidé en
la expresién del mismo por explanto morfogenético en el
caso de que el material vegetal sembrado no fueran
callos, sino explantos. La abreviatura para este indice
sera IM.

cuando el tamafo de los explantos o de las es-
tructuras regeneradas lo permitid, se controld su creci-
mientq atendiendo a la variacién en peso fresco o lon-

gitud.
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II.7. Cultivo de Tejidos de Laurencia sp.

II.7.1. Ensayos para el establecimiento de cultivos

axénicos

partiendo de 1los resultados obtenidos en las
experiencias preliminares de caracterizacién de contami-
nates y resistencia de las algas a los distintos agentes
biocidas, se utilizaron dos procedimientos de desinfec-

cién, de alta y baja concentracién, que consistieron en:

* Limpieza mecadnica de los explantos, bajo lupa y
con pincel

* Lavado de los explantos en agua destilada (20
explantos por cada 50 ml de agua) durante 5 a 9 minutos.

* Sonicacién (20 explantos por 50 ml de agua de
mar) tres veces durante 1,5 minutos, cambiando el agua
cada vez.

La desinfeccién finalizaba con la incubacion en
betadine y soluciones de antibidticos cuyas concentra-
ciones fueron: |

Procedimiento de baja concentracién:

*Betadine al 5% (_0,02% Tween 80) en agua de mar
durante 7 minutos.

* Incubacion durante 5 dias de los explantos en 10
ml de solucién antibidtica compuesta de ampicilina (30

mg/1l); nistatina (25mg/1); penicilina (0,3g/1) y GeO2 (5
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mg/l) en agua de mar.
Procedimiento de alta concentracién:

* Betadine al 10% (0,02% Tween 80) en agua de mar
durante 9 minutos.

xIncubacién durante 5 dias en 10 ml de solucién
antibiética compuesta de ampicilina (50mg/1), nistatina
(50 mg/l), penicilina (0,5 g/1) y GeO2 (10 mg/l) en agua
de mar.

Se desinfectaron superficialmente siguiendo 1los
dos procedimientos anteriomente sefialados 100 explantos
cilindro de dos tamafios 0,2 y 0,5 cm (50 explantos de
cada tamafo). Se realizaron controles sin desinfeccidn
(10 explantos de cada tamafio) . Se controldé el desarro-
llo y tipo de contaminantes crecidos en medio de control
de 1la esterilidad (MCE), donde fueron sembrados 1los
explantos inmediatamente después de la desinfeccidén y
donde permanecieron durante 7 dias, para posteriormente
pasar a medio mESP hasta los 30 dias.

I1.7.2. Crecimiento y desarrollo del explanto.

Influencia del tipo de explanto

Se recolectaron talos durante los meses de Febre-
ro-Abril. Dos horas después de la recogida, se extraje-
ron a partir del talo, tres tipos diferentes de explan-

tos:
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1) Explantos terminales: 567 explantos de 1los
cuales 426 procedian de ramas largas ampliamente rami-
ficadas y 141 procedian dé ramas cortas, escasamente
ramificadas que surgian directamente de la =zona de
fijacién.

2) Explantos estipe: 24 explantos.

3) Explantos anclaje: 23 explantos.

Se sembraron 10 explantos "terminales"™ de rama
larga en medio liquido mESP . El resto de los explantos
fueron sembrados en medio mESP sdélido.

Los explantos se recultivaron cada 15 dias, excep-
to 101 explantos terminales de rama larga que no fueron
recultivados durante los 45 dias que durd la experiencia.

Los resultados obtenidos fueron evaluados
siguiendo los indices: %Regeneracidén, %Callo y %Yema. Se
controlé 1la localizacidén de las diferentes estructuras
regeneradas en el explanto '"terminal", distinguiendose
la regeneracioén de la zona proximal y distal de la que
tenia 1lugar a largo del explanto. Se realizé el
estudio histolégico de diferentes tipos de estructuras

regenerativas.
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Efecto de 1la adicioén al medio de cultivo de factores

reguladores del crecimiento en vegetales superiores

Este ensayo fue realizado con material reco-
lectado durante el mes de Diciembre. Dos horas después
de 1la recoleccién se separaron 180 explantos “termi-
nales" que fueron sembrados en medio mESP sélido al que
se habian anadido KIN, BA y 2,4-D a concentraciones de 2
y 5 mg/l de cada una. Se realizdé un control sin regula-
dores de crecimiento.

El nimero de explantos fue de 30 por trata-
mienté. Se sembraron también 30 explantos en mESP con
5mg/1 de naftenato sédico.

Al término de la experiencia se evaluaron 1los
indices: %Regeneracién, %Callo y %Yema. Se controld la
aparicién de estructuras regenerantes diferentes a las

cominmente detectadas en cultivo.

Efecto de la adicidén de extractos algales al medio de

cultivo mESP

Se realizaron dos ensayos en los que se afadieron
al medio de cultivo diferentes tipos y concentraciones
de extractos del alga Laurencia sp.

La primera experiencia fue realizada con material

vegetal recolectado durante los meses de Septiembre vy
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Octubre. Dos horas después de la recoleccién se extraje-
ron 1001 explantos "terminales" que fueron sembrados en
medio mESP .sélido al que se habia anadido diferentes
cantidades de los distintos extractos.

Se ensayaron los efectos de extractos ‘lipofilico
(12,5: 6,25; 2,5; 1,25 y 0,625 ml/1 de mESP) hidrofilico
y acuoso (12,5; 6,25; 2,5; 1,25; 0,625 y 0,25 ml/l de
mESP). Del extracto seco se anhadieron 500; 250; 100; 50
Y 25 mg por litro de mESP. Se sembraron 30 a 45 ex-
plantos por tratamiento con ensayos control sin la
adicién de extractos (26-30 explantos).

Los explantos fueron recultivados cada 15 dias. A
los 45 dias se evaluaron 1los indices: $%Regeneracién,
$Callo y % Yema obtenidos en los diferentes extractos y
concentraciones. Los resultados se expresaron como
porcentajes de los obtenidos en los ensayos control sin
extracto.

En el segundo ensayo de extractos se utiliza-
ron 480 explantos "cilindro" extraidos, después de la
desinfeccién, de explantos terminales de talos recolec-
tados durante el mes de Febrero.

Los explantos fueron sembrados en medio mESP soli-
do, al gque se habian anadido 12,5; 1,25; 0,25 Yy
0,025m1/1 de medio de cultivo de extractos Lipofilicos,

Hidrofilico y Acuoso. Del extracto seco se afadieron
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250, 50 y 10 mg/l de medio de cultivo. Se sembraron 30
explantos por tratamiento con un ensayo control sin
extréctos.

Los explantos fueron recultivados cada 15 dias
durante los 45 dias que durd la experiencia.

Los resultados fueron evaluados siguiendo 1los
indices: %Callo, y como medida de la moffogénesis se
utilizé el indice Nimero de yemas /Numero de explantos
sembrados. Se controlé la polaridad en la regeneracion
del callo entre las zonas proximal y distal del explanto

"cilindro".

Efecto del potencial hidrico del medio de cultivo

El material vegetal para la realizacidén de esta
experiencia fue recolectado entre los meses de Noviembre
Y Febrero. A partir de explantos "terminales" se ex-
trajeron, después de la desinfeccidén, explantos "cilin-
dro" que fue el material utilizado en esta experiencia .

Se estudidé por separado el efecto del componente
osmético y matricial del poténcial hidrico. El potencial
osmético fue ajustado por incremento en la concentracion
del NacCl del medio de cultivo y la dilucién, con agua
destilada, del agua de mar. El efecto especifico del

NaCl se controldé con la adicién de manitol hasta que el
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medio de cultivo alcanzara la misma osmolalidad. (Tabla
IT.10). En los distintos tratamientos de osmolalidad se
mantuvo constante la concentracioén de agar del medio (8
g/l).

El potencial matriciai del medio de cultivo se
regulé variando la concentracidén de agar (Deberg, 1981;
1983) entre 3, 8 y 15 g/1 de medio. La osmolalidad de
estos medios fue de 1,0 Os/kg.

La variabilidad en la formacidén de callo en expe-
riencias con nimero pequefio de'muestra (10 explantos),
fijé en 195 la cantidad minima de explantos por trata-
miento, para tener un 85% de certeza al 5% de significa;
cién.

Se utilizaron, por tanto, 195 explantos por trata-
miento de osmolalidad y conceﬁtracién de agar, con con-
troles - de 1la variabilidad estacional del material
veget;I mediante la siembra en mESP100 de 195 explantos.

El tiempo de experimentacion fue de 30 dias, con
recultivo cada 15, al final del cual se evaluaron 165
indices: %Regeneraciodén, %Callo y %Yema. Los resultados
se expresaron como porcentajes de los obtenidos en 1los
ensayos control de la variabilidad estacional.

Se controlé 1la polaridad en la regeneracién de

callo y yema de los explantos.
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TABLA II. 10.0smolalidades y tipos de medio de cultivo
utilizados en el ensayo del efecto del poten-
cial osmotico sobre la regeneracion,

. Medio de Numero de
Osmolalidad (Os/kg) Cultivo Explantes
0,5 ~mESP50 195

0,7 mESP50+6g/1NaCl "
ESP50+40g/1Manitol "
mESP70 "

1,0 mESP50+16g/1NaCl "
mESP50+85g/1Manitol "
mESP70+10g/1NaCl "
mESP70+50g/Manitol "
mESp100 "

1,5 mESP50+30g/1NacCl "
mESP50+146, 5g/1Manitol "
mESP70+24g/1NaCl "
mESP70+116, 3g/1Manitol "
mESP100+15g/1NaCl "
mESP100+73, 5g/1Manitol "
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IT.7.3. Crecimiento del callo y morfogénesis

Caracterizacidén del crecimiento de los callos

Se utilizaron 141 callos formados en zonas de
corte proximal de explantos terminales. El material de
partida, aunque denominado callo, poseia, en este ensayo
y en los posteriores, una porcioén del explanto “termi-
nal'".

Los callos, inicialmente morfogenéticos y no mor-
fogenéticos fueron sembrados en medio mESP sélido. E1l
tamano del callo permitié la siembra de hasta 21 callos
por placa de Petri.

Después de 15 dias en cultivo se evalué el numero
de callos morfogenéticos y no(morfogenéticos, con con-
trol de la morfogenesis en base a los indices Numero de
yemas/Numero de callos sembrad;s y Numero de'yemas/Nﬁme-

ro de callos morfogenéticos.

Efecto de los requladores de crecimiento vegetal.

Se utilizaron callos formados en la zona proximal
de explantos "terminales" crecidos en mESP sdélido.

Se sembraron 24 callos en medio de cultivo mESP
con 5; 10 y 15 mg/l de 2,4-D. Se realizo un control de 7
callos en medio mESP sin regulador. Se coﬁtrolé el

numero inicial y final de callos morfogenéticos, expre-
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sandose los resultados obtenidos en funcién de los in-
dices: Numero de yemas/Numero de callos sembrados Yy
Numero de yemas /Numero de callos morfogenéticos.

Se cultivaron 62 callos en medio de cultivo mESP
al que se habia anadido cantidades de 2 y 10 mg/l de
KIN. Se realizé un control sembrando callos en mESP
carente de regulador. Se estudié también el efecto del
naftenato sédico, sembrando 11 callos en medio de culti-
vo con 5mg/1l.

A los 30 dias en cultivo (recultivo cada 15
dias), se evaluaron los resultados.obtenidos siguiendo
la evolucién de los indices: Numero de yemas/ Numero de
callos sembrados y Numero de yemas /Numero de callos

morfogenéticos

Efecto de la concentracién de agar en el medio de culti-

vo

Se cultivaron 8 callos por tratamiento en medio de
cultivo mESP solidifiéado con cantidades de 3 y 8 g/1 de
agar. A los 15 dias se evaluaron los resultados

siguiendo la evolucién del indice Niumero de yemas /Nume-

ro de callos sembrados.
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I1.7.4. Cultivo de callos en medio mESP liquido.

Se utilizaron 303 callos aislados de explantos
"terminal".

Antes del recultivo a medio liquido, 1los callos
fueron desinfectados superficialmente empleando diferen-
tes modificaciones de 1los métodos descritos para el
explanto inicial. Asi:

* Se limpiaron y desinfectaron con sonicacién (3
veces, 1,5 minutos cada vez) y Betadiné al 1% (7 mi-
nutos) 60 callos.

* Se desinfectaron con sonicacién +Betadine, en
las mismas condiciones anteriores que fueron ampliadas
con una incubacién durante 5 dias en solucién GAN 84
callos.

* Se incubaron durante 5 dias en solucién de
antibiéticos GAP 61 callos.

* Se desinfectaron siguiendo el procedimiento de
baja concentracién 20 callos.

*+ Se sembraron directamente sin desinfeccién 78
callos.

Inicialmente los callos fueron sembrados en placas
de Petri con 20ml de mESP liquido (7 dias), para pos-
teriormente pasar a botellones con 200 ml de medio de
cultivo, donde fueron recultivados cada 15 dias. Se

sembraron 10 callos por placa,y botelldn.
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Los resultados son expresados a los 15 dias, 30 Yy
80 dias en cultivo.

Se controlé cualitativamente y cuantitativamente

(peso fresco ) el crecimiento de los callos.
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11.8.Cultivo de tejidos de Gelidium versicolor, Geli-

dium arbuscula y Gracilaria ferox.

II.8.1. Ensayos para el establecimiento de cultivos

axénicos.

Gelidium versicolor

Se desinfectaron un total de 82 explantos "estipe",
39 explantos de 0,2 cm y 35 explantos de cm, siguiendo
los procedimientos de baja y alta concentracién utiliza-
dos con Laurencia sp ,” con controles sin desinfeccidn (8
explantos). Se analizé el desarrollo y tipo de contami-
nante en medio de control de la esterilidad (MCE), donde
fueron sembrados los explantos inmediatamente después de
la desinfeccién y donde permanecieron durante 7 dias,
para posteriormente pasar a medio mESP hasta los 30
dias.
En un ensayo posterior se esterilizaron 14 explan-

tos "estipe" de 0,5cm de longitud de G.versicolor, si-

guiendo el procedimiento de baja concentracién. Después
de 1la esterilizacioén los explantos fueron sembrados en
medio mESP con una concentracidn de v;taminas 10 veces
superior a la normal. Se controld el crecimiento y tipo
de contaminantes desarrollados a los 30 dias de 1la
desinfeccidn.

Se desinfectaron superficialmente siguiendo el
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procedimiento de 'baja concentracién 60 explantos
"rizoide". Se siguid el desarrollo y tipo de
contaminantes en medios MCE y mESP, donde fueron
sembrados los explantos después de la desinfeccidn.

Gelidium arbuscula

Se desinfectaron superficialmente 22 explantos
"rizoide" siguiendo el procedimiento de baja concentra-
cién. Se siguié el desarrollo y tipo de contaminante en
medios MCE y mESP, donde fueron sembrados los explantos

después de la desinfeccion.

Gracilaria ferox

AN

Se desinfectaron 20 explantos "estipe" siguiendo
el procedimiento de baja concentracioén, con controles
sin desinfeccién. Después de la desinfeccidén se siguid
el desarrollo de contaminantes en medio MCE, durante los

7 primeros dias, y en mESP hasta los 30 dias.

I1.8.2. Crecimiento y desarrollo del explanto.

Influencia del tipo de explanto.

El material vegetal para la realizacidén de este
ensayo fue recolectado durante el mes de Febrero. Dos
horas después de la recoleccidén se extrajeron: 60 ex-

plantos de G.versicolor (30 terminales y 30 estipe), 30

de G. arbuscula (15 terminal y 15 estipe) y 68 de G.fe-
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rox (38 terminales y 30 estipe).

Los explantos se sembraron en medio mESP
realizandose recultivos cada 15 dias. A los 30 dias se
evaluaron los resultados siguiendo 1los indices :
%Regeneracién, %$Callo y %Yema.

Se realizé el estudid histolégico de las diferen-

tes formas de regeneracidén y crecimiento desorganizado.

Efecto del potencial hidrico del medio de cultivo

sobre la regeneracidén de G.versicolor

Esta experiencia fue realizada con material reco-
lectado entre 1los meses de Noviembre y Febrero. Dos
horas después de la recoleccion se extrajeron explantos
"estipe" que fueron sembrados en la gama de medios con
distintas osmolalidades y potencial matricial utilizados
en el ensayo con Laurencia sp (Tabla.- II.10). Se
controld la variabilidad estacional del material vegetal
mediante la siembré de 195 explantos en medio mESP100.

A 1los 15 dias de cultivo se evaluaron los indices
%Regeneracion, %$Callo y %Yema. Los resultados se
expresaron como porcentajes de los valores obtenidos en

los ensayos de control de la variabilidad estacional.

S8

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



11.9. Cultivo de tejidos de Grateloupia doryphora.

'I1.9.1. Ensayos para el establecimiento de cultivos

axénicos.

Los explantos "disco" se desinfectaron superfi-
cialmente con los procedimientos de baja concentracion
(80 explantos) y alta concentracién (34 explantos), con
variantes sin Betadine (15 explantos) y sin incubacién
(8 explantos). Se realizé un control sin desinfeccién (5
explantos).

Se siguié el desarrollo y tipo de contaminantes en
medio MCE durante 7 dias y en mESP hasta los 30 dias.

A los 30 dias se evalué el crecimiento de 1los
explantos no contaminados siguiendo los indices %Regene-

racién, %Callo y %Yema.

II.9.2. Crecimiento y desarrollo del explanto.

.Se cultivaron 28 explantos "disco", extraidos de
talos recolectados durante el mes de Septiembre que
fueron sembrados en medio mESP tras 1los tratamientos

habituales de desinfecciodn.

A los 30 dias en cultivo se evaluaron los resulta-
dos obtenidos siguiendo los indices %Regeneracién, %Ca-

llo y %Yema.

Se realizé el estudio histoldégico de las

99

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



diferentes formas de regeneracién y <crecimiento

desorganizado.

Efecto del potencial hidrico del medio de cultivo.

Se relizaron dos experiencias para el estudio del
efecto del potencial hidrico del medioc de cultivo sobre

la regeneracién de G.doryphora.

En el primer ensayo se cultivaron explantos
"disco" en la gama de medios de cultivo con diferentes
osmolalidades y potencial matricial utilizados con

Laurencia sp y Gelidium versicolor (Tabla.- II.10). Se

realizaron controles de la variabilidad estacional del
material vegetal sembrando 195 explantos en medio
mESP100.

A los 15 dias en cultivo se evaluaron los resulta-
dos siguiendo los indices %Regeneracion, %Callo y %Yema.
Los résultados fueron expresados como porcentajes de los
valores obtenidos en 1los ensayos control de la
variabilidad estacional.

El segundo ensayo se realizo para comprobar 1las
posibles diferencias en el comportamiento del alga

generadas por el agente osmotico wutilizado. En este

ensayo la osmolalidad del
la dilucidén del agua de

como agente osmoéticamente

medio de cultivo se ajusté con
mar y la adicién de glicerol

activo. El material vegetal en
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este ensayo fueron explantos "semicirculo" extraidos de
explantos "disco" cultivados asépticamente en mESP.

' Se cultivaron un total de 50 explantos en medios
con osmolalidades (Os/Kg) de 0,7 (mESP70), 1,0 (mESP70 +
2,5% glicerol, mESP100) y 1,5 (mESP70 + 7,5% glicerol,
mESP100 + 4,5% glicerol).

A los 20 dias en cultivo se evaluaron los
resultados siguiendo 1los indices %Yemas, Yy Numero de
yemas/Nimero de explantos sembrados Yy Numero de
yemas/Numero de explantos morfogenéticos.

A continuacién se recultivaron los explantos en
medios con 1,5 Os/Kg (mESP70 + 7,5% glicerol y mESP100 +
4,5% glicerol) a medio con 1,0 Os/Kg (mESP70 + 2,5%
glicerol). A los 20 dias del recultivo se evaluaron los
resultados siguiendo los indices descritos anteriormen-

te.

Efecto del potencial matricial del medio mESP 70

2,5% glicerol

Se cultivaron 15 explantos "semicirculo" por tra-
tamiento en medio mESP 70 + 2,5% glicercl con 3, 8 y 15
g/l de agar.

A los 20 dias en cultivo se evaluaron los
resultados siguiendo 1los indices %Yema, Numero de

yemas/Numero de explantos sembrados y Numero de
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yemas/Numero de explantos morfogenéticos.

Efecto comparativo de la adicién de sacarosa y glicerol

al medio de cultivo

Se émplearoﬁ 61 explantos "semicirculo" extraidos
a partir de explantos "disco" cultivados asépticamente
en medio mESP durante 30 dias. Los explantos se cultiva-
ron en medio mESP 70 con sacarosa al 9% (23 explantos) y
glicerol al 2,5% (14 explantos), 1isoosméticos con el
medio mESP 100 en el que se sembraron 24 explantos.

A los 12 dias en cultivo se evaluaron los
resultados siguiendo 1los indices %Yemas, Numero de
yemas/Nimero de explantos sembrados Yy Numero de
Yemas/Nimero de explantos morfogenéticos.

A los 20 dias se recultivaron los explantos en
medios mESP100 y mESP70 + 9% sacarosa a medio mESP70 +
2,5%glicerol volviéndose a evaluar los mismos indices

a los 20 dias del recultivo.

Regeneracién a partir de células libres.

El estudio de la regeneracidén de células 1libres
en cultivo se realizé partiendo de dos tipos celulares

distintos:
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Crecimiento y regeneracién de carposporas

Las carposporas fueron recolectadas de la super-
ficie de explantos "disco" de gametofito cultivados
durante 30 dias en medio mESP100 sin bacterias pero con
endofitos. |

Las esporas se recogieron con una lanceta metdlica
flameada en alcohol y se sembraron en mESP70 + 2,5%
glicerol. Durante la siembra se separaron, en la medida
de lo posible, las esporas de los filamentos del endofi-
to.

Se realizaron controles de crecimiento a los 15,
25 y 50 dias de la implantacién en el medio, sin hacer
recultivo del material.

A los 25 dias se recultivaron 4 masas celulares
formadas por las esporas en medio sélido, al mismo medio
mESP70 2,5% glicerol liquido. Se mantuvieron en agité-
cién orbital a 1000 r.p.m., controlandose las caracte-
risticas del crecimiento y desarrollo de estas masas
celulares a los 15 y 50 dias.

Se realizé el estudio histolégico de 1las es-

tructuras regeneradas por las carpoesporas.

Crecimiento y regeneraciodén de células aisladas enzima-

ticamente del talo

El material de partida fue 75 mg de peso fresco,
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de talos de alga regenerada en medio mESP70 + 2,5%
glicerol. El material se sometié a una digestidén en 3
,ml. de mESP70 + 2,5% glicerol a pH 6.0 con 0.3% celulasa
Yy 0,15% agarasa. La digestidén transcurrié en agitacién a
70 r.p.m. durante 2,5 horas.

Después de la digestidon el material fue homogenei-
zado manualmente y doblemente filtrado por mallas de 170
gm 100 um de tamano de poro. El material vegetal rete-
nido por la primera malla fue devuelto a la solucién de
digestion, prolongandose la mismé hasta las 6 horas.

La malla de 100 um junto con el material retenido,
fue cultivada en medio mESP70 + 2,5% glicerol sélido a
pH normal (7.8).

El 1liquido filtrado a través de la malla de 100
pm, previsiblemente contenia células o agregados ce-
lulares, por lo que fue centrifugado a 100 g dufante 5
minutos. Se decanté el sobrenadante y se resuspendié el
sedimento en 3ml de mESP 70 2,5% glicerol pH 7.8. Se
tomaron volumenes para sembrar en medio liquido mESP70
con glicerol ,1ml / 50 ml de medio, ( dos repeticiones),
una alicuota para recuento celular en camara de contaje,
Y el resto, aproximadamete 1ml, se cultivo en medio
s6lido con glicerol. Todas las operaciones fueron reali-

zadas en el interior de la cédmara de flujo laminar y se
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repitieron a las 6 horas de digestiodn.
Se controlé peridédicamente el crecimiento en medio

sélido y liquido.

IT.9.3. Histologia y control del crecimiento gemario

Caracteristicas del crecimiento en medio de culti-

vo mESP70 112,5% glicerol

Se realizé un estudio histolégico de la
regeneracién de los explantos "semicirculo".

Se extrajeron yemas regeneradas en medio mESP por
explantos disco asépticos y se cultivaron en medios
mESP70 + 2,5% glicerol y mESP. A los 30 dias se
evaluaron los resultados siguiendo el desarrollo y 1la

elongacion de las yemas.

Se utilizaron 30 explantos "semicirculo", extraidos

de explantos "disco" cultivados asépticamente en medio
mESP70 +2,5% glicerol, de 1los cuales 15 explantos
fueron cultivados en condiciones de oscuridad y 1los
otros 15 en las condiciones habituales de iluminaciodn.

A los 20 dias se transfirieron a luz los cultiva-
dos en en oscuridad, comprobandose el efecto a los 20

dias de la transferencia siguiendo los indices Numero de
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yemas/Numero de explantos sembrados Yy Nuimero de

-yemas/Numero de explantos morfogenéticos.

11.9.5. Crecimiento y desarrollo en medio liquido

Se tomaron 12 explantos crecidos en medio sdélido
mESP70-2,5% glicerol y se subcultivaron en medios liqui-
dos mESP100 y mESP70-2,5% glicerol. Se sembraron 3 ex-
plantos en 50 ml de medio de cultivo en agitacién
orbital a 1000 r.p.m.

Los explantos fueron recultivados cada 15 dias,
tomandose medidas del peso fresco , en balanza analiti-
ca. Los resultados se expresan en peso fresco por frasco

a los 15, 30 y 45 dias.
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III. RESULTADOS

III.1 . Cultivo de tejidos de Laurencia sp

III.1.1. Ensayos para el establecimiento de cultivos

axénicos

Independiéntemente del tipo de tratamiento y del
tamafio de los explantos, estos permanecieron libres de
contaminantes durante un periodo de 15 dias (7 en medio
MCE y 7 en medio mESP) con una efectividad de los trata-
mientos del 90%. Posteriormente se detecté la presencia
‘de halos bacterianos de morfologia y pigmentacién, nor-
malmente uniforme en un mismo explanto, aunque variable
entre los distintos explantos sembrados.

la contaminacién bacteriana iba acompanada por 1la
de algas filamentosas sobre la superficie del explanto.

A los 30 dias los expléntos estaban totalmente
cubiertos por los contaminantés. Los sometidos al proce-
dimiento de baja concentracién, que habian permanecido
pigmentados, se decoloraron y murieron. Los desinfecta-
dos segun el procedimiento_de alta concentracién se
depigmentaron inmediatamente después de la desinfeccién.

Los explantos no desinfectados mostraron un alto

grado de contaminacién bacteriana a los 3-4 dias de

sembrados en medio MCE.
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IT1T.1.2. Crecimiento y desarrollo del explanto.

Influencia del tipo de explanto.

., Los valores mas altos del %Regeneracion se obser-
varon en los explantos "terminales" (50%), menor en los
explantos ""estipe"" (37%) , mientras que los explantos
"anclaje" no regeneraron (Tabla III.1). Los explantos
"terminales" se decoloraron progresivamente, quedando
coloreada al final del ensayo sélo la estructura regene-
' rada. Los explantos "estipe" y "anclaje" permanecieron
pigmentados durante toda la experiencia.

Los explantos "terminales" regeneraron en

mayor medida callo (35%) que yemas (14%) (Tabla III.1).

El callo se produce en igual medida en el &pice distal

que en la zona de corte proximal del mismo, pudiendo

coexistir ambas en un mismo explanto regenerante. La

regenéracién de yemas es preferencialmente distal (78%
de los regenerantes yemas).

Los explantos "estipe" regeneraron en mayor medida

yemas (33%) que callo (4%). Emitieron yemas en las zonas

de corte y sobre la superficie del explanto.

Variabilidad dentro de un mismo tipo de explanto.

Los explantos "terminales" de rama corta se

decoloraron a los pocos dias de la siembra en mESP, no
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regenerando en cultivo (Tabla III.1).

Se observé un %Regeneracioén del 37% en 1los ex-
ﬁlantos "terminales" no recultivados, frente al 50% de
los explantos "terminales" recultivados. No se detecta-
ron diferencias en la regeneracion de callo y yemas en
los explantos "terminales" no recultivados (%Callo =
$Yema = 17%).

Las yemas regeneradas por los explantos "termi-
nales" no recultivados se elongaron considerablemente
hasta contactar con el fondo de la placa de cultivo,
desarrollando algunas un disco de fijacién en el apice,
perfectamente visible a través de la base de la placa.
Todos los explantos "terminales" de rama larga sembrados
en medio 1liquido regeneraron yemas ($Regeneracién =
$Yema = 100%). Las yemas fueron emitidas en las zonas de
corte de los explantos junto a filamentos de naturaleza
rizoidal que surgen de la médula (Foto 9). Los explantos
presentaban un alto grado de pigmentacién y elongacién

en el extremo distal (dpice) del mismo.

Caracteristicas de la regeneracién

Callo:

La formacidén de callo en el extremo distal del
explanto "terminal" constituia un engrosamiento de 1la

totalidad o parte del apice del explanto. El aspecto era
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compacto, aungque presentaban zonas de textura friable. A

partir del callo se producia en algunos casos la regene-
racién de yemas (Foto 1).

Al microscopio 6ptico se observé en el callo
desarrollado en el dpice, la alternancia de capas ce-
lulares organizadas y desorganizadas (Foto 2).

En la zona de corte proximal del explanto terminal
el callo era una masa celular semiesférica y altamente
pigmentada que recubria practicamente toda la zona de
corte. Tales carcteristicas eran compartidas por 1los
callos detectados en 1la zona de corte del explanto
"estipe". A partir del callo se produce la reéeneracién
de yemas (Foto 3). Histoldégicamente no se distinguen
capas en la estructura del callo. Las células presentan
una disposicién desorganizada que hace que aparezcan en
los cortes histolégicos células de morfologia variable.
El callo presenta una cuticula gruesa que aisla 1las
células periféricas del exterior, constituyendo, por
tanto,‘una estructura compacta.

La caracteristica celular mas relevante de los
callos formados en la zona de corte pro#imal era la
intensa granulacién de las células. Se pudo apreciar la
disminucién de la granulacidén intracelular a medida que
las células del callo se organizaban para formar las

yemas. (Foto 6 ).
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El estudio histolégico con microscopia electré-
nica de transmisién, demostré que los granulos presenta-
ban 1la estructura tipica de acumulos de almiddén lo que
corrobora la tincién de los mismos con lugol. Las cé-
lulas presentan vesiculas de contenido mucopolisacarido,
mitocondrias y cloroplastos funcionales, con la es-

tructura tilacoidal tipica de algas'rojas (Fotos 7 y 8).

Yema: Macroscdépicamente las yemas poseian la misma es-
tructura independientemente del lugar de formacidén de
las mismas.

En 1las zonas de corte la regeneracién de yemas
"compite" con la regeneracion de callo. A los 30 dias en
cultivo era posible distinguir un tipo de regeneracién
de otro.

A diferencia de los callos, las yemas se organiza-
ban sin que macroscépicaﬁente pudiera distinguirse una
zona desorganizada previa a la emisidén de yemas. Tal
caracteristica distingue la regeneracién organizada de
la regeneracion de callos morfogenéticos (Foto 9).

Al microscopio se observd, incluso en yemas emiti-
das en medio liquido, que la regeneracidén de éstas no se
produce directamente a partir de las células medulares,
sino a partir de una capa de células que se desarrolla

entre la médula del talo y la base de las yemas regene-
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radas. Todas las yemas gquedan conectadas entre si y con
la médula del talo por esta capa celular. La morfologia
y disposicién de las células en esta zona de transicion

eran similares a las del callo (Foto 10).
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TABLA III.l. Regeneracién de Laurencia sp en cultivo.

del tipo de explanto

variabilidad dependiente

Tipo explanto

Terminal

Estipe

Anclaje

Procedencia
en talo

rama larga
rama corta
zona estipe

zona fijacion

Tratamiento

recultivo
No recultivo
recultivo
recultivo

recultivo

Numero

ExElantos

315
101
141
24

23

%Regeneracién %Callo sYenma
50 35 14
34 17 17
0 0 0
37 4 33
0 0 0
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Efecto de reguladores del crecimiento

A una concentracién de 2 mg/l todos los regula-
dores ensayados, KIN, BA y'2-4D; aumentan la capacidad
de regeneracioén de los explaﬁtos "terminales" que alcan-
zan valores de %Regeneracidén superiores al ensayo con-
trol. Tal incremento afecta tanto al %Callo como %Yema
en todos los tratamientos (Tabla III.2).

No se produjo en ningun caso la alteracion de los
patrones de regeneracion descritos para el explanto
"terminal®, mostrando la regeneracién desorganizada Yy
organizada la misma estructura y capacidad de crecimien-
to en todos los tratamientos.

Todos los reguladores inhibieron la regeneracién a
una concentracién de 5 mg/l. Se obtuvieron los mismos

resultados con 5 mg/l de naftenato sdédico.
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TABLA III.2. Efecto de reguladores del crecimiento vegetal sobre

la regeneracion en cultivo de Laurencia sp

Concentracion  Medio de Numero de : 3

Regulador Cultivo Explantos $Regeneracion %Callo tYema

0-mg/l mESP 30 37 23 13

2mg/1 MESP+KIN 30 60 50 20
mESP+BA 30 57 27 30
mESP+2, 4-D 30 90 60 33

5mg/1 mESP+KIN 30 0 0 0
mESP+BA 30 0 0 0
mESP+2,4-D 30 0 0 0

mESP+Na-Naft. 30 0 0 0
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Efecto de extractos algales

La adicién de extractos algales incrementé 1la
capacidad de regeneracién de los explantos, alcanzandose
valofes del %Regeneracién superiores a los de los ensa-
yos control en todas las concentracicnes de extracto
hidrofilico (Fig III.1B) y seco (Fig III.1C) vy en las
concentraciones bajas (1,25; 0,625y 0,250 ml/1l) de
extracto acuoso (fig III.2D). A concentraciones altas

(12,5; 6,25 y 2,5 ml/1) de extracto acuoso se obtuvieron

los mismos resultados o valores ligeramente superiores

del %Regeneracién obtenido en el ensayo control (Fig
III.1D). La adicidén de extracto lipofilico fue inhibito-
'ria para la regeneracién de los explantos, produciendo
la decoloracién de los nmismos a altas concentraciones
(12,5; 6,5 y 2,5 mi/l) o valores del %Regeneracién
similares al del control a baja concentracioén (1,25
ml/1l) (Fig III.1A).

La adicién de extractos hidrofilico , acuoso y
seco a altas concentraciones provocd la regeneracién de
yemas altamente pigmentados, Y callos también pigmenta-
dos y en su mayor parte morfogenéticos.

Los tipos de regeneracidén de los explantos "termi-

nales" (callo o yema) variaron aleatoriamente, sin que
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se detectara correlacién entre los valores de los in-
dices %Callo y %Yema con tipos o concentraciones de un
extracto determinado. Hubo incluso variacion en la for-
macién de callo y yema entre los dos ensayos control sin
extracto, observandose un %Callo del 2% y %Yema de 17%
en el primer ensayo control (control 1. Tabla III.3) ¥y
un 19% de formacién de callo y 9% de yema en el segundo
ensayo control (control 2. Tabla III.3).

La mayor homogeneidad de los explantos "cilindro"
que careéen de las pequenas ramificaciones del explanto
terminal y de apices, nos permitieron comprobar que no
existen diferencias significativas entre la formacién de
callo de los explantos sembrados en medios con extractos
'y los sembrados en medio control sin extractos (Fig III.2
A,B,C,D). Por contra, el Nimero de yemas/ Numero de
explahtos sembrados fue superior al control en todos los
explantos "cilindro" cultivados en medios con\éxtractos,
excepto en el extracto seco a concentracioén de 10 mg/l y
lipofilico a 12,5ml/L (Fig III.3 A,B,C,D).

La regeneracién de callo en el explanto "cilindro"
fue polar, observandose en todos los tipos de medios de
cultivo qué del 80 al 90% de los explantos que formaron
callo lo hicieron en la zona de corte proximal del

explanto.
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TABLA III.3. Valores de %callo y %yema dependientes del tipo y

concentracion de extractos

Tipo de . Numero

Extracto Concentracion Explantos $Callo %Yema

Concentracion

Alta

Control 1 = =———=-=- 26 2 lf

Hidrofllico 6,25ml/1 45 33 11

Acuoso 2,5ml/1 45 26 24

Seco 250mg/1 45 - 69 35

Copcentracién

Baja :

Control 2 = ====-=- 30 19 9

Hidrofilico 1,25ml/1 45 51 7
0,625ml/1 45 42 33

ACuoso 1,25ml/1 45 66 0
0,625ml/1 45 60 7

Control 1= mESP sin extractos control efecto altas concentraciones
Control 2= mEsp sin extractos control efecto bajas concentraciones
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FIG 111.1. Efecto de la adicién de extractos de Laurencia sp sobre el %Regeneracion de explantos

“terminales” de Laurencia sp.
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Efecto del potencial hidrico del medio de cultivo

Independientemente de la osmolalidad del medio
de cultivo o 1la concentracién de agar del mismo se
detectaron diferencias significativas en’la férmacién de
callo y yemas entre los extremos proximal vy distal,
siendo la formacién de callo superior en el extremb
proximal y 1la de yemas superior en el distal (Tabla
IIT1.4). El anélisis.del efecto del potencial hidrico
sobre la regeneracidén de esta especie se centrdé para el
callo en el extremo proximal y para la regeneracién de

yema en el extremo distal.

Potencial osmético

La adicién de manitol al medio de cultivo provocéd
un rapido crecimiento de los contaminantes que inhibie-
ron la regeneracioén de los explantos.

El potencial osmético del medio de cultivo dismi-
nuyé la capacidad regenerativa de los explantos en todos
los tipos de medios con osmolalidad inferior 0,7 Os/Kg
y superior a 1,0 Os/Kg, con valores de $Regeneracién del
0 al 5% del obtenido en el ensayo control (Fig III. 4A).
A osmolalidades entre 0,7 y 1,0 Os/kg 1los resultados
varian dependiendo del tipo de medio. En medios de
cultivo tipo mESP50 se observaron diferencias en el

$Regeneracién obtenido en osmolalidades de 0,7 (41%) vy
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1,0 Os/kg (55%). En medios tipo mESP70 los valores del
$Regeneracion fueron similares ( 30% en 0,7 Os/Kg y 34%
en 1,0 Os/Kg) (Fig III.4A).

)

La formacién de <callo (%Callo) en el extremo
proximal y de yema (%Yema) en el distal se ven afectadas
por el potencial osmético en la misma medida que 1la
regeneracién total, disminuyendo a osmolalidades infe-
riores a 0,7 Os/Kg y superiores a 1,0 Os/Kg.(%Callo vy
$Yema O a 5% del obtenido en el ensayo control) (Fig
III.4B).

El comportamiento en la formacidén callo (%Callo)
de los explantos entre osmolalidades de 0,70s/Kg y 1,0
Os/Kg fue diferente dependiendo del tipo de medio, no
existiendo diferencias significativas en medio mESP50
(%Callo 42% del control en 0,7 y 35% del control en 1,0
Os/Kg), mientras que existen diferencias en la formacién
de callo en medio mESP70, siendo significativamente
menor en 0,7 Os/Kg (%Callo = 11% del control en 0,7 Yy
de 39% del control en 1,0 Os/kg) (Fig III.4B).

El %Yema no varié entre 0,7 Os/Kg y 1 Os/Kg en
mESP50 con valores del 26% del ensayo control en medio
con 0,7 Os/Kg y un 28% del control en- 1,0 Os/Kg. En
mESP70 1los %Yema en 0,7 Os/Kg fue superior (76%) al

obtenido en 1 Os/Kg (62%) (Fig III.4C).
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Al mismo valor de osmolalidad (1,0 Os/Kg) entre
los distintos tipos de medios, 1la reduccidén en la con-
centracién de agua de mar afecté a la regeneracion total
($Regeneracioén) con menor valor en mESP70 (34% del con-
trol) y mayor valor en mESP100 (100%) (Fig III.4A).

La formacién de callo aumenta con la concentracién
de agua de mar observandose valores de %Callo bajos en
medios mESP50 y mESP?O (35%}y 39% respectivamente) con
respecto al mESP100 (100%). (Fig III.4B).

La formacién de yemas fue también superior en
medio mESP100 (100%) que en el resto, aunque en este
caso la regeneracién de yemas fue considerable en mESP50
(¥Yema en mESP50 = 62% del control; en mESP70 = 26% del

control) (Fig III.4C).

Potencial matricial

El aumento de la concentracién de agar del Amedio
mESP100 disminuyd la éapacidad regenerativa de los ex-
plantos (%Regeneraciénf Fig II1.5) aungue se observeé
distinto comportamiento dependiendo del tipo de regene-
racion. |

" La disminucidén en la concentracién devagar a 3
g/l redujo la formacién de callo a valores de %Callo del
18% frente a los observados en medios con 8 y 15 g/l de

agar (100% y 102% respectivamente) (Fig III.5).
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la

La disminucidén de la concentracién de agar aumenté

capacidad de regeneracién de yemas con valores del

%$Yema de 215% en 3g/1l, 100% en 8g/1 y 45% en 15 g/l de

agar (Fig III.5).
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TABLA III.4. Efecto del potencial hidrico del medio de cultivo

sobre la regeneracién de Laurencia sp

Medio de Numero de ' $CALLO $YEMA
Cultivo Explantos $regeneracion proximal distal proximal distal
MESP50 195 0,5 0 0 0 0,5
MESP50-6NaCl 195 17 10 1 5 13
mESP70 195 12 2 0,5 5 5
mESP100 195 (¥*) 41 23 3 1 17
MESPS50-16NaCl 195 31 ' 9 1 15 18
miEsSP70-10NacCl 195 19 10 0,5 3 8
mESP50-30NacCl 195 0 0 0 0 0
mESP70-24NaCl 195 2 0 0 2 1,5
mESP100-15NaCl 195 0,5 0 0 0 0,5
mESP100-3agar 195 87 5 1 66 72
mESP100-8 agar 195 (*¥) 55 25 5 8 29
mESP100-15agar 195 43 26 5 2 13
TOTAL 2553 24 8 1 8 14
ts= 13,36 ts= 6,91

(*) Ensayo control primera experiencia.
(**) Ensayo control segunda experiencia.
Concentracion de los compuestos en gramos/litro.
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I11.1.3. Crecimiento y morfogénesis de los callos.

Los callos formados en el polo distal del explanto
terminal (épicei, pueden regenerar una o variaé yemas
antes o después de ser aislados. Sin embargo, después de
su seéaracién del explanto "terminal" se decoloran adop-
tando wuna pigmentacién verdosa, hasta quedar completa-
mente blancos. |

Las experiencias preliminares realizadas para el
cultivo del callo de zona de corte, indicaron la necesi-
dad de cierta porcién del explanto inicial, por pequeha
que fuera. Normalmente, el fragmento de explanto estaba
totalmente depigmentado en el momento del aislamiento
del callo, por lo que se descartdé la posibilidad de que
el callo dependiera de tal pofciénjpara su crecimiento.
En todas las experiencias realizadas con callos nunca se
observé ni la repigmentacién del fragmento de explanto,
ni la regeneracién a partir del mismo.

Los callos de la zona de corte pueden ser separa-
dos del explanto siendo morfogenéticos o no morfogenéti-
cos. A los 15 dias de cultivo»pudo apreciarse como los
callos no morfogenéticos han pasado a ser morfogenéti-
cos. Se observaron diferencias significativas entre los
valores iniciales y finales del indice Numero de Yemas/

Numero de callos sembrados (Tabla III.S5). No se observa-
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ron diferencias entre los valores iniciales y finales
del indice Numero de yemas/Numero de callos morfogenéti-
cos (Tabla III.5), lo que es indicativo de la existencia

de un numero constante de yemas por callo morfogenético.
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TABLA III.5. Evolucion de la capacidad morfogenética de los callos

de Laurencia sp

NUMERO DE CALLOS

_ Morfogeneticos Yemas/sembrado(Y/S) Yemas/morfogenético (IM)
Muestra Total Dia 0 Dia 15 Dia 0 Dia 15 Dia 0 Dia 15
1 17 11 15 2,11 3,00 3,27 3,40
2 18 15 18 1,72 2,55 2,06 2,55
3 17 13 15 1,76 1,70 2,30 1,93
4 21 13 20 2,09 4,28 3,38 4,50
5 16 2 7 0,31 1,12 2,50 2,57
6 21 17 21 2,61 3,23 3,23 3,23
7 14 4 13 1,07 2,14 3,75 2,30
8 17 7 14 1,41 2,35 3,42 2,85
ToraL: 141 8z 123 T

Y/S Dia0= 1,63+0,76 Y/S Dia 15= 2,54+0,97 (**)

IM Dia 0= 2,98+0,61 IM Dia 15= 2,91+0,79 n.s

(**) 0,01»P>»0,001
n.s no significativa.
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Efecto de requladores del crecimiento sobre 1la

morfogénesis de callos

La adicién de 2-4D al medio de cultivo a
concentracion de 5 mg/l no tuvo efecto sobre la
morfogénesis de los callos, observandose valores de los
indices Numero de yemas/Numero de callos sembrados vy
Numero de yemas/Numero de callos mor fogenéticos
similares al del ensayo control (Tabla III.6).

La adicién de 2,4-D a concentraciones de 10 y 15
mg/l tuvo uh efecto inhibitorio sobre el desarrollo de
los callos. Las yemas de 1los callos inicialmente
morfogenéticos, y algunos callos, se depigmentaron
totaimente.

La adicién/ge KIN a 2 y 10 mg/1 no tuvo efecto

sobre la regeneracion de los callos, obsevandose
resultados similares a los obtenidos en el ensayo
control sin regulador. El nimero de yemas/ Numero de
callos sembrado aumenté hasta el dia 15, disminuyendo o
permaneciendo constante del dia 15 al 30 (Fig TIII.6A).
El Numero de yemas/Numero de callos morfogenéticos per-
manecié practicamente constante durante los 30 dias (Fig

III.6B).
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TABLA III.6. Efecto del 2,4-D sobre la morfogenesis de los callos

de Laurencia sp

Numero de callos

2,4-D “Morfogeneticos
(mg/1) Total Dia 0 Dia 15
0 7 4 4

5 8 3 6

10 8 4 3

15 8 3 2

Yemas/sembrado
DTz 0~ Dbia 15
1,14 2,71
0,63 2,00
1,25 0,50
1,38 0,38

Yemas/morfogenético

pia 0  Dia 15
2,00 4,75
1,66 2,67
2,50 1,33
3,66 1,50
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Efecto de la concentracién de agar del medio de

cultivo sobre la morfogénesis de los callos

La concentracién de agar del medio de cultivo no
afecté a la capacidad morfogenética de los callos, ob-
servandose a los 15 dias de cultivo en medios con 3 Y 8
g/l de agar valores del indice Numero de yemas/Numero de
callos sembrados de 1,83 y 1,73 respectivamente. Sin
embargo, los callos cultivados en medio con 3 g/l de

agar formaron yemas que mostraron mayor elongacién.

IIT.1.4. Cultivo de callos en medio liquido

Los yemas de los callos morfogenéticos no resis-
tieron 1la desinfeccién con métodos como la sonicacién+
Betadine y 1las incubaciones con antibiéticos. Tales
tratamientos provocan la depigmentacién de las yemas Yy
el desarrollo de gran cantidad de contaminantes, detec-
tables desde los primeros dias de la siembra en placas
de Petri con medio mESP.

Sélo un 23% de los callos no desinfectados sembra-
dos pudieron crecer y desarroliar plantas con yemas de
hasta 1lcm de largo y con un incremento de 22 veces el
peso fresco inicial (Foto 11 y 12). La viabilidad de los

callos dependidé en gran medida del control y eliminacidn
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manual de los contaminantes algales desarrollados. El
crecimiento de los contaminantes fue incontroladoc a los
80 dias de cultivo, muriendo los callos al quedar total-

mente cubiertos por algas epifitas.
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Foto 1.- Callo morfogenético de zona distal del explanto

"terminal" de Laurencia sp (10X).

Foto 2.- Corte semifino de callo de zona, distal del

(1100X) .

Foto 3.- Callo no morfogenético de =zona de corte

proximal del explanto "terminal" de Laurencia sp (10X).

Fotos 4 .- Corte semifino de callo morfogenético de zona
de corte proximal. Notese las ceélulas elongadas (flecha)

(1750X) .

(c=callo, cu=cuticula, e=explanto, y=yemas)
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Fotos 5 .- Corte semifino de callo morfogenético de zona
de corte proximal. Notese las células elongadas (flecha)
(1750X) .

Foto 6.- Corte semifino de callo proximal del explanto
"terminal” de Laurencia sp. Vista de campo de células

con granulos de almidén de florideas (flecha) (4000X).
Foto 7 vy 8.- Campo intracelular en callo de zona de

corte proximal (13000X).

(af=almidén de florideas, cl=cloroplasto, m=mitocon-

drias, v.m=vesiculas de contenido mucilaginoso).
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Foto 9.- Regeneracién de yemas y rizoides a partir de
zona de corte proximal del explanto "terminal" de Lau-

rencia sp cultivado en medio liquido (10X).

Foto 10.- Corte histolégico de zona de regeneracién de
yemas mostrando la capa celular intermedia entre las

células del corte y la base de 1las yemas (flecha)

(1100X) .

Foto 11 vy 12.- Plantulas formadas a partir de callos

cultivados en medio liquido.

(e=explanto, r=rizoides, y=yemas).
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II1I.2. Cultivo de tejidos de Gelidium versicolor, Geli-

dium arbuscula y Gracilaria ferox

11I1.2.1. Ensayos para el establecimiento de cultivos

axénicos

Gelidium versicolor

Los resultados obtenidos en los ensayos de
desinfeccidén de explantos "estipe" fueron independienﬁes
del tamafio de 1los explantos. A los 30 dias de 1la
desinfeccion permanecian axénicos un 25% de los
desinfectados con el procedimiento de baja concentracién
y un 17 % con el de alta concentracién. Los explantos
axénicos mostraban una pigmentacién normal, pero sin
regenerar.

A los 60 dias se observaron filamentos de contami-
nantes algales sobre la superficie de 1los explantos,
acompafiados , en algunos casos, por colonias bacterianas
de morfologia y pigmentacién homogénea en un mismo ex-
planto, aungque variable entre explantos. No se detecté
la emisién de estructuras regenerantes.

Los explantos "estipe" no desinfectados mostraron
un alto grado de contaminacidén bacteriana a los pocos
dias de su siembra en medio MCE.

Un 70% de los explantos "estipe" desinfectados con
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los procedimiento de baja concentracién y sembrados
inicialmente en mESP con la concentracién de vitaminas
aumentada 10-veces, se mantuvieron axénicos y pigmenta-
dos durante 30 dias, sin que se observara regeneracidn
alguna. El cultivo posterior de los explantos dio lugar
a la aparicién de contaminantes algales. A los 60 dias
los explantos estaban totalmente cubiertos por contami-
nantes, sin que se observara la emisidén de estructuras
regenerantes.

Un 20% de los explantps "rizoide" desinfectados
siguiendo el procedimiento de baja concentracién perma-
necian axénicos alos 20 dias de la desinfeccién. A los
45 dias los explantos mostraban alta contaminacidén y una
progresiva depigmentacion.

Los explantos "rizoide" no desinfectados mostraron
un alto grado de contaminacién bacteriana a los pocos

dias de su siembra en MCE.

Gelidium arbuscula

Un 42% de los explantos "rizoide"
desinfectados . siquiendo el procedimiento de baja
concentracién permanecian axénicos a los 20 dias de 1la
desinfeccidén. A los 45 dias los explantos mostraban alta
contaminacién y una progresiva depigmentacidn.

Los explantos "rizoide" no desinfectados mostraron
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un alto grado de contaminacidén bacteriana a los pocos

dias de su siembra en MCE.

Gracilaria ferox

Un 30% de los explantos "estipe" desinfecta-
dos siguiendo el procedimiento de baja concentracién
permanecian axénicos a los 10 dias de la desinfeccién. A
los 28 dias los explantos mostraban alta contaminacién y
una progresiva depigmentaciodn.

Los explantos "estipe" no desinfectados mostraron
un alto grado de coﬁtaminacién bacteriana a los pocos

dias de su siembra en MCE.

IIT.2.2. Crecimiento y desarrollo del explanto

Influencia del tipo de explanto

Gelidium versicolor

Los explantos "terminal" y "estipe" presentaron la
misma capacidad régenerativa, con valores del %Regénera-
cién de 90% y 93% respectivamente (tabla III.7) . La
unica forma de regeneracioén detectada en ambos tipos de
explantd fue la regeneracién de yemas.

Los explantos "terminales" regeneraron yemas por
toda la superficie de los mismos, no regenerando en las

zonas de corte.
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Los explantos ‘"estipe" regeneraron yemas en las

zonas de corte proximal y distal.

Gelidium arbuscula

Se detectaron diferencias en el $%Regeneracion
entre 1los distintos tipos de explantos, con valores
superiores en los explantos "terminales" (93%) que en
los explantos "estipe" (53%) (tabla III.7). La unica
forma de regeneracién detectada en ambos tipos de ex-
plantos fue la regeneracién de yemas.

Los¢exp1antos "terminales" regeneraron yemas a 1lo
largo toda la superficie de los mismos, no detectandose
regeneracioén en la zona de corte.

Los explantos "estipe" regeneraron yemas en las

zonas de corte proximal y distal.

Gracilaria ferox

No se detectaron diferencias en los valores del
$Regeneracién entre los explantos "terminal" y "estipe"
(74% y 80% respectivamante) (Tabla III.7). Ambos tipos
de explantos regeneraron tanto callo como yemas.

Los valores del %Callo y %Yema en los explantos
"terminales" fueron los mismos (37%) (Tabla III.7).
Ambas formas de regeneracidén se localizaron a lo 1largo
del explanto. No hubo regeneracién en la zona de corte.

El wvalor del %Callo en explantos "estipe" fue de un
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36%. E1 %Yema fue de un 43%. (Tabla III.7). Ambas formas
de regeneracioén se localizaron en las zonas de corte,
fundamentalmente la distal (90% de los regenerantes).

Caracteristicas de la regeneracién

Gelidium versicolor

Yema: En el explanto "terminal" consistian en
protuberancias que se extendian a lo largo de toda 1la
superfie del explanto, mientras que en el explanto “es-
tipe" surgian de las zonas de corte proximal y distal.

El estudio histolééico de la regeneracidén en la
zona de corte, puso de manifiesto que la base de la yema
o yemas regeneradas representan una continuacién de 1los

tejidos de la capa medular del talo (Foto 17).

Gelidium arbuscula

Las caracteristicas de las yemas regeneradas en

esta especie coincidieron con las de G.versicolor, man-

teniendo la regeneracién las caracteristicas de pigmen-

tacioén , forma y tamaio que diferencia a ambas especies.

Gracilaria ferox

El aspecto de las yemas era similar en el explanto
"terminal® y "estipe".
En el explanto "terminal" las yemas surgian de

forma regular en determinadas zonas del mismo. En el
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explanto "estipe" las yemas surgian a lo largo del borde
de la zona de corte, hasta que la recubrian totalmente
(Foto 14).

El estudio histoldégico de la regeneracioén en 1la
zona de corte puso de manifiesto la implicacién tanto de
la capa cortical como medular en la regeneracién de
yemaé. No se detecté la existencia de una capa celular
intermedia entre las células de la base de la yema y las
de la zona de corte del explanto (Foto 18).

A los 30 dias de cultivo, aproximadamente un 50%
de 1las yemas regeneradas por los explantos "terminales"
y "estipe" se desorganizaron completamente dando lugar a
un callo (Fotos 15 y 16). No se observé la regeneracion
de nuevas yemas a partir del callo. Al aislarlo del
explanto inicial se depigmentaba hasta quedar totalmente
blanco.

Al microscoﬁio éptico fue posible distinguir en

los callos la existencia de una organizacién celular en

capas celulares corticales y medulares (Foto 19).
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TABLA III.7. Influencia del tipo de explanto sobre el crecimiento Y desarrollo de Gelidium
versicolor, Gelidium arbuscula y Gracilaria ferox

Tipo de Numero de 3
Especie Explanto Explantos $Regeneracion %Callo $Yema
Gelidium versicolor Terminal 30 90 0 90
Estipe 30 93 0 95
Gelidium arbuscula Terminal 15 93 0 93
Estipe 15 53 0 53
Gracilaria ferox Terminal 38 74 37(*) 37
Estipe 30 80 36(*) 43

(*) callo formado a partir de yema regenerada.

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Foto 13.- Contaminante algal surgiendo de explanto

decolorado de Gracilaria ferox (flecha) (7X).

Foto 14.- Formacién de yemas a partir de zona de corte

del explanto "estipe" de Gracilaria ferox (10X).

Foto 15 y 16.- Desorganizacidén de las yemas regeneradas

en 1la zona de corte del explanto "estipe" de Gracilaria

ferox (foto 15 10X, foto 16 20X).

(c=callo, e=explanto, y=yema)

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



|
© Univirsidad de Las Paimas de Gran Canaria, Biblicteca Digitsl, 2004



Foto 17.- Corte semifino de la zona de regeneracién de

yemas en el explanto "estipe" de G.versicolor (1100X).

Foto 18.- Corte semifino de la zona de regeneracién de

yemas en el explanto nestipe" de Gracilaria ferox

(1100X) .

Foto 19.- Corte semifino de la desorganizacién apical de

‘'yema regenerada en la zona de corte de Gracilaria ferox

~

(1100X) .

(cc=capa cortical, cm=capa medular, e=explanto, y=yema).
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FIG 111:7. Efecto de la osmolalidad del medio de cultivo sobre el
‘ZRegeneraci:m de explantos “estipe” de Gelidium versico-
lor. Osmolalidad (0s/Kg): 0,5 (sESP50); 0,7 (wESP50+6 g/l
NaCl, =ESP70); 1,0 (eESP50+16 g/1 NaCl, mESP70+10 g/1 NaCl
mESP100); 1,5 (=ESP50+30 g/1 NaCl, «ESP70+24 g/1 NaCl,
sESP100+15 g/1 NaCl).
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FIG 1I1:8. Efecto de la concentracion de agar del medio mESP100 so—
bre la regeneracion de explantos “estipe” de Gelidium
versicolor. (ZREGE= IRegeneracion, LCALL= UCallo)
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FIG I11.9. Efecto de la osmolalidad del medio de cultivo sobre la
regeneracion de explantos “disco” de Grateloupia dory-
phora. (R) Efecto el 1Regeneraci§n. (B) Efecto sobre el
UCallo. (C) Efecto sobre el LYema. Osmolalidad (0s/Kg):
0,5 (aESP50); 0,7 (aESPS0+6 g/1 NaCl, mESP70); 1,0 . :
(wESP50+16 g/l NaCl, sESP70+10 g/1 NaCl, =ESP100); 1,5
(mESPS0+30 g/1 NaCl, =FSP70+24 g/1 NaCl, =ESP100+15 g/l
NaCl).
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FI6 II1.10. Efecto de la concentracion de agar del medio mESP100 so-
bre la regeneracion de explantos “disco” de Grateloupia
doryphora. (ZREGE= TRegeneracion, FCALL= %callo).
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Efecto del potencial hidrico del medio de cultivo

sobre la regeneracioén de Gelidium versicolor

Potencial osmético

La adicién de manitol al medio de cultivo favore-
cié el crecimiento de los contaminantes que inhibieron
la regeneracién de los explantos.

El potencial osmético del medio de cultiQo dis-
minuyé la capacidad de regeneracién de los explantos a
osmolalidades inferiores a 0,7 Os/Kg y superiores a 1,0
0Os/Kg. (¥Regeneracién de 0 a 19% del ensayo qontrol)
(Fig II1I.7). Entre 0,7 Os/Kg y 1 Os/Kg la regeneracioén
de los explantos dependié del tipo de medio. En medios
de cultivo tipo mESP50 se observaron valores del %Re-
generacién superiores en 0,7 Os/kg (47%) mientras que
en medios tipo mESP70 los mayores valores se apreciaron
en 1,0 Os/kg (204%) (Fig IiI.?).
| Para un-mismo valor de la bsmolalidad (1 Os/Kg)
en todos los medios de cultivo, la menor regeneracién se
obtiene en medio mESP50 (30% del control) y la mayor en
medio mESP70 (204% del control) (Fig III.7).

La regeneracién observada en todos los tratamien-

tos de osmolalidad fue del tipo yemas (%Regeneracion=

%$Yemas) (tabla III.8).
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Potencial matricial

El aumento de la concentracién de agar del medio
de cultiyo provocé la disminucién en la capacidad rege-
nerativa de los explantos, observandose menores valores
del %Regeneracién a medida que la concentracion de agar
pasa de 3 a 8 hasta 15 g/l (%Regeneracion= 181% del

control en 3 g/1; 100% en 8 g/l y 67% en 15 g/l). (Fig

1II.8).

La regeneracién observada en todas las concentra-
ciones de agar fue del tipo yemas (*Regeneracioén = %Ye-

mas) (Tabla III.8) (Fig III.8).
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TABLA ITII.8. Efecto del potencial hidrico del medio de cultivo sobre
la regeneracion de Gelidium versicolor.

Medio de Osmolalidad Numero de REGENERANTES
Cultivo (#) 0s/Kg Explantos Total = Callo ~ ~Yemas
mESP50 0,5 195 0 0 0
mESP50-6NacCl 0,7 195 22 0 22
mESP70 0,7 195 14 0 14
mESP100 1,0 195 (*) 46 0 46
mESP50-16NacCl 1,0 195 17 0 17
mESP70~-10NacCl 1,0 195 104 0 104
mESP100 1,0 195 (**) 51 0 51
mESP50-30NaCl 1,5 195 0 0 0
mESP70-24NacCl 1,5 195 16 0 16
mESP100-15NacCl 1,5 195 6 0 6
mESP100-3agar 1,0 195 156 0 156
mESP1l00-8agar 1,0 195 (***) 86 0 86
mESP100-15agar 1,0 195 58 0 58

(*) Ensayo control primera experiencia.

(**) Ensayo control segunda experiencia.
(***) Ensayo control tercera experiencia.
(#) Concentracion de NaCl y agar en g/1.
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IIT.3. Cultivo de tejidos de Grateloupia doryphora

111.3.1. Ensayos para el establecimiento de cultivos

axénicos.

La desinfeccidn superficial de 1los explantos
"disco" siguiendo los procedimientos de baja y alta con-
centracidén permitid el establecimiento de cultivos
axénicos con una efectividad similar en los dos trata-
mientos y cercana al 50% de los explantos desinfectados.
La eliminacién del Betadine en el procedimiento de des-
infeccidén de baja concentracién redujo la efectividad a
un 25%.

Los explantos desinfectados siguiendo el proce-
dimiento de baja concentracién sin incubacién y los ex-
plantos no desinfectados, mostraron un alto ‘grado de

A}

contaminacién bacteriana a los pocos dias del cultivo en
medio Mcﬁ.

Los explantos desinfectados con el procedimiento
de baja concentracioén, con y sin Betédine, mostraron una
pigmentacién nofmal en medio dé cultivo MCE y en mESP.
Tales explantos emitieron estructuras regenerantes tipo
callo y yema en los bordes de los discos con %Regenera-
cién del 100%, %Callo del 33% y 3%Yema del 66%.

Los explantos sometidos al procedimiento de alta

concentracién se decoloraron después de 1la desinfec-
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cién. A los 30 dias en cultivo se detecté la repigmenta-
cién - de determinadas zonas de los bordes e interior del
disco de élgunos explantos que, posteriormente, dieron
lugar a la regeneracién de yemas con %Regeneracién del
100% y %Yema 100%.

El recultivo a mESP de los explantos no contamina-
dos permitid la deteccidén en algunos de la emisién de
filamentos de color pérdo negruzco, bastante diferentes
a las formas normales de regeneracioén (callo y yema).
Los filamentos surgieron a partir de zonas necrosadas en
el interior del explanto disco.

La estructura de los cloroplastos (agrupacién de
tilacoides y ausencia de ficobilisomas) demostrd que los

filamantos eran algas pardas enddéfitas y no una forma de

regeneracion de G.doryphora.

Aproximadamente a los 60 dias de la deteccidén en
los explantos "disco" de los filamentos del alga parda,
podian observarse algunos que ya estaban totalmente
recubiertos. Otros, al contrario, permanecian pigmenta-
.dos y regenerando callo Y/o yemas y no eran afectados

por el crecimiento del endofito.

III.3.2. Crecimiento y desarrollo del explanto.

A los 30 dias de cultivo se detectaron valores

del %Regeneracion de 39%, con formacién de callo (%Ca-
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110) en el 14% de los explantos "disco" sembrados y de
yYemas (%Yemas) en el 32%.

A diferencia de los explantos crecidos en condi-
ciones axénicas, los cultivados en las condiciones de
este ensayo’ mostraban c;erto grado de depigmentacidn,

con una coloracién verdosa-amarillenta.

Caracteristicas de la regeneracion

Los tipos de regeneracién, callo y yema, detecta-
dos en condiciones axénicas y no axénicas de -cultivo
tenian las mismas caracteristicas morfolégicas.

Callo: Consistié en una masa celular de aspecto friable

constituida por protuberancias de la superficie del talo
en las zonas del borde del disco, recubiertas por fila-
mentos multicelulares decolorados. Después de 20 dias,
los filamentos se organizaban en masas senmiesféricas
pigmentadas (rojas) gque recubrian gran parte de las
zonas dénde habian surgido (Foto 20). Estas masas fila-
mentosas no prosperaron‘al ser separadas del explanto.
La forma y tamaho, asi como el posterior desarrollo de
este tipo de filamentos, 1los distinguia claramente de
los del alga parda contaminante.

Yema: Las yemas surgieron a lo largo del borde del
explanto "disco" (Foto 20).

Al microscopio se observé como la formacidén de
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yemas comenzaba con la regeneracion de la capa cortical
de células en el borde del explanto "disco". La prolife-
racién de células corticales en el borde ocasionaba un
engrosamiento del mismo. A partir de esa zona ensanchada
se producia la regeneracidén de las yemas, cuya es-
tructura celular interna era igual a la del explanto

(Foto 21).

Efecto del potencial hidrico del medio de cultivo

Potencial osmdético

La adicién de manitol al medio de cultivo favore-
cié el crecimiento de los contaﬁinantes gue inhibieron
la regeneracidén de los explantos.

La osmolalidad del medio de cultivo afecté a la
capacidad regenerativa de los explantos, disminuyendo el
$Regeneracién a osmolalidades superiores a 1,0 Os/Kg
(%Regeneracién en 1,5 Os/Kg = 5 - 9% del control en
todos 1los tipos de medios) (Fig III.9A). Se observo un
%Regeneracién de 31% del control en 0,5 Os/Kg. Entre
osmolalidades de 0,7 Os/Kg y 1,0 Os/Kg se detectd,
independientmente del tipo de medio, un mayor %Regenera-
cién en 0,7 0Os/Kg (%Regeneracioén en 0,7 Os/kg = 128% del
control en mESP50 y 146% del control en mESP70; 3%Regene-
racién en 1,0 Os/Kg= 52% en mESP50 y 61% en mESP70) (Fig

III.9A).
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El %Callo se vio afectado por la osmolalidad del
medio de cultivo, disminuyendo a osmolalidades infe-
riores al 0,7 0Os/Kg en medio mESP50 (0% del control)
(Fig III.9B). Valores de osmolalidad superiores al 1,0
Os/Kg causan una ligera disminucién en la formacién de
callo en medio mESP50 (15% del control en 1,0 Os/kg y 7%
del control en 1,5 Os/Kg), mientras que en medio mESP70
(%Callo = 50% a 1,0 Os/Kg y 14% a 1,5 Os/Kg) y mESP100
(100% en 1,0 Os/Kg y 7% en 1,5 Os/kg) la formacién de
callo fue significativamente inferior (Fig III.9B).
Entre osmolalidades de 0,7 Os/Kg y 1,0 Os/kg el %Callo
es diferente dependiendo del tipo de medio. En medios de
cultivo tipo mESPS0 el %Callo fue superior a osmolalidad
de 0,7 Os/Kg (33%), mientras que en medios tipo mESP70
fue similar en ambas osmolalidades (44%-50%) (Fig
III.9B).
| La regeneracion dé yemas disminuye significativa-
mente en medios con osmolalidades inferiores a 0,7 Os/Kg
(%Yema=31% del control en 0,5 Os/Kg) Yy superiores al,o
0s/Kg (%Yema= 0% del control en todos los tipos de
medios) (Fig I11.9C). Entre osmolalidades de 0,7 Os/Kg y
1 Os/kg, independientemente del medio, el mayor valor
del %Yema correspondié a 0,7 Os/Kg (%Yema = 174% en

mESP50; 216% en mESP70; 100% en mESP100).(Fig III.9C).
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Para un mismo valor de osmolalidad entre 1los
distintos tipos de medios (1,0 Os/Kg), 1la reduccidn en
la concentracién del agua de mar disminuye el el
$Regeneracién (%Regeneracién = 52% en mESP50; 61% en
mESP70 y 100% en mESP100) (Fig III.9A). E1 %Callo sigue
la misma ténica del %Rgeneracidén, con el mayor valor en
medio mESP100 y el menor en medio mESP50 (%¥Callo = 15%
en mESP50; 50% en mESP70; 100% en mESP100) (Fig III.9B).
Lo mismo ocurre con el %Yema, dgque posee valores supe-
riores en medio mESP100 (100%), pero en este caso, el
medio mESP50 posee valor de %Yema (77%) significativa-

mente superior al medio mESP70 (53%) (Fig III.9C).

Efecto del potencial matricial en medios mESP100

La concentracién de agar del medio de cultivo
mESP100 provoca variaciones en la capacidad regenerativa
de los explantos detectandose mayor valor del %Regenera-
cién en medio con 8 g/l de agar y menor en medio con 3
g/l de agar ( %Regeneracidén = 54% en 3 g/1; 100% en 8
g/l y 72% en 15 g/1) (Fig III.10).

El %Callo aumenta a medida que se incrementa 1la
concentracién de agar, no detectandose formacién de
callo en medio con 3 g/1, mientras que ésta fue similar
en los medios con 8 y 15 g/l.(%Callo = 100% y 96% res-

pectivamente) (Fig III.10).
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La formacién de yemas fue similar en 1los medios
con 3 y 8 g/1 de agar (%Yema = 91% y 100% respectivamen-
te), disminuyendo significativamente con 15 g/1 (%Yema =

25%) (Fig III.10).

Efecto de la osmolalidad del medio de cultivo en

funcién de la concentracién de glicerol

Independientemente del tipo de medio, se detecta-
ron porcentajes similares de regeneracién de yemas a
osmolalidades entre el 0,7 Os/kgy 1,0 Os/kg (Fig
IIT.11A). A osmolalidad de 1,5 Os/Kg los explantos no
regeneraron (Fig III.11A).

A los 20 dias se detectaron valores del Numero de
yamas/Numero explantos sembrados superiores a los ini-
ciales en los medios con osmolalidad de 0,7 y 1,0 Os/Kg,
permaneciendo practicamente invariables en medios con
osmolalidad de 1,5 Os/Kg (Tabla III.9) (Fig III.11B). El
Numero de yemas/Numero de explantos morfogenéticos si-
guié la misma evoluciodn que el indice anterior en medios
con osmolalidad de 0,7 Os/kg y 1,0 Os/Kg (Tabla 11I1.9).
En medios con osmolalidad de 1,5 Os/Kg el Numero de
yemas/Nunero de explantos morfogenéticos aumenta ligera-
mente, motivado por la muerte de los explantos mas due
por el incremento en el numero de yemas (Tabla III.9).

En las figuras III.11B Yy III.1l1C se observa que
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para una mnmisma osmolalidad del medio de cultivo (1,0
0s/Kg) se detectan valores de los indices Numero de
yemas/Nuimero de explantos sembrados y Numero de yemas-
/Numero de explantos morfogenéticos muy superiores en
medio mMESP70-2,5% glicerol que en medio mESP100, siendo
el valor de los indices en el primer medio superior al
doble del detectado en el segundo (Numero de yemas/Nume-
ro explantos sembrados=16,13 en mESP70-2,5% glicerol y
7,2 en mESP100; Numero de yemas/Numero explantos morfo-
genéticos= 17,28 en mESP70-2,5%Glicerol y 7,20 en
mESP100) .

Los explantos cultivados en mESP70-2,5% glicerol
tomaron una pigmentacién anaranjada desde los primeros
dias en cultivo, creciendo y regenerando yemas, funda-
mentalmente a partir del borde del explanto, que mostra-
ron fototropismo positivo. Uno de los explantos sembra-
dos en este medio no regeneré yemas sino que crecié
considerablemente, hasta que no fue posible reconocer la
forma del explanto "semicirculo" inicial.

El crecimiento y la regeneracién de yemas de los
explantos "semicircuio"'en medios mESP100 y mESP70 te-
nian las caracteristicas tipicas observadas en ante-
riores ensayos con explantos "disco".

El recultivo a medio mESP70-2,5% glicerol de los
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explantos cultivados en mESP70-7,5% glicerol y mESP100-
4,5% glicerol aumenté la capacidad regenerativa de los
explantos que permanacieron viables después de la siem-
bra en tales medios, detecténdose, a los 20 dias, va-
lores del Numero de yemas/Numero explantos sembrados
superiores o similares (52,1 en los procedentes de
mESP70-7,5% glicerol y de 17,42 en los de mESP100-4,5%
glicerol) a 1los obtenidos con explantos sembrados en
"mESP7-2,5% glicerol inicialmente (Fig III.12A).

El Numero de yemas/Numero explantos morfogenéticos
fue muy superior en los explantos recultivados de
mESP70-7,5% glicerol y mESP100-4,5% glicerol, que el
detectado en explantos sembrados inicialmente en medio
mESP70-2,5% glicerol (Numero de yemas/Numero explantos
morfogenéticos= 86,83 en los procedentes de mESP70-7,5%
glicerol; Numero de yemas/Numero explantos mor fogenéti-
cos=61 en los procedentes de mESP100-4,5%glicerol) (Fig

III. 12B).
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TABLA III.9. Efecto de la osmolaridad del medio de cultivo sobre 1la regeneracion de yemas

explantos semicirculo de G.doryphora

Numero de explantos

Medio de Morfogeneticos Yemas/sembrado(Y/S) Yemas/morfogenéetico
Osmolaridad Cultivo Total Dia 0 Dia 20 Dia 0 Dia 20 Dia O Dia 20
0,7 mESP70 6 2 6 1,00 7,10 3,00 7,16
1,0 mESP70-2,5Gli 15 9 14 1,06 16,13 1,77 17,28
mESP100 5 3 5 1,40 7,2 2,33 7,20
1,7 mESP70-7,5G1i 10 8 6 2,30 2,60 2,87 4,33
mESP100-4, 5G1li 14 6 4 1,21 1,51 3,50 5,25

Gli=Glicerol
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FIG II1.11. Efecto de la osmolalidad del medio de cultivo sobre la
regeneracion de explantos “semicirculo” de Grateloupia
doryphora. (A) Efecto sobre el LYema. (B) Efecto sobre

.el Num. Yemas/ Num.Explantos sembrados (Y/S). (C) Efecto
sobre el Num.Yemas/Num.Explantos morfogeneticos (IM).
Oswolalidad (0s/kg): 0,7 (sESP70); 1,0 (wESP70+2,5% ..~
glicerol, =ESP100); 1,5 (mESP70+7,5% glicerol, sESP100+
4,5% glicerol).
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FIG II1.12. Evolucion del numero de yesas formadas por explantos “se-
micirculo” de gnteloupia doryphora recultlvados a los 20
dias de medios con alta concentracion de glicerol (wESP
70+7,5% glicerol, mESP100+4,5% glicerol. 1,5 0s/Kq) a
medio con baja concentracion de gllcerol (IESP70+2 st
glicerol. 1,0 0s/Kg). (A) Evolucion del Num.Yemas/Num.
Explantos sembrados. (B) Evolucion del Num.Yemas/Nus.
EXplantos morfogeneticos.
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Efecto del potencial matricial del medio mESP70-

2,5% glicerol

La concentracién de agar del medio de cultivo
afecté a la regeneracion de yemas de 1los explantos
"semicirculo", observandose menor valor del %Yema en me-
dios con 8 y 15 g/1 de agar (13%) que en medio con 3 g/1
de agar (27%).

Los explantos, inicialmente no morfogenéticos, al-
canzaron a los 20 dias en cultivo, valores del indice
Numero de yemas/Numero explantos sembrados de 2,73 en 3
g/l de agar, de 1,06 en‘8 g/l de agar y de 0,6 en 15 g/1
de agar. El Nimero de yemas/Numero explantos morfogené-
ticoé fue de 10,25; 8,00 y 4,50 en 3, 8 y 15 g/1 de
agar, respectivamente (Fig III.13).

Todos los explantos regenerantes en medio con 3
g/l de agar crecieron y regeneraron yemas (%Regeneracioén
= %Yema), mientras que en medio de cultivo con 8 g/1 de
agar se observé cémo un 20% de los sembrados crecia sin
emitir yemas. En medio con 15 g/l de agar el porcentaje
de 1los explantos que‘crecieron sin emitir yemas fue de

47% (Foto 24).
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FIG II1.13. Efecto de la concentracion de agar del medio de cultivo
aESP7042,5h glicerol sobre el Num.Yemas/Num.Explantos
seabrados (Y/S) y Num.Yemas/Num.Explantos morfogeneticos
(IM) de explantos “semicirculo” de Grateloupia doryphora.
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Influencia de la fuente de carbono orgénico

A los 12 dias de cultivo se observaron valores del
%Yemas de 37,5% en mESP100; 50% en mESP70-9% sacarosa y
del 92% en mESP70-2,5% glicerol. Los indices morfogene-
ticos toﬁaron valores respectiVos de 0,75; 1,00y 4,21
para el Numero de yemas/Numero explantos sembrados (Fig
III.14A) y 2,00; 1,91 y 4,53 para el Numero yemas/
Numero explantos morfognéticos (Fig III.14B).

A los 20 dias de la siembra todos los explantos
sembrados, con independencia del tipo de medio, habian
regenerado yemas. Los indices, en este caso, fueron de
Nimero de yemas/Numero explantos sembrados= 1,72 en
mESP100; 2,4 en mESP70-9% sacarosa y 16,13 en mESP70-
2,5% glicerol (FigIII.14A). E1 Numero de yemas/Numero
explantos morfogenéticos fue de 2,53 en mESP100; 2,82 en
mESP70-9% sacarosa y 17,28 en mESP70-2,5% glicerol (Fig
I1I.14B).

El recultivo a medio mESP70-2,5% glicerol de los
explantos crecidos en medios mESP100 Yy mESP70-9% sa-
carosa, ocasiond un rapido aumento en la formacién de
yemas, alcanzandose valores del Numero de yemas/Nﬁmero
explantos sembrados = 18,18 para los procedentes de
medio mESP100 y 23,00 para los procedentes de mESP70-9%

sacarosa, a los 20 dias del recultivo (Fig III.14A). El
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Numero de yemas/Numero explantos morfogenéticos alcanzd
valores de 20,00 para los procedentes de medio mESP100 y
de 24,21 para los procedentes de mESP70-9% sacarosa (Fig

III.14B).

Regeneracién en cultivo de células libres

Crecimiento y regeneracién de carposporas

A los 25 dias de cultivadas en medio mESP70-2,5%
glicerol las carpoesporas desarrollaron masas celulares
lobuladas de hasta 2mm de diametro, gque se disgregaban
con facilidad dando lugar a fragmentos que regeneraban
nuevas masas celulares lobuladas (Foto 28). A 1los 25
dias se habian formado 20 masas celulares 1lobuladas,
aumentando a 38 a los 50 dias.

El recultivo de las masas celulares lobuladas a
medio liquido mESP70-2,5% glicerol, provoco la elonga-
cién de los ldbulos, que adoptaron una'morfologia simi-
lar a las de las yemas formadas por los éxplantos "dis-
co" o "semicirculo". Las 4 masas celulares recultivadas
dieron 1lugar a 13 masas a los 25 dias del recultivo.

El crecimiento de las carpoesporas en medio
mESP70-2,5% glicerol coincidié con la inhibicidén del
crecimiento de los filamentos del endéfito que las acom-
panaba.

En medio mESP sélido las carposporas no originan
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FIG 11I.14. Evolucion del niumero de yemas formadas por explantos “se-
micirculo” de Grateloupia doryphora recultivados a los 20
dias de medios mESP70+9% sacarosa (E1) y mESP100 (Q) a
sedio mESP70+2,5% glicerol (+). (A) Evolucion del Nus.
Yemas/ Num.Explantos sesbrades. (B). Evolucion del Hum.
Yemas/Num.Explantos lorfogenéticos.
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masas celulares lobuladas, sino que permanecen pigmenta-
das sin dar regeneracién alguna. En medio mESP 1liquido
las carposporas originan masas celulares 1lobuladas

similares a las observadas en medio liquido mESP70-2,5%
glicerol, pero de tamano muy inferior.

El estudio histoldégico de las masas celulares
lobuladas puso de manifiesto la existencia de capas
celulares corticales y medulares que interconectaban los
lébulos. La morfologia y disposicién celular en 1los
lébulos era muy diferente al hallado en los talos de

G.doryphora (Foto 29).

Crecimiento y regeneracién de células liberadas enzi-

maticamente del talo

Los enzimas usados se mostraron poco efectivos en
la disgregacién del tejido, necesitando 6 horas de in-
cubacién para causar un ablandamiénto adecuado del teji-
do. Se aislaron células (16 E16/ml) y agregados ce-
lulares con el tratamiento mecdnico posterior a la di-
gestidn enzimatica.

A los 70 dias se habian formado en medio 1liquido
mESP70-2,5% glicerol, 8 talos de aproximadamente lcm de
longitud. Se obtuvo idéntico resultado en la repeticidn
del ensayo. En medio sélido mESP70-2,5% glicerol, por

el contrario, no se obtuvo ningun tipo de regeneracioén.
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I11.3.3. Histologia y control del crecimiento en

mESP70-2,5% glicerol

A los pocos dias de iniciar el cultivo los explan-
tos adoptan una pigmentacién anaranjada. El numero de
yemas inducidas y su velocidad de crecimiento es muy
superior en este medio al detectado en medio mESP (Foto
22). |

Algunos explantos '"semicirculo" cultivados en
medio soélido mESP70-2,5% glicerol no regeneran yemas,
sino que crecen deformandose completamente. La microsco-
pia electrénica de barrido demostré que estos explantos
deformados mantienen la cohesidén celular. Ademés, poseen
zonas en las que es posible distinguir la iniciacién del
crecimiento gemario (Foto 27).

El estudio histolégico con microscopio ¢ptico
revela gque las yemas y zonas de crecimiento de los
explanto en medio mESP70-2,5% glicerol poseen una es-
tructuracién celular similar a la del talo, distinguién-
dose claramente las células corticales y medulares fila-
mentosas y estrelladas y la transicién entre tales tipos
celulares (Foto 23).

A los 20-30 dias de cultivo los explantos comien-

zan a depigmentarse, adoptando una coloracién verdosa
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qgue comienza por zonas hasta abarcar ia totalidad del
explanto. El subcultivo a medio sdélido o liquido, antes
de 1la aparicidén de las primeras zonas decoloradas per-
mite el mantenimiento de los explantos hasta que nueva-
mente han alcanzado un tamafic determinado donde se re-
quiere otra vez el subcultivo. El1 recultivo de los
explantos no evita la pérdida de coloracidén, dgue prosi-
gue hasta que quedan completamente blancos. La adicidn
de una delgada capa de medio de cultivo liquido sobre la
base soélida permite el mantenimiento de 1los explantos
durante varios dias sin que se decoloren, pero al poco
tiempo comienza nuevamente la aparicién de las zonas
depigmentadas.

Las medidas de pH realizadas en 1las zonas de
crecimiento de los explantos en las placas de cuitivo,
demuestra gque no existe variacién de pH en las mismas.
Tampoco se observé la emisidn de sustancias al medio.
Comparativamente, 1los explantos sembrados en medio mESP
sdlido pueden permanecer durante largo tiempo (meses)
sin subcultivo o recultivo.

Efecto morfogenético del glicerol

El cultivo de yemas en medio mESP70-2,5% glicerol
demostré 1la accion promotora de la morfogénesis del
glicerol. En medio de cultivo mESP las yemas crecen en

longitud, detectandose diferenecias significativas en el
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incremento de la longitud de las yemas sembradas. Por el
contrario, en medio mESP70-2,5% glicerol las yemas ini-
cian el desarrollo gemario sin cambios significativos en

su longitud (Tabla III.10).

I1I1.3.4. Efecto de la luz sobre la regeneracién en medio

mESP70-2,5% glicerol

Los explantos sembrados en régimen de luz u os-
curidad muestran claras diferencias en la respuesta al
glicerol. Cuando son sembrados en oscuridad, el medio
mESP70-2,5% glicerol parece no tener efecto sobre el
crecimiento y la regeneracién de los explantos. Estos
permanecen en el mismo estado en el que fueron sembra-
dos. (Foto 25). La respuesta de los explantos en luz fue
la normalmente detectada en este medio de cultivo.

La transferencia de los explantos en oscuridad a
condiciones de.luz desencadendé el patrén de desarrollo
normal en este medio de cultivo, alcanzando los explan-
tos a los 20 dias valores de Numero de yemas/Numero
explantos sembrados = 22,66 y de Numero de yemas/Numero

explantos morfogenéticos = 26,15.

I11.3.5. Cultivo en medio liquido.

Se detectaron diferencias en el comportamiento de
los explantos cultivados en medios liquidos MESP100 Y

mESP70-2,5% glicerol. El1 aumento del peso fresco de los
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explantos en el medio mESP70-2,5% glicerol, fue signifi-
cativamente superior al obtenido en el medio mESP100
(Tabla III.11). Los valores medios de peso fresco en
cada ensayo demuestran una progresién exponencial del
incremento en biomasa en el medio mESP70-2,5% glicerol
frente a un crecimiento lineal en medio mESP100 (Fig
I11.15). Los dos tipos de medio también afectan a
la morfologia de los explantos. En medio mESP70-2,5%
glicerol, 1los talos desarrollados poseian una pigmenta-
cién verdosa y morfologia irregular con gran cantidad de
yemas.‘ En medio mESP100 los explantos desarrollaron
talos con pigmentacién y morfologia normal (Foto 30). A
los 30 dias en cultivo en medio mESP100 se observé 1la
emisién de filamentos del alga parda endofita detectada
en medio sélido. El crecimiento del endéfito no afecté
al aument§ en peso fresco de 1los explantos (Tabla

I1I.11).
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TABLA III.10. Comparacion del crecimiento y morfogénesis de las yemas a los 30 dias de sembradas

en medio mESP70- 2,5% glicerol y mESP100

Incremento en longitud(mm) Numero de yemas
Muestra mESP70-2,5% glicerol mESP100 mESP70-2,5% glicerol mESP100
1 7 22 12 0
2 3 25 12 4
3 7 28 14 4
4 9 12 9 2
Total 26 87 47 10
Incermento medio: Longitud mESP70-2,5%glicerol= 6,5+2,17 (*)
- mESP100 = 21,7+6,01
Numero de yemas medio mESP702,5%glicerol= 11,7+2,06 (* *)
mESP100 = 2,5+1,91
(*) diferencia significativa 0,05 > P > 0,01 ’

(* *) diferencia significativa 0,01 > P > 0,001
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TABLA III.1ll. Diferencias en el incremento en el peso fresco de los explantos en medio

cultivo mESP70-2,5% glicerol y mESP100

de

Peso fresco inicial

Peso fresco 15 dias

Peso fresco 30 dilas

mESP100 mESP70gli mESP100 mESP70gli mESP100 mESP70gli
7 8 14 34 30 (E) 99
9 6 16 27 25 (E) 88
7 7 12 .32 28 93
7 7 9 29 20 90
S 3mr0080 T3 2570080 12,792,6 30,892,7  26,043,7 92,5+4,15
(n.s) (*) (**)

Peso fresco 45 dlas

mESP100 mESP70gli
53 215
41 182
48 218
36 160

44,5+6,5 193,7+24,0

(**)

mESP70gli = mESP70-2,5% glicerol

-

(E) Desarrollo de endofito a los 30 dlas en cultivo.

(n.s) no significativa
(*) diferencia significativa 0,0l

> P > 0,001
(**) diferencia significativa 0,001 > P .
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FIG II1.15. Evolucion del peso fresco de explantos de Grateloupia
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2,5k glicerol solido a medios mESP70+2,5% glicerol y
»ESP100 liquidos. (barra vertical= D.S.).
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Grateloupia

Foto 20.- Fragmento de explanto "disco" de

doryphora regenerando yemas Y callo filamentoso (10X).

Foto 21.- Corte histoldgico longitudinal de la zona del

borde del explanto "disco" de Grateloupia doryphora

(1100X) .

Foto 22 .- Aspecto del explanto ngemicirculo" de

Grateloupia doryphora cultivado en medio mESP70-2,5%

glicerol 8 g/l agar (10X) .

Foto 23.- Corte. histolégico de Yyema regenerada por

explanto wgemicirculo" en medio mESP70-2,5% glicerol

(1100X) .

(c=callo, cc=capa cortical, ce=células estrelladas,

y=yemas) .
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Foto 24.- Aspecto de un explanto "gemicirculo" cultivado

en medio mESP70-2,5% glicerol con 15 g/1 de agar (10X).

Foto 25.- Aspecto de un explanto "semicirculo" cultivado

en medio mESP70-2,5% glicerol en condiciones de

oscuridad (10X).

Fotos 26 y 27.- Aspecto de los patrones de crecimiento
y desarrollo de explantos "semicirculo" en medio mESP70-

2,5% glicerol 8 g/1 agar y en condiciones de luz.

26: regeneracion de yemas.
27: desorganizacién del explanto con pequehas yemas

(flechas).
(barra clara= 7 mm).
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Foto 28.- Masa celular lobulada formada por carpoesporas

de Grateloupia doryphora cultivadas en medic mESP70-2,5%

glicerol. Nétese la zona de fragmentacion de la masa

celular (flecha) (10X).

Foto 29.- Corte histolégico de una masa celular lobulada
(1100 X).

Foto 30.- Plantulas formadas por explantos subcultivados
a medios 1ligquidos mESP100 (a) v mESP70-2,5% glicerol

(b) .

(cc= capa cortical, cm=capa medular).
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IV. DISCUSION

IV.1. Establecimiento de cultivos axénicos

Los resultados obtenidos en las'experiencias de
desinfeccién permiten hacer uné valoracién de los méto-
dos de desinfeccidn superficial en el cultivo de tejidos
de algas que, como se ha seflalado, sigue siendo uno de
los problemas basicos a resolver para el desarrollo de
estas técnicas [152].

En el cultivo de tejidos de macralgas marinas, la
metodologia‘comﬁn para la comprobacién de la asepsia del
material vegetal desinfectado consiste en la siembra en
medios de cultivo [32, 67, 151] cuya composiciodn sdélo
permite la deteccidén de contaminantes bacterianos, fun-
gicos y algales. Los cultivos establecidos siguiendo
esta metodologia son descritos como axénicos, aungque no
se haya descartado la existencia de contaminantes dife-
rentes (micoplasmas, virus, etc.) a los detectables.

Por otra parte, el periodo de tiempo que se dedica
a la comprobacidén de la esterilidad del material, puede
no ser suficiente como para detectar la presencia de
contaminantes. Es comin la observacion de la aparicién
de contaminantes al tiempo de haber sido establecido el

cultivo "axénico" . El retraso en el desarrollo de 1los
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contaminantes ha sido interpretado en base a la natura-
leza endéfita de los mismos [69, 112].

Los métodos de desinfecidén superficial, por
definicioén, no ﬁermiten el establecimiento de cultivos
axénicos a partir de material con contaminantes enddge-
nos. La existencia de algas, hongos , bacterias y virus
endéfitos es un 'hecho comin en las algas marinas
[0, 76, 170, 124]. Por ello, el problema al gue se
enfrentan 1los intentos de establecimiento de cultivos
axénicos de macroalgas marinas es la imposibilidad de
eliminar los contaminantes endéfitos wutilizando métodos
de desinfeccién superficial. E1l éxito del estableci-
miento de cultivos axénicos depende del estado de con-
taminancién endofitica que posea el material vegetal de
partida en las experiencias.

La imposibilidad de estabiecer cultivos axénicos
permamentes de las especies estudiadas puede atribuirse
a dos causas:

1) La inefectividad quimica de los tratamiento de
desinfeccién empleados, por la presencia de contaminan-
tes resistentes.

2) La inefectividad fisica por la naturaleza endo-
fitica de los contaminantes asociados.

Los tratamientos de desinfeccién que hemos
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empleados son similares a los utilizados por la mayor
parte de ios autores para el establecimiento de cultivos
axénicos de macroalgas marinas. Constituyen métodos de
desinfgccién con propiedades antisépticas generales, por
lo que descartamos la posibilidad de que existieran, en
todos las especies algalés y explantos utilizados, con-
taminantes resistentes.

Ademas, los tratamientos de desinfeccién no fueron
del todo inefectivos. Sin que influyera el tamano del
explanto, él resultado cominmente obtenido fue un re-
traso en el desarrolo de los contaminantes, en aquellos
que fueron sometidos a la desinfeccidén, frente al de-
sarrollo en los explantos no desinfectados. El1 periodo
de tiempo transcurrido entre la desinfeccién y la obser-
vacion del crecimiento de contaminantes varié entre
especies, siendo el minimo .de 10 dias en G.ferox y de 60

dias en G.doryphora (Tabla III.11). Podemos decir que se

éstablecieron cultivos temporalmente libres de contami-
nantes bacterianos, fungicos y algales.

La recoleccién de las algas en dieferentes zonas y
las diferencias morfolégicas entre las mismas pudo con-
dicionar el grado de contaminacién del material de par-
tida, dando 1lugar a las diferencias interespecificas
detectadas [161, 176].

Hechos como el gque los explantos contaminados
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mostraran contaminantes algales y bacterianos de ca-
racteristicas uniformes en un mismo explanto, aunque
pudieran ser diferentes entre explantos, o de forma mas
clara , el hecho de que la contaminacién se manifestara
en explantos totalmente decolorados (Foto 13), donde es
evidente que el tratamiento de desinfeccién fue lo sufi-
cientemente fuerte como para afectar a los contaminantes
superficiales, nos hace penéar en la naturaleza endoéfi-
ta de los contaminantes detectados. En el caso de 1los
contaminantes_algales, ya desde las experiencias preli-
minares de desinfeccién se detectaron algas de habitat

endo-epifitas como Endoderma y Phaeophyla. El seguimien-

to del desarrollo de tales contaminantes muestra en
multitud de casos la emergencia de los talos del alga
contaminante de las capas celulares internas del explan-
to. El caso mas clarb es quizd el del alga parda endé-

fita de Grateloupia doryphora, cuyo desarrollo comienza

en el interior del explanto (perceptible en zdnas depig-
mentadas del mismo) con la aparicién de zonas necrosa-
das,'detecténdose posteriormente la emisién de los fila-
mentos.

La conclusion de los resultados obtenidos es que,
en nuestros intentos de establecimiento de cultivos

axénicos de algas, fue inefectivo el procedimiento de
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desinfeccién superficial "per se" y no los biocidas vy
sus concentraciones. La observacién de explantos libres

de contaminantes (como los de G.doryphora) no implica

que fueran axénicos, ya que no es comprobable la ausen-
cia de contaminantes de naturaleza endéfita. Por ello,
pensamos que el término axénico no puede ser usado para
definir un cultivo, a menos que se tenga conocimiento de
la ausencia total de cualquier tipo de contaminante en
el exterior e interior del explanto sembrado. La siembra
de 1los explantos en medios como el MCE después de la
desinfeccidén, no es una prueba definitiva de la ausencia
de contaminantes, por lo que hasta el momento ‘en el que
dispongamos de medios mds estrictos de comprobacién de
la asepsia, 1la definicién de un cultivo de tejidos
algales como axénico o aséptico debe referirse a 1la
ausencia permanente de contaminantes en los explantos,
después del crecimiento en medios de deteccién de conta-
minantes bacterianos, fungicos y algales.

Se obtuvieron los mismos resultados en los ensayos
de desinfeccidn de los callos de Laurencia sp que los
expuestos para el explanto inicial. Antes de la desin-
feccioén 1los callos muestran un grado de contaminacidén
superior al del explanto, 1lo que qutifica los resulta-
dos obtenidos. La desinfeccidén superficial ocasiona 1la

depigmentacién de las yemas, resultado que es explicable
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si se tiene en cuenta la inmadurez del tejido que 1las
conforma. Tras la muerte de los callos o parte del
tejido del callo (yemas) los contaminantes algales vy
fingicos afloran sin el bosible control del crecimiento
de los mismos que ejerceria el alga [59, 176] y sin
competencia con otros microorganismos gque habrian sido
eliminados por el tratamiento de desinfeccién. Este
hecho explica el crecimiento incontrolado de los conta-
minantes en los callos sometidos a desinfecciédn.
Un tratamiento adicional de desinfecciodn,
aungue se trate de estructuras regeneradas en cultivo,
no constituye una alternativa al establecimiento de
cultivos axénicos a partir de explantos del talo del
alga. Este hecho es conocido desde los primeros intentos
de establecimiento de cultivos axénicos de 1las algas
[67]. |
Si en cultivo de tejidos de vegetales superiores
el saneamiento vegetal se realiza sembrando partes de la
planta carentes de contaminantes, en algas se podria
adoptar la misma estrategia, sembrando partes del alga
donde 'sea facilmente demostrable la ausencia de 1los
mismos. Los resultados obtenidos con la siembra de car-

poesporas de Grateloupia doryphora, muestran el creci-

miento en medio con glicerol de las mismas frente a 1la
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inhibicién de 1los filamentos del endéfito, al mismo
tiempo, se comprobdé que las carpoesporas eran facilmen-
te separables de las células del endéfito. Las células
reproductoras de las algas (carpoesporas, tetraesporas
etc.) tienen un origen tisular interno en el que es
previsible 1la ausencia de contaminantes epifitos. Los
contaminantes endéfitos extracelulares serian elimi-
nables con la dispersién de las células en las placas de
cultivo. Tales métodos, que presentamos como alternati-
vos para el establecimiento de cultivos de tejidos axé-
nicos, han sido utilizados para tal fin en la aplicacién
de métodos convencionales de cultivo de algas en labora-

torio [48, 166, 201].
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IV.2. Crecimiento y desarrollo del explanto.

Influencia del tipo de explanto.

Los resultados obtenidos en las experiencias de
control de la regeneracién de los distintos explantos de

Laurencia sp, Gelidium versicolor, Gelidium arbuscula y

Garcilaria ferox, muestran que su procedencia de dife-

rentes zonas del talo tiene un marcado efecto sobre la
regeneracién.

La mayor capacidad de regeneracién de los explan-
tos "terminales" frente a la de los explantos "estipe" y

"anclaje" en Laurencia sp y G.arbuscula (Tablas III.1l Yy

- III.7) podrian atribuirse a la existencia de diferencias
fisiolégicas en las distintas partes del talo que afec-
tan a la capacidad de regeneracién de las células en
tales zonas (Litter & Arnold, 1981).

En todas 1las especies estudiadas existen
explantos de regeneracioén localizada (ej. zona de corte
o a&pice en los explantos "terminal" de Laurencia sp,

"estipe" de G.versicolor y G.arbuscula y G.ferox ) Yy

explantos de regeneracién deslocalizada ("terminal" en

G.versicolor ,G.arbuscula y G.ferox y "estipe" en Lau-

rencia sp).
La construccién de los talos de las algas puede

ser simplificada, reduciendo la estructura global del
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talo a una agregacion de filamentos, entre 1los que
podemos distinguir los de crecimiento ilimitado y los de
crecimiento limitado. El crecimiento del alga dependera
de 1la mayor o menor proborcién de filamentos de un tipo
u otro. En el crecimiento uniaxial el eje principal del
talo es el dnico que posee filamentos de crecimiento
ilimitado. En el multiaxial todos los filamentos poseen
crecimiento ilimitado [19, 118). Todas las especies
estudiadas poseen crecimiento apical de tipo uniaxial,
dependiendo 1las ramificaciones de ejes de crecimiento
limitado que surgen a partir del eje principal (76]. Las
diferencias encontradas en la localizacién de las es-
tructuras regeneradas por los distintos explantos pueden
ser ocasionadas por la distribucion diferencial de los
ejes de crecimiento a lo largo de la estructura del
talo.

Las variaciones en la capacidad de regeneracién
dependiente de la procedencia del explanto de diferentes
zonas del talo, expuestas en nuestros resultados,
coinciden con 1las detectadas por otros autores en el
cultivo de tejidos de algas rojas y pardas [32, 33, 34,
36, 60, 71, 135, 151, 206].

La distincién puramente terminoldégica de 1los
explantos, de acuerdo con su procedencia de diferentes

zonas del talo, ha resultado en 1la deteccién de
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diferencias de comportamiento en la regeneracién en
cultivo, por lo‘que no es lo mismo comenzar un cultivo a
partir de una zona u otra del talo. Tal distincidn
comienza a dar forma al término "“tejido" en un tipo de
vegetal tradicionalmente considerado carente de diferen-
ciacidn celular ma&s alla de las células corticales y
medulares. Las diferencias en la capacidad de regenera-
cién de células morfoldégicamente diferentés del talo de
Porphyra, que fueron detectadas por cultivos de tgjidos,
fueron posteriormente correlacionadas con variaciones en
la composicion proteinica de tales células [98]. Igual-
mente existen diferencias en la capacidad de digestiédn
de la pared celular por los mismos enzimas y en la
viabilidad de los protoplastos aislados, dependientes de
la procedencia de diferentes zonas del talo del material
digerido [34, 60, 151].

La variacién en la respuesta detectada en Lauren
cia sp , cuyos explantos "terminales" extraidos de las
ramas cortas del talo no resistieron el tratamiento de
desinfeccién (Tabla III.1) puede ser atribuible al
grado de madurez (grosor de la pared Yy espacios
intrecelulares) de las células en tales zonas, tal vy
como sehalan [53, 71). Los explantos "terminales" de
rama corta de Laurencia sp proceden de ramas jovenes del

4
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talo, distinguibles por su pequefio tamafio y escasa rami-
ficacién. En tales tejidos se produce, probablemente,
una mayor penetracién de los agentes biocidas que llegan

a danar las células.

Influencia de las condiciones de cultivo

Los resultados obtenidos con los explantos "“termi-
nales" de Laurencia sp cuando fueron sometidos a diferen-
tes condiciones de cultivo coinciden con resultados
precedentes [71, 149, 151, 164, 167], que senalan la
mayor predisposicién de las macroalgas a formar callo en
medio sélido y yemas en medio liquido. A nuestro enten-
der, tales resultados dependen de cdémo actian las carac-
teristicas fisicas del medio de cultivo sobre los dife-
rentes patrones de crecimiento y desarrollo del explan-
to.

Los explantos "terminales" de Laurencia sp mostra-
ron menores valores de %Callo y mayor elongacién de las
yemas regeneradas que los explantoé "terminales" re-
cultivados (Tabla III.1l). Desde nuestro punto de vista,
el recultivo no tendria ninguin efecto si no se hubiese
producido 1la "explosién" de contaminantes bacterianos
que se observé en los explantos sometidos a este trata-
miento. El1 crecimiento de bacterias pudo alterar 1la

composicién quimica del medio de cultivo (transformacion
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de 1los componentes del mismo o exudacién de compuestos
bacterianos). También pudo influir la alteraciodn de las
propiedades fisicas del medio de cultivo, ya dque se
aprecié la licuacidén del mismo al final de la experien-

cia. Como dato comparativo, Grateloupia doryphora en

condiciones "axénicas" puede permanecer durante mneses
sin recultivo cuando crece en medio sélido, sin que se
observe la disminucioén de la viabilidad o capacidad de

regeneracién de los explantos.

Caracteristicas del crecimiento en cultivo

Todas las especies utilizadas, excepto 1las del
género Gelidium, mostraron la capacidad de regenerar en
cutlivo estructuras desorganizadas, aungque las caracte-
risticas macro y microscépicas, asi como la formacién de
las mismas, siguieron patrones diferentes en las distin-
tas algas.

Los explantos "terminales" de Laurencia sp
regeneran callo en la zona de corte proximal y distal
que alternan con la regeneracidén de yemas. Las caracte-
risticas macroscépicas y microscépicas de los dos tipos
de estructuras desorganizadas detectadas son notablemen-
te diferentes. El1 callo formado en la zona de corte
proximal constituye una proliferecién celular desorgani-

zada. El callo distal representa un hinchamiento del
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apice del explanto, en ei que es posible distinguir
zonas con células dispuestas desorganizadamente y zonas
que mantienen la organizacién celular igual a la que se
detecta en el explanto.

Los explantos ‘'terminales" no recultivados de
Laurencia sp no mostraron un incremento en la formacidn
de callo. Aparentemente, el grado de contaminacién que
aicanzan tales explantos en cultivo no afecto a la
formacién del mismo. Por el contrario, se detectd mayor
formacién de yemas. Las yemas regeneradas por dichos
explantos desarrollaron, una vez establecian contacto
con la base de la placa de cultivo, discos de sujecidn
al sustrato. Este hecho demuestra la plasticidad morfo-
légica de los apices de crecimiento de esta especie. Los
discos de agarre al sustrato representan, por ser una
masa celular amorfa, un tipo de crecimiento macroscopi-
camente desorganizado. Es ampliamente conocida la capa-
cidad de determinadas especies de algas para sujetar el
tale mediante la diferenciacién de hapteros en determi-
nadas zonas del talo, que pueden ser ramas especializa-

das [19, 76], como es el caso de Laurencia perforata,

ser el 4pice de crecimiento el que desarrolle un disco
de "anclaje" una vez que contacta con el sustrato [76].

En base a lo. anteriormente expuesto, pensamos gque la
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desorganizacién detectada en el apice del explanto "ter-

minal" de Lauren cia sp representa una fase del desa-

rrollo de una estructura de sujecién al sustrato. De
hecho, en mas de una ocasién se observd como las pe-
quenas ramas gque forman el explanto "terminal" de-
sarrollaban, también en el &pice, un hinchamiento simi-
lar que terminaba diferenciidndose en un disco de suje-
cién, con el Que se fijaban a la superficie del explan-
to.

La regeneraciodén en las zonas de corte de 1los
‘talos de las algas puede dar lugar a la regeneracién
directa de nuevas ramas [45, 52, 53, 78, 87, 118] o a la
formacién de un callé previo a la regeneracién de tales
ramas [45, 56, 118)]. La regeneracion de yemas en cultivo
por 1los explantos terminales de Laurencia sp no se
produce directamente a pértir de las células en la zona
de corte, sino que tal regeneracién transcurre mediante
la formacién de una capa celular intermedia que poste-
riormente desarrolla las yemas (Foto 10). El hecho de
que las caracteristicas de esa zona de transicién sean
las mismas que las de las células del callo detectado en
la zona basal y que los callos sean posteriormente
morfogenéticos, nos hace pensar que la regeneracién de
yemas a partir de zonas de corte en Laurencia sp sigue

un patrdén similar al descrito como de efecto herida, con
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la regeneracién de una capa celular de tejido desorgani-
zado que formard las yemas. Por tanto, debemos qonsi-
derar tal masa celular como un auténtico callo [202].

La regeneracién de yemas a partir de las zonas de

corte de los explantos "estipe" de Gelidium versicolor,

Gelidium arbuscula, Gracilaria ferox y disco de Grate

loupia doryphora se realiza sin la formacidén de una capa

celular desorganizada de naturaleza similar a la encon-
trada en Laurencia sp. Sin embargo, en G.ferox se
observa la desorganizacién macroscoépica de algunas de
las yemas regeneradas (Fotos 15 y 16) y en G. dorypho-
ra, lé regeneracién de yemas alterna con la regeneracién
de estructuras desorganizadas filamentosas de consisten-
cia tisular dudosa (Foto 20). Las estructuras desorgani-
zadas formadas por tales especies no son morfogenéticas,
y no prosperan en cultivo después de ser aisladas del
explanto. Ademas, en G.ferox la desorganizacion macros-
cépica no implica la desorganizacion microscépica del
tejido, detectandose la misma disposicion celular en los
talos que en el tejido desorganizado formado por las
yemas.

De acuerdo con Murashige (1974), las estructuras
desorganizadas observadas en G.ferox no se ajustan a 1la

definicién de un callo.
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Las masas filamentosas desarrolladas por G.dory-
phora no se ajustan a las caracteristicas del callo

filamentoso morfogenético de Agardhiella subulata [22,

23].

La formacidén de tejidos desorganizados compactos,
como los desarrollados por explantos de G.ferox, puede
ser debida a la capacidad nafural de desorganizacién de
los talos o ser provocada por las condiciones a las que
se somete al alga en el cultivo de tejidos.

La capacidad natural de los talos para formar es-
tructuras /desorganizadas (malformaciones o agallas) ha
sido relacionada con procesos infectivos del talo ‘por
bacterias, hongos, algas, copépodos, nematodos o por la
accion de contaminantes industriales [45, 118, 132,
186]}. La revisién de los casos en los que se detectan la
regeneracioén de malformaciones, demuestra que no exis-
ten, salvo en pocos casos, evidencias claras de 1la
participacion de otros organismos en la formacidén de
tales agallas. En 1la bibliografia revisada sdélo Apt

(1988) demuestra, con la reinfeccidén de talos sanos, que

el alga Streblonema sp es el agente causante de 1las

agallas detectadas en Neurocystis y Macrocystis. En 1la

bibliografia restante, se atribuye la formacién de aga-
lla a la mera presencia del organismo en el interior de

las mismas (2, 15, 16, 31, 105, 172, 187]. En algunos
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casos se ha desechado la posibilidad de que el agente
causante de las agallas fuera otro organismo, concreta-
mente bacterias, aunque se detectaran en el interior de
las mismas [56, 128].

El hecho de que la regeneracién de las algas se
llevara a cabo en condiciones no axénicas nos impide
desechar la posibilidad de un origen infectivo para los
estructuras desorganizadas compactas detectadas en
cultivo. Pero, por otra parte, 1los resultados de las
experiencias de desinfeccién nos indican que nunca ha-
briamos podido separar la regeneracidén de la existencia
de contaminantes, ya que parece indudable la presencia
de contaminantes de naturaleza endofita.

Fellicini y Perrone (1972) descartan la posibi-
lidad del origen bacteriano de las estructuras desorga-

nizadas detectadas en Pterocladia capillacea, en base a

la deteccién de polaridad en la regeneracién de 1la
misma, argumentando que un proceso infectivo no deberia
ser restrictivo a una zona del alga. De acuerdo con 1lo
expuesto por taleé autores, podemos acumular pruebas
(factores implicados, estructura, polaridad etc.,) que
nos permitan dilucidar cudl es el origen de 1las es-
tructuras desorganizadas formadas por 1las diferentes

algas.
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La emisién de filamentos, como los que componen

las estructuras desorganizadas de G.doryphora, también

tiene parangdén en la naturaleza, Yya que es conocida 1la
capacidad de determinadas algas de emitir a partir del
talo filamentos (pelos, hifas) [45, 57, 76, 118, 142],
en alguna ocasién relacionados con actividades secreto-

ras o de absorcién de nutrientes [45, 84, 118].
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Efecto de aditamentos al medio de cultivo sobre

la regeneracién y crecimiento de las estructuras

regeneradas

Factores requladores del crecimiento y extractos

Los explantos "terminales" de Laurencia sp culti-
vados con 2mg/l de Kin, BA y 2,4-D, mostraron mayor
capacidad de regeneracidén que los del ensayo confrol
(Tabla III.2), pero no se observé la induccidén de es-
tructuras regenerativas diferentes a los explantos del
ensayo sin regulador. Por otra parte, las condiciones no
axénicas nos impiden predecir si el efecto sobre 1la
capacidad de regeneracién de los explantos por los re-
guladores fue directo o si medié la transformacidén de
los mismos por las bacterias o cualquier otro contami-
nante del cultivo. En este sentido; debemos mencionar

que los éxplantos de Grateloupia , libres de contaminan-

tes bacterianos, fungicos y algales no respondieron al
tratamiento con varias concentraciones (2 y 5 mg/l) de
BA, 2,4-D, Kin (resultados no expuestos en el trabajo),
aunque fueron cultivados en medio mESP70-2,5% glicerol
donde los explantos poseen una tasa de crecimiento supe-
riof a la normal.

Los reguladores de crecimiento Kin, BA y 2,4-D a
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concentracién de 5mg/l poseen efecto inhibitorio sobre
la regeneracién de los explantos "terminales" de Lauren-
cia sp (Tabla III.2). El Naftenato sdédico, que tuvo
efecto positivo sobre la formacién de callo en Laminaria
[206], fue también inhibitorio a esta concentracion.

A nuestro entender, si bien existe un efecto (pro-
motor o inhibidor del crecimiento) de los reguladores
sobre la regeneracion de los explantos, no se puede
concluir que estos alteren los patrones normales (callo
o yema) de regeneracioén detectados para los explantos
"terminales" de Laurencia sp.

Los reguladores del crecimiento no tuvieron efecto
sobre la morfogénesis de los callos de Laurencia sp
(Tabla III.6) (Fig III.6). El control del crecimiento de
los callos de Laurencia sp en base a los indices morfo-
genéticos Numero de yemas/Numero de callos sembrados
(Y¥/S) vy Numero de yemas/Numero de callos morfogenéticos
(IM) demuestra que, en condiciones normales de cultivo,
el incremento en Y/S, producto del incremento en el
nimero de yemas por la aparicién de nuevos callos morfo-
genéticos (Tabl III.5) no es acompafiado por ei aumento
en el IM que permenece constante. Aéarentemente, existe
un "maximo" en la regeneracidén de yemas por los callos
cercano a 3. El IM de los callos es ,por tanto, el

indice a controlar para la observacién de cualquier
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efecto sobre la morfogénesis de los mismos.

La Kinetina a concentraciones de 2 y 10 mg/1 no
tuvo efecto sobre el IM de los callos, gque permanecié
constante durante 30 diés después de 1la siembra. El
2,4-D no tuvo efecto o fue inhibitorio para la morfogé-
nesis de los callos.

En cultivo de tejidos de otras especies algales
se ha descrito que los reguladores de crecimiento vege-
tal no afectan a la morfogénesis de los callos, aunque
se hayan constatado efectos a nivel del crecimiento de
los mismos [22] incluso con la alteracidén de la morfolo-
‘gia celular [117). En la bibliografia consultada no
hemos encontrado niguna referencia en la que se con-

tralara cuantitativamente la morfogénesis de los callos

con indices como los que hemos utilizado. Tampoco exis-

ten referencias que indiquen la existencia de un "maxi-

mo" morfogenético de los callos como el detectado en

Laurencia sp.

‘Nuestros resultados nos permiten destacar que los
reguladores de crecimiento no han tenido el efecto que
de ellos se esperaba. A nuestro nivel, no es tan impor-
tante el hecho de que los reguladores aumenten la capa-
cidad regenerativa de los explantos, como el gque in-

duzcan cambios en el patrén de desarrollo normal de los
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mismos. En este sentido, 1los resultados obtenidos nos
indican que, en Laurencia sp, los reguladores de creci-
miento afectan unicamente a la capacidad regenerativa
global (callo + yema) de los explantos. Una vez formado
el callo, éste siguié un desarrollo morfogenético ya
marcado al que no afectaron los reguladores probados.

En alguna medida, el explanto condiciona el de-
sarrollo del callo después de que éste es aislado del
mismo. La posibilidad de que fuera un estimulo quimico
endégeno el que condicionara la induccién y morfogénesis
de 1los callos, se ihtenté probar con los ensayos de
extractos. Los resultados de tales experiencias (Fig
III.1, IIX.2, III.3) muestran que los extracto; probados
tienen efecto sobre la capacidad regenerativa de los
explantos que, al igual que con los reguladores del
crecimiento se manifiesta, de forma general, con un
aumento en la formacién de callo y yemas. No obstante,
los resultados en la Tabla III.3. muestran que algunos
tipos y concentraciones de extractos parecen tener mayor
efecto sobre la regeneracién de callo que de yemas.

Los resultados obtenidos, cunado se utilizan
explantos "cilindro", demuestran que la regeneracioén de
callo a partir de zona de corte no obedece a ningun
estimulo quimico que pudieran poseer los extractos. Los

porcentajes de formacién de callo no son significativa-
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mente superiores a los obtenidos en el ensayo ‘control
(Fig III.2A, B, C, D). Dentro de la "normalidad" de los

valores de %Callo en los explantos '"cilindro", ocurre
que los extractos aumentan la capacidad morfogenética de
los explantos, observindose mayor formacidén de yemas
(Fig III.3A, B, C, D).

La regeneracion de yemas, a nivel macroscépi-
co, "compite" con la de callo. Depende del grado de
desarrollo de la capa intermedia entre la zona de corte
y la base de las yemas para que una manifestacién rege-
nerativa sea considerada como callo o yemas. Tal cir-
cunstancia, en explantos sometidos a tratamientos donde
poseen una mayor capacidad regenerativa, puede hacer
fluctuar los valores "normales" (los del ensayo control)
de formacién de callo. Asi se explican resultados como
los obtenidés en el extracto hidrofilico que, aparente-
mente, inhibe 1la formacidén de callo a bajas concentra-
ciones, aumentando los valores del %Callo a medida dque

aumenta la concentracién (Fig III.2B).

Los resultados obtenidos con las dos expe-
riencias de extractos ponen de manifiesto , en primer
lugar, 1la existencia de variabilidad en los explantos
"terminales" de Laurencia sp que responden formando

callo o yema aleatoriamente, por ser explantos no
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homogéneos con pequefias ramas, apices (obviamente con
potencialidad regenerativa diferente) y zonas de corte.
La potencialidad regenerativa de estas zonas en el mismo
explanto es diferente lo que, unido a la baja frecuencia
de regeneracién simultanea, hace que la manifestacién
regenerativa final dél explanto (callo o yema) sea
variable entre explantos.

La variacién del explanto "terminal" pudo condi-
cionar también la regeneracidén preferencial de un tipo u
otro de estructuras (callo o yema) detectado en el
ensayo con reguladores de crecimiento (tabla III.Z2).

Los extractos pueden ser una forma de enri-
quecimiento del medio de cultivo para especies que no
respondan a los métodos de enriquecimiento convencio-
nales en cultivo de tejidos.

| Los resultados obtenidos con 1los extractos
lipofilico e hidrofilico a baja concentracién coinciden
con. los obtenidos por Fries (1980) trabajando con ex-

tractos de Fucus vesiculosus y Laminaria digitata en

cultivo de Enteromorfa compressa, aungue en su caso el

efecto de los extractos fue evaluado con el incremento
en el peso fresco del alga. El encontrar los principios
activos responsables de los efectos beneficiosos que los

extractos tuvieron sobre la regeneracién de los explan-
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tos, puede constituir una linea de investigacion que
contribuya a la mejora de los métodos de cultivo, con la
adecuacién de las tasas de propagacién a las requeridas

en cultivo de tejidos.
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Efecto de potencial hidrico sobre la regeneracién

en cultivo

Antes de la discusién de los resultados obtenidos
en las experiencias de control del efecto del potencial
hidrico sobre la regeneracién de las algas, consideramos
necesario aclarar el significado de los diferentes tér-
minos que utilizaremos. Siguiendo la terminologia de
Lobban y colaboradores (1985), el potencial hidrico( )
es igual a 1la suma de los potenciales osmoético ( 1)
(dependieﬁte de la concentracién de solutos en el aqua),
y matricial ( ) (dependiente de la presencia de parti-
culas que retengan agua) . En el agua de mar o en el
medio de cultivo las células poseen un potencial hidrico
suma de los potenciales antes expuestos. Si el medio es
liquido se anade al potencial hidrico 1la contribucién
del pofencial de presidén al que responde la célula con
la presién de turgor. La contribucién del potencial de
presién es despreciable si el medio es sélido, en tal
caso la presion de turgor celular equilibra las diferen-
cias entre 1los potenciales hidricos del medio y 1las
células. La presioén osmética hace referengia a la con-
centracién de soluto (Osmolalidad), comportandose de
forma inversa al potencial de presiodn.

Las experiencias preliminares de control de la
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osmclalidad del medio de cultivo pusieron de manifiesto
que tal propiedad depende de la cantidad de agua de mar
del nmismo y de la concentracién del agente osmético
anadido, 16 gue nos permite incluso estimar la osmolali-
dad final del medio de cultivo preparado. Al utilizar
medio de cultivo solidificado, se anade el componente
matricial al potencial hidrico [25, 41, 42]. A pesar de
las referencias senaladas en la Introduccidén, en las que
se demuestran las implicaciones de la solidificacién del
medio de cultivo en la capacidad de formacidn de callo
de las macroalgas, en la bibliografia revisada no hemos
encontrado trabajos en los que la regeneracién de las
algas se llevara a cabo en condiciones de potencial

hidrico controladas.

Efecto del Potencial osmético

La osmolalidad del medio de cultivo afecté a 1la
regeneracién de los explantos de las tres especieé ensa-
yadas (Fig III.4A, B, ¢C; III.7 y III.9A, B, C). Los
aspectos mas destacados del efecto de la osmolalidad del
medio de cultivo fueron:

1) A osmolalidades inferiores a 0,7 Os/Kg y superiores a
1,0 Os/Kg los explantos sufren una disminucién drastica
de 1la capacidad regenerativa que afecta en 1la misma

medida a la formacidén de callo que a la formacidén de
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yemas.

2) A valores de osﬁolalidad entre 0,7 y 1,0 se observan
diferencias interespecificas. Los mayores valores del
$Regeneracidén, %Callo y %Yema en explantos de Laurencia

sp se observaron a osmolalidades de 1,0 Os/Kg en medio

mESP100. G.versicolor posee los mayores valores de %Re-
generacién y %Yema a osmolalidades de 1,0 Os/Kg en medio

mESP70-10g/1 NaCl. G.doryphora mostré los mayores va-

lores del $%Regeneracién y %Yema a osmolalidad de 0,7
Os/Kg en medio mESP70, mientras que el %Callo fue supe-
rior en medio mESP100 a osmolalidad de 1,0 Os/Kg.

3) La regeneracién de callo en Laurencia sp y G.dorypho-=

ra en medios de cultivo de osmolalidad 1,0 Os/Kg aumenta

a medida que se incrementa la concentracién de agua de

mar de los medios de cultivo del 50% al 100%. La regene-
/

racién de yemas en las tres especies es mayor en medios

mESP100 y notable en medios mESP50-16g/NacCl.

Efecto del Potencial matricial

La formacién de callo en Laurencia sp y G.dorypho-
ra fue inferior en medios con 0,3% de agar que en medios
con 0,8% y 1,5% de agar, sin que existan diferencias
entre estos ultimos (Fig III.5; III.10). La regeneracion
de yemas en las tres especies ensayadas disminuye ‘a

medida que aumenta la concentracién de agar del medio de
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cultivo (Fig III.5; III.8; III.1l0).

Los resultados obtenidos con las tres especies
ensayadas son claros en la demostracion de los efectos
de los tratamientos de osmolalidad y concentracién de
agar del medio de cultivo sobre la regeneracién de los
explantos. Las diferencias detectadas en la capacidad
regenerativa de los explantos en las distintas osmola-
lidades del medio de cultivo pueden ser intrepretadas
sobre la base de un efecto osmético de la concentracidén
de NaCl o disminucién de la proporcidén de agua de mar, o
sencillamente, debidaé a la existencia de deficiencias
nutritivas por 1la disminucién del agua de mar y el
establecimiento de relaciones idnicas diferentes entre
los distintos tratamientos. En este sentido, el enrique-
cimiento -en nitrégeno, fésforo y micronutrientes del
medio mESP, que fue afadido a cada uno de los medios
utilizados, es superior o igual a las cantidades de
dichos nutrientes en el agua de mar. Se deduce, por
tanto, gque en ningun tratamiento hubo diferencias
nutritivas que permitan hablar de carencias. Por otra
parte, 1la comparacién de los balances idnicos existentes
en los diferentes medios demuestra gque existen medios
con relaciones idénicas iguales donde la regeneracidén fue
muy diferente (Tabla IV.1). Tal es el caso de los medios

mESP50 que poseen relaciones idnicas iguales al mESP70 y
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mESP100, pero donde los explantos no regeneraron. De
igual forma, el medio mESP100-15 g/1NaCl, donde los
explantos no regeneraron, posee balances idnicos iguales
al mESP70-10g/1 NaCl y mESP50-6 g/1 NaCl. Consiguiente-
mente, los efectos de la disminucién de la proporcioén de
agua de mar y la adicidén de NaCl deben ser considerados
como efectos osméticos. Se concluye que los explantos no
regeneran en medios con osmolalidades inferiores a 0,7

Os/Kg y superiores a 1,0 Os/Kg.
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TABLA IV.1l. Balances idnicos (catidnicos) de los medios

de cultivo con diferentes osmolalidades

Medio de Osmolalidad
RELACION IONICA (meq/meq) Cultivo Os/Kg
Na /K Na /Mg Na /Ca
47 4 23 mESP50 0,5
nmESP70 0,7
mESP100 1,0
69 6 34 mESP50-6g/1NaCl 0,7
mESP70-10g/1NaCl 1,0
mESP100-15g/1NaCl 1,5
104 9 51 mESP50-16g/1NaCl 1,0
mESP70-24g/1NaCl 1,5
151 14 74 mESP50-30g/1Nacl 1,5
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A la osmolalidad del medio de cultivo hay dque
anadir 1los efectos de la concentracién de agar que
disminuye 1la capacidad regenerativa a medida que se
aumenta su concentracién.

A nuestro entender el efecto final de las caracte-
risticas del medio de cultivo es un efecto combinado de
potencial osmético y matricial. Esto explicaria el que

G.doryphora regenere en mayor medida en un medio con

osmolalidad de 0,7 Os/Kg, inferior a la del agua de mar
(1,0 Os/kg), ya que en las condiciones hidricas finales
iﬁfluye el agar del medio de cultivo (8 g/l) gue reduci-
ria el potencial hidrico -hasta valores (més negativosj
similares a loé encontrados en el agua de mar.

Si son sdélo las condiciones osméticas y matri-
ciales del medio de cultivo las que influyen en el
crecimiento y regeneracién de los explantos, no parece
légico que exista diferente capacidad de regeneracién en
medios con igual osmolalidad y concentracién de agar.
Las condiciones fisicas finales del medio de cultivo no
son las mismas en los diferentes medios. El agar es una
ficocoloide que no necesita de iones para la gelifica-
cidén, pero sus propiedades (rigidez, fuerza) se alteran
si, durante el proceso de gelificacién, existen agentes
que bloquean la formacidén de puentes de hidrogeno entre

las cadenas lineales de polisacdridos [6]. La adicidén de
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Na (en forma de NaCl), o disminucién de Mg y Ca dismi-
nuyen la rigidez 4 fuerza del agar [199].

Las relaciones idnicas o 1las concentraciones
absolutas de los diferentes iones, gque se establecen en
los diferentes medios de cultivo, si bién no afectan
directamente al crecimiento de los explantos, podrian
variar las condiciones fisicas de cultivo. La variacién
en los balances idnicos de los medios se produce por la
eliminacién de agua de mar (disminucién del contenido en
Mg y Ca ) y la adicién de Na (en forma de ClNa) para
aumentar o disminuir la osmolalidad. El aumento en los

valores de los balances iénicos disminuye la rigidez y

dureza del agar del medio de cultivo. Se concluye que -

aungue posean la misma osmolalidad y concentracién de
agar, la existencia de balences idénicos diferentes entre
los distintos medios hace que las condicidnes hidricas
finales sean diferentes. El1 efecto de los balances iéni-
cos debe ser similar al de la concentracién de agar.
Experimentalmente se comprueba que los diferentes medios
de cultivo poseen diferentes propiedades'fisicas, siendo
notable 1las diferencias en rigidez y dureza del agar en
los medios tipo mESP50 con respecto al resto. Se observa
como en tales tipos de medios existe un aumento en 1la

formacién de yemas, el mismo efecto que posee la re-
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duccion de la concentracién de agar. (Fig.- III.4A, B, C
; I11.7; III.9 A, B, C).

Las condiciones hidricas del medio de cultivo
afectan a la capacidad regeneratiQa de los explantos y a
los patrones\‘de crecimiento (callo o yema) que
desarrolla. La retencidén de agua por el medio de cultivo

puede afectar a la difusién de nutrientes hacia el

interior de 1los talos lo gque provocaria la emisién de

filamentos por los explantos de G.doryphora . En medios
con menor osmolalidad vy concentracién de agar 1la
regeneracion se orienta hacia la.formacién de yemas.
Cuando disminuye el potencial hidrico (aumento de 1la
osmolalidad o concentracidén de agar) los explantos emi-
ten filamentos. Se concluye que las masas filamentosas
no sélo no se adaptan a la definicién de un callo, como
hemos senalado anteriormente, sino que ademas su forma-
cién esta relacionada con la existencia de condiciones
hidricas estresantes para el alga, corroborando
la idea de que la emision de filamentos a partir de 1los
talos de 1las algas estad implicada en la absorcién de
nutrientes o‘égua (45, 56, 84, 118].

En Laurencia sp puede encontrarse cierta implica-
cién de las propiedades hidricas del medio de cultivo en
la regeneracién si se tiene en cuenta que:

*La regeneracion de estructuras desorganizadas consti-
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tuye un paso previo a la regeneracién de las yemas.

*E1 callé.tiene un patrén de desarrollo morfogenético
homogéneo que aparentemente adquiere desde su formacion
por el explanto y que no es alterado por compuestos
quimicos como los reguladores del crecimiento de vege-
tales superiores. El unico efecto sobre la morfogénesis
del <callo se observé al cultivarlos en medio mESP con
menor concentracién de agar (0,3%) , dque provoca la
elongacion de las yemas.

* La polaridad en la regeneracién de 1los explantos
depende de la existencia de polaridad en la organizacidn
del talo. La reorganizacién durante la regeneracién en
la 2zona proximal del explanto en condiciones hidricas
estresantes puede dar lugar a la mayor desorganizacién

de la capa celular intermedia entre las yemas y la 2zona

de corte. La formacién de <callo en  Pterocladia

capillacea se ha descrito en términos de reorganizaciodn

de 1la polaridad celular en la zona de corte proxinmal
del explanto [56].

*La microcopia electrdénica de los callos de Laurencia
sp puso de manifiesto la existencia de una gran activi-
dad celular con la aparicién de granulos de almiddn,
vesiculas con contenido mucilaginoso, cloroplastas acti-

vos y mitocondrias. Las mismas caracteristicas presentan
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las células implicadas en determinados aspectos de la
biologia de las algas, como la formacién de células
reproducturas o la divisién de las células apicales del
talo (38, 43, 76, 157, 188]). La acumulacioén de gréanulos
de almidén ha sido relacionada con la necesidad ener-
gética de taies procesos [38, 43, 76, 188]}. La acumula-
cién de granulos de almidén en las células del callo,
combinado con la intensa actividad metabdlica detectada
podrian ser necesarias para la formacion de las yemas,
proceso que hecesita de un aporte energético.

El almidén de algas rojas (almidén de florideas)
posee una estructura similar a la fraccidn amilopectina
del almidén de plantas superiores [118). En la biblio-
grafia consultada no hemos encontrado referencias a 1la
acumulacién de granulos de almidoén en el interior de las
células de 1los callos de macroalgas. En cultivo de
tejidos de plantas superiores la acumulacién de almidén
en las celulas de los callo de tabaco ha sido rela-
cionada con 1las necesidades energéticas de 1la morfo-
génesis [184, 185, 162), pero también, el estudio de los
acontecimientos celulares en la formacién de yemas en
tales callos asignan un papel osmético a los componentes
derivados de la degradacién de dichos gréanulos [14, 25,
26, 182, 183]. Tales compuestos dan lugar a cambios en

la presién de turgor de las células, necesarios para su
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crecimiento [37, 204, 205].

En plantas superiores, el efecto inhibidor de
la formacion de yemas por la concentracién de agar en la
que crecen los callos [25, 41, 42] ha sido interpretado
sobre 1la base del efecto del agar sobre el potencial
hidrico del medio de cultivo. Al ser un sustrato que no
penetra en el interior de las células, estas no pueden
equilibrarse osméticamente con el medio, con lo que no
pueden alcanzar la presién de turgor necesaria para el
crecimiento [25]. Agentes como la sacarosa, que penetra
en el interior celular, puede cumplimentar las propie-
dades hidricas celulares necesarias para la regeneracion
de yemas. De la misma forma podrian actuar los pro-
ductos derivados de 1la degradacién del almidén que
acumulan los callo [25].

Las pruebas bibliografias aportadas acerca del
funcionamiento de la regeneracion en sistemas que com-
parten ciertas caracteristicas (acumulacién de almidédn,
inhibicidén de la regeneracién de yemas por agar) con las
del callo de Laurencia sp permiten formular la hipdétesis
de que la formacion de callo en esta especie podria ser
consecuencia de 1las propiedades hidricas del medio de
cultivo. El potencial hidrico altera 1la reorganizacién

celular en la zona proximal, haciendo que las células
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crezcan desorganizadamente Yy acumulen el almidon
necesario para la generacion de las yemas. Los productos
derivados de la degradacién del almiddén servirian como
aporte energético del porceso, al mismo tiempo que gene-
rarian las condiciones osméticas necesarias para el
crecimiento y divisién celular.

Una forma de probar que la regeneracién de
Laurencia sp es regulada por las propiedades hidricas
del nmedio, seria el estudio del comportamianto de 1los
explantos al.aﬁadir compuestos osmoticamente activos, al
mismo tiempo que implicados en la regulacién osmética de
las células algales.

El ambiente en el que viven las algas marinas,
sobre todo si alternan periodos de exposicidén con perio-
dos en las que se encuentran sumergidas, requiere de
mecanismos de regulacion de las propiedades osméticas.
La regulacidén osmética depende, entre otros, de com-
puestos carbonados simples [40]. Dentro de las algas
rojas las algas Ceramiales (como Laurencia sp) regulan
las propiedades osméticas celulares con el digeneaside
(manosa-glicerol) y el resto de los grupos lo hacen con
floridoside o isofloridoside (formas isoméricas de com-
puestos galactosa-glicerol), todos ellos productos de la
actividad fotosintética celular [99, 100, 106, 118, 159,

160). 1979, Reed, 1985; Reed y Col, 1980, Kauss, 1967a,

198

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



1967b) .

Las condiones no axénicas de cultivo impidieron el
gque pudieramos ahadir compuestos, como la manosa o el
glicerol, al medio de cultivo, para comporbar asi su
efecto de tales sobre la regeneracién de las yemas y 1la
formacioén de callo por los explantos de Laurencia sp. El
establecimiento de cultivos 1libres de contaminantes
bacterianos y fungicos de G. doryphora nos permtidé el
estudio de los efectos del glicerol sobre la regenera-

cién de los explantos.

Efecto osmético del glicerol

A osmolalidades superiores de 1,0 Os/Kg el glice-
rol tiene el mismo efecto que el NaCl, impidiendo 1la
regeneracién de yemas por los explantos semicirculo de

G.doryphora (Fig 1III.11). Esto es un prueba mas del

efecto osmético del NaCl. Al mismo valor de osmolalidad
1,0 Os/Kg, si bien 1los explantos muestran la misma
capacidad de regneracién (%Yema) (Fig III.11A), se pro-
duce un crecimiento notable de los mismos con la regene-
racién de gran cantidad de yemas que marcan los valores
de los indices Numero de yemas/Numero de explantos sem-
brados (Y/S) y Nimero de yemas/Numero de explantos mor-

fogenéticos (IM), muy superiores al encontrado en los
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explantos sembrados en medio mESP100 (Fig III.11B, C).
El glicerol en las células algales combina un papel
osmético, en forma de galactosa-glicerol, y de fuente de
carbono [107]. Las caracteristicas del crecimiento de
los explantos en medio mESP70-2,5% glicerol sdlo es
explicable si el glicerol es utilizado por los explantos
como fuente de carbono.

Los explantos sembrados en medio mESP70-2,5%glice-
rol respondieron de forma homogénea desarrollando un
patrén de crecimiento morfogenético. Sélo un explanto no
regenerdé yemas en la misma medida que el resto, perdien-
do la estructura normal del explanto con la deformacidn
del mismo por crecimiento. Los resultados obtenidos en
el experimento de caracterizacion del crecimiento de
pequefias yemas en medio mESP70-2,5% glicerol demuestran
gque el crecimiento én este medio transcurre con la
induccién de 1la morfogénesis, mientras que en medio
mESP100 1las Yyemas crecen en longitud (Tébla III.10).

Aparentemente, el glicerol no sélo actiya como
fuente de carbono que permita una alta tasa de propaga-
cién, sino que ademas canaliza el crecimiento hacia un
patrén de crecimiento morfégenético. Los resultados
obtenidos con el recultivo de los explantos cultivados

en medio con alta concentracién de glicerol son bastante
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clarificadores (FigIII.12 A, B). Tedricamente, al exis-
tir mayor concentracién de glicerol en el medio de
cultivo se acumula mayor cantidad del mismo en las
células. Cuando se recultivan los explantos a medio
donde puedan crecer (Osmolaridad 1,0 Os/Kg) se produce
un crecimiento mayor al detectado en medio mESP70-
2,5%glicerol. Ocurre ademds que el crecimiento de los
explantos transferidos sigue el mismo patrén morfo-
genético sefnalado para el glicerol, pero en este caso
los valores de los indices morfogenéticos, scobre todo el
Nimero de yemas/Numero de explantos morfogenéticos (ya
que algunos explantos no sobrevivieron en medio con alta
osmolalidad), fueron muy superiores al detectado en los
explantés sembrados desde ei principio de la experiencia
en medio mESP70-2,5% glicerol. El efecto morfogenético
del glicerol es, por tanto, acumulativo.

Este hecho solo es explicable si el efecto osméti-
co del glicerol, combinado al efecto como fuente de
carbono resultara, segun lo argumentado por Brown y col
(1979) y bajo la hipétesis del turgor [37, 204, 205], en
la alteraciéﬁ de la presion de turgor de 1las células
implicadas de tal forma que el patrdén de crecimiento se
orientara a la formacidén de yemas.

Los resultados obtenidos al aumentar la concentra-

cién de agar del medio de cultivo mESP70-2,5%Glicerol
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(Fig III.13) corroboran esta idea, en tanto, la regene-
racién de yemas disminuye a medida que se incrementa la
concentacién de agara. En todos las concentraciones de
agar se observd el incremento en tamano de los explantos
sembrados. A medida que la concentracién de agar se
incrementa existe un mayor porcentaje de explantos que
crecen de forma desorganizada sin emitir yemas, que
seria lo esperado si el glicefol mantiene su efecto
como fuente de carbono, sin poder equilibrar las carac-
teristicas hidricas del medio de cultivo. necesarias

para la regeneracién de yemas. El comportamiento de los

explantos de G.doryphora frente a las variaciones en la

concentracién del glicerol y agar dél medio de cultivo
tiene un marcado paralelismo con el detectado en callos
de tabaco en su respuesta a variaciones en la concen-
tracién de sacarosa y agar [25]. La unica diferencia
entre los dos '"sistemas" radica en que en tabaco el
efecto osmético-matricial s6lo es posible observarlo en
"callos morfogenéticos que son inducidos con la adicién
de reguladores de crecimiento al medio de cultivo. En

los explantos de G.doryphora la regulacién de la capaci-

dad morfogenética por el sistema glicerol-agar se pro-
duce sin la necesidad de reguladores de crecimiento que

induzcan previamente la respuesta morfogenética. Aparen-
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temente, 1los factores que regulan la morfogénesis en
ambos vegetales alteran su importancia relativa en su
contribucioén a la misma.

No hemos encontrado referencias en la que se des-
tagque un efecto similar de una fuente de carbono sobre
el crecimiento de las algas. No se han descrito efectos
sobre 1la tasa de propagacién de un alga en cultivo de
tejidos como el demostrado para el glicereol y, por otra
parte, no se han utilizado indices de crecimiento que
permitan la observacidén del fendmeno.

Nuestros resultados con el glicerol contrastan con
la idea de Reed y colaboradores (1982) que consideran
que el floridoside (Galactosil (1-2)glicerol) serviria
para la osmoaclimatacién de las células algales sin
participar en la regulacién del turgor. Sus resultados
estan basados en la acumulacidén de este producto después
de someter las algas a condiciones estresantes de sali-
nidad, no en la accidén directa que tiene el glicerol.

Los resultados obtenidos con el cultivo de explan-
tos "semicirculo" en medio mESP70-2,5% glicerol denues-
tran que el glicerol no tiene ningin efecto sin 1la
presencia de 1la luz. La iluminacién de los explantos
pudo condicionar la absorcidn dé glicerol o regular 1la
metabolizacién del mismo. En este sentido, el efecto

fotomorfogenético, puesto de manifiesto en determinados
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aspectos de la biologia de las algas (39, 49, 119, 120,
121], ha sido descrito como un fendémeno poco conocido en
el que la luz actuia como una senal que afecta al metabo-
lismo de hidratos de carbono y proteinas [120].

A los efectos reguladores del potencial hidrico
del medio de cultivo sobre 1la regeneracién de

de G.doryphora y 1la accidén como fuente de carbono y

agente morfogenético del glicerol, se anade 1la
regulacién que ejerce la luz sobre el funcionamiento del
sistema. Aparte de la fotomorfogénesis, otro punto de
conexién entre tales parametros lo constituye el que la
sintesis de compuestos galactosil-glicerol transcurre
con la adicién de UDP-galactosa a glicerol-fosfato pro-
ducidos por la fotosintesis [99].

La utilizacioén de las técnicas de cultivo de teji-

dos para 1la propagacién de Grateloupia doryphora ha

puesto de manifiesto la interaccién de parametros como
las relaciones hidricas del medio de cultivo y células y
la luz en los patrones de regeneracién del alga en
cultivo.

A nuestro entender, el control que podemos ejercer
sobre tales paradmetros nos puede llevar, a su vez, al
control del sistema. Desde el punto de vista de 1la

efectividad de 1las técnicas de cultivo de tejidos da
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igual controlar la regeneracién de las algas en cultivo
de forma quimica, con 1la adicién de reguladores de
crecimiento, que fisica, con la alteracién cualitativa y
cuantitativa de luz y potencial hidrico.

Los resultados obtenidos con Laurencia sp indican
‘que existe 1la posibilidad de que la regulacién de 1los
patrones de regeneracién por parémetros fisicos no sea

una caracteristica exclusiva de Grateloupia doryphora.

Subyace la idea de Fries (1973) de que, independiente-
mente que las algas pudieran regular su crecimiento y
desarrollo por la accidén de reguladores del crecimiento
(propios o similares a los de plantas vasculares), estos
vegetales son muy afectados por las condiciones fisicas
medioambientales (luz, temperatura, etc.).

La capacidad de algunos explantos de crecer en
medio con glicerol sin regenerar yemas, pero deforman-
dose completamente, hecho gque es md&s perceptible en
medio‘con concentracién elevada de agar (1,5%):; junto al
hecho de que tales desorganizaciones macroscépicas no se
corresponden con desorganizaciones de 1la estructura
interna del talo, nos remiten nuevamente al tema de la
discusién de las deformaciones naturales y su relaciodn
con las detectadas en cultivo.

La existencia en la zona de recoleccién de poca

biomasa algal de Gracilaria ferox impidié la realizaciodn
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de ensayos con los que probar los efectos de la osmola-
lidad y 1la concentracidén de agar del medio de cultivo
sobre tales deformaciones. Por esta razén, poco podemos
aclarar acerca del origen de las mismas que no sea a

través de la comparacioén de los hechos que concurren en

la formacién de tales deformaciones y las de las otras

algas ensayadas. La deformacién completa de un explanto
creciendo en medio con glicerol, libre de contaminantes
bacterianos y fungicos e inhibido el crecimiento del

"posible" end' 'ito que posean, nos indica que en cultivo

de tejidos de G.doryphora la aparicién de las deforma-
ciones no esta relacionada con la presencia de contami-
nantes. En la misma medida la aparicién de las deforma-
ciones en G.ferox podria no ser debida a los contami-
nantes que portan los explantos, sino, al igual que en

Laurencia sp y Grateloupia doryphora de las condiciones

de cultivo. El1 hecho de que las deformaciones sélo
aparezcan en yemas regeneradas en cultivo indica que
las condiciones de cultivo inducirian las caracteristi-
cas fisiolégicas necesarias para el crecimiento macros-
cépicamente desorganizado. En este sentido, Brown Yy
col., (1980) demuestran que, antes de la aparicién de
las caracteristicas histoldégicas que preceden la forma-

cién de yemas en callos de tabaco, se produce una adap-
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tacién de las propiedades hidricas de las células que

las preparan para la morfogénesis .

El glicerol como fuente de carbono eficaz para la

propagacién vegetativa por cultivo de tejidos

En cultivo de tejidos se intenta el crecimiento
heterotréfico de las células , para lo que en vegetales
superiores el medio de cultivo es enriquecido con fuen-
tes de carbono. La mas comun la sacérosa [81].

Como se ha senalado en la Introduccién, también
en el cultivo de tejidos de algas se han anadido a 1los
medios fuentes de carbono. Nuestros resultados muestran
gue al ser los compuestos carbonados agentes osmoéticos,
o bién se afaden a bajas concentraciones (glucosa 0,01%.
[149]), con 1lo que es previsible que no tengan efecto
sobre el crecimiento, o se aﬁadén a concentraciones
elevadas donde, pér sus efectos osméticos, pueden inhi-
bir 1la regeneracién de los explantos (Manitol 10%.
[164]). Si se trabaja con medios de cultivo con agua de
mar enriquecida, la mejor solucién es disminuir la sali-
nidad del medio de cultivo con la dilucién con agua
destilada, anadiendo los mismos nutrientes y equilibran-
do la osmolalidad con la concentracién del azucar. Si se
trabaja con medios de cultivo sintéticos el potencial

hidrico puede ser controlado en la formulacién del
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mismo [129].

El efecto del glicerol como fuente de carbono no
puede ser reemplazado por la sacarosa en las mismas
condiciones osméticas de cultivo (Fig III.14). En la
linea de lo argumentado por otros autores que observan
resultados similéres a los nuestros, creemos gque tal
efecto es debido a diferecias metabdlicas entre las
plantas superiores y las algas [69, 164].

En la bibliografia consultada no hemos encontrado
niguna referencia en la que se demuestre para otras
algas rojas una tasa de propagacion vegetativa similar a

ja observada en G.doryphora en medio de cultivo con

glicerol. Saga y colaboradores (1982) consiguen, con
manitol, una tasa elevada de propagacidn del alga parda

Dyctiosiphon foeniculaceus, pero trabajando con la fase

microtalo que solo pudieron mantener en forma de masa
filamentosa (Callo, segun los autores).

El glicerol tiene los mismos efectos sobre 1los
explantos semicirculo que sobre las carpoesporas O las
células liberadas del talo por digestiodn enzimatica. El
haber encontrado una fuente de carbono eficaz para el
crecimiento de las células algales posibilité el que se
intetara con éxito la regeneracion a partir de otras
zonas del talo. Aungue ha sido descrito la propagacidén

de diferentes especies algales a partir de células libe-
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radas del talo (Tabl I.1,I.2, I.3) no existen referen-.

cias en la bibliografia consultada donde se describa 1la
utilizacién de fuentes de carbono efectivas en la propa-
gacién de las mismas. La mejora en los métodos de obten-
cién' y regeneracion de las célﬁlés liberadas del talo

en medio liquido y sélido puede llevarnos al estableci-
miento de cultivos a partir de células o grupos de
células con la posibilidad, incluso, de separar tipos
celulares diferentes.

La tasa de propagacidén elevada que se obtinene
con medios de cutlivo enriquecidos en glicerol (Fig
II1.14) permitird reducir el tiempo necesario para la
obtencién de talos y el estudio de la fisiologia de
células liberadas del talo. Al mismo tiempo, la separa-
cién de células posibilitaria la mutagénesis y su es-
tudio -con la comprobacién de los resultados en un corto
espacio de tiempo.

El aspecto mas destacable de la regeneracién de
las ceélulas libres fué el que estas desarrollaran nuevos
talos Yy no permanacieran creciendo y dividiendose hasta
dar un cultivo celular en suspensién. Opinamos que
para esto puede ser necesario el control gquimico (re-
guladores de crecimiento) o fisico (parametros ambien-

tales en los que crecen las celulas).
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La fegeneracién a partir de carposporas presenta
hechos como la formacién de masas celulares lobuladas
que se disgregan facilmente, tanto en medio s6lido como
liquido, sin llegar a adoptar la estructura tipica de un
talo. La organizacion interné es también diferente, no
encontrandose tipos celulares tipicos de los talos de
esta especie. Es conocido que la formacién de talos a
partir de carposporas es un proceso controlado por
parédmetros medioambientales cuya accién especifica per-
manece aun pobremente entendida [118]. La propagacién de

carposporas de G.doryphora por cultivo de tejidos per-

mitira el estudio de la relacién. de tales parametros con
la morfogénesis de los talos a partir de las mismas. E1l
control del sistema hara de las carposporas, combinadas
con técnicas como la encapsuiacién un sistema ideal para

la construccién de "semillas de algas".
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IV.3. Cultivo en medio liquido

Uno de los fines fundamentales de la propagacidn
por cultivos de tejidos es que, al final, 1la planta
mantenida en el laboratorio crezca en el ambiente na-
tural [139]). El ambiente natural de un alga marina es el
agua de mar, por lo que las plantaé cultivadas en el
laboratorio, aplicando las técnicas de cultivos de teji-
dos, deben dar lugar a plantas normales susceptibles de
ser cultivadas en agua de mar o en medio de composicién
similar a la misma. Este Gltimo paso es absolutamente
necesario si 1las técnicas de cultivo de tejidos son
aplicadas para la obtencidén de clones selectos de algas.

Los callos de Laurencia sp puedieron ser culti-
vados en medio liguido en el que desarrollaron plantulas
de hasta 1cm de longitud y donde permanecieron creciendo
durante mas de dos meses. Sinlembargo, la contaminaciodn
de los explantés hace que al tiempo de cultivo disminuya
la viabilidad de los mismo, por lo gque, en cierta medida
este resultado es ocasional, no por ello menos impor-
tante ya gue demuestra lo adecuado de tal estructura
como forma propagativa-de estd eépecie.

Los resultados mas destacados en el cultivo a

medio 1liquido se obtﬁviéfén coh érateloupia dorfphora,

observandose como los explantos que habian crecido en
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medio sdlido mESP70-2,5% glicerol se adaptaron perfecta-
mente al crecimiento en medio liquido mESP100 donde
desarrollaron plantulas de pigmentacién y morfologia
normal (Foto 30). La compatibilidad entre el medio sdli-
do con glicerol y liquido mESP100 constituye un paso
importante, ya que la propagacién a alta tasa en medio
con glicerol hubiese sido poco efectiva si, al final,
los explantos no se habituaran a las condiciones nor-
males de crecimiento (agua de mar o mESP). En la obten-
cién de estos resultados el control de 1la osmolalidad
del medio de cultivo con glicerol permitié la adaptacién
de 1los explantos, ya que estos crecieron siempre en
condiciones isoosméticas.

La propagacién a medio de cultivo mESP70-2,5%gli-
cerol liquido permitio el mantenimiento de la alta tasa
de propagacién de los explantos en medio mESP70-2,5%gli-
cerol sélido. Los explantos desarrollaron "plantulas" de
aspecto deforme , compuestas de gran cantidad de yemas y
pigmentacién anormal. En cierta medida, el crecimiento
en medio con glicerol liquido sigﬁié las mismas caracte-
risticas detectadas en medio sdélido.

Un aspecto imporfante en la propagacién en medio
mESP70-2,5% glicerol tanto sdélido como 1iquiao es el

aspecto de los explantos al tiempo de cultivo. A lo 20
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dias de sembrados en medio sélido mESP70-2,5% glicerol
los explantos comienzan a depigmentarse, sin que se
observara la emisién de sustancias, o la alteracioén de
propiedades del medio de cultivo como el pH.

En cultivo de tejidos de plantas superiores 1la
disminucién de la tasa de crecimiento de los callos que
hace necesario el subcultivo es debida a la aparicién de
gradientes en la toma de nutrientes por las células del
mismo (George & Sherrington, 1984). La depigmentacidén de

los explantos de G.doryphora comienza en las yemas mas

separadas de la superficie del agar y rapidamente se
extiende a otras zonas del explanto. El hecho de que la
depigmentacién pueda evitarse con el subcultivo, nos
indica que el crecimiento a alta tasa que sufren los
explantos en medio sé6lido mESP70-2,5% glicerol impide la
difusién de nutrientes del medio de cultivo hacia 1las
células mas seperadas del mismo. El que se detecte la
depigmentacién de explantos en medio liquido mESP70-2,5%
glicerol indica que 1la deformacién de 1los explantos
puede condicionar también la difusién de nutrientes.

Sin embargo, no es descartable que el metabolismo

del glicerol por las células del talo de G.doryphora

produzca la acumulacién de productos nocivos para el
crecimiento celular. Las vias degredativas del glicerol

en el interior celular es un aspecto a estudiar al que
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pude ser muy util como "herramienta" de trabajo 1las
técnicas de propagacidén por cultivo de tejidos de-

sarrolladas para G.doryphora.

No hemos encontrado refencias en la que se descri-
ba la propagacién completa de un alga, desde el estable-
cimiento de cultivos "axéniéos", la propagacién a alta
tasa en medio sdélido y liquido hasta la adecuacién de
los explantos a las condiciones normales de crecimiento
del alga en medio similar al agua de mar.

Con la obtencién de plantulas normales del alga

Grateloupia dorypho ra hemos completado el proceso de

propagacién de la misma por cultivo de tejidos. A partir
de este alga se pueden establecer cultivos 1libres de
contaminantes bacterianos y fuingicos si se parte de
fragmentos del talo y de contaminates endéfitos algales
si se parte de célﬁlas libres. Los explantos pueden ser
mantenidos el tiempo necesario creciendo a una tasa
normal (la del alga en el laboratorio) o ser propagado a
alta tasa si se siembra en medio con glicerol. Para la
propagacién sélo es necesario tomar una minima parte del
explanto disco. El desarrollo morfogenético del explanto
en medio sdlido con glicerol, puede ser continuado en
medio liquido, también con glicerol. El explanto o par-

tes del explanto crecidos en medio con glicerol se
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adaptan perfectamente a medio de cultivo mESP de propie-
dades similares al agua de mar, con lo que se obtienen
plantulas de morfologia y aspecto normal (natural) de la
especie. Tales plantulas son susceptibles de consti-
tuirse en fuente de material vegetal que inicie el ciclo
nuevamente.

El \sistema de propagacién por cultivo de tejidos

desarrollado para Grateloupia doryphora es util para la

induccién de mutaciones, por la biomasa celular que
podemos desarrollar con el glicerol, 1la propagacién de
los mutantes en un tiempo razonable, y la obtencién a
partir de los mismos de pléntulas normales. Estas po-
drian ser cultivadas en el mar u otros sistemas de
cultivo para el desarrollo de talos de clones selectos,
o sencillamente ser mantenidas en el laboratorio utili-
zando las mismas técnicas, hasta su posterior propaga-

cién.
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V.CONCLUSIONES

1) E1 establecimiento de cultivos axénicos a partir de
explantos depende de la probabilidad de encontrar mate-
rial vegetal 1libre de contaminantes endofitos y del
desarrollo de métodos para la comprobacidén de la ausen-
cia de contaminantes distintos a las bacterias, hongos y
algas.

Alternativamente, demostramos la utilidad de

las células reproductoras (carposporas) de G.doryphora

para el establecimiento de cultivos libres de contami-

nantes bacterianos, fingicos y algales extracelulares.

2) La procedencia del explanto de diferentes zonas del

talo de Laurencia sp, Gelidium versicolor, Gelidium

arbuscula y Gracilaria ferox tiene una  marcada

influencia en los patrones de crecimiento y desarrollo
del alga en cultivo. También, las condiciones de cultivo
de un mismo tipo de explanto pueden alterar su

respuesta.

3) Todas las especies estudiadas desarrollan patrones de
crecimiento organizado (yema) en cultivo. Todas 1las
especies estudiadas, excepto las del género Gelidium
combinan 1la regeneracién organizada con la formacién de

estructuras desorganizadas. So6lo el tipo de crecimiento
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desorganizado detectado en la zona de corte de explantos

de Laurencia sp se ajusta a la definicidén de una callo.

4) El1 crecimiento y desarrollo de explantos "terminal" y
"cilindro" de Laurencia sp es afectado por réguladores
del crecimiento en vegetales superiores y extractos, que
inhiben o aumentan la capacidad regenerativa global del
explanto (callo + yema) sin que induzcan especificamente
la formacidn dé callo, ni afecten a su capacidad morfo-

genética.

5) E1l potencial hidrico del medio de cultivo afecta a
la capacidad regenerativa de los explantos de Laurencia

sp, Gelidium versicolor y Grateloupia doryphora, obser-

vandose la existencia de condiciones éptimas diferentes
para la regeneracioén en cultivo de las distintas espe-
éies. El componente osmético del potencial hidrico dis-
minuye la regeneracién a osmolalidades inferiores o
superiores a 0,7-1,0 Os/Kg. El1 componente matricial
disminuye 1la capacidad morfogenética de los explantos a

concentraciones de agar superiores a 8 g/l.

6) Las caracteristicas histoldgicas del callo de
Laurencia sp , y las pruebas bibliograficas aportadas
acerca del funcionamiento de la morfogénesis en callos

de otras especies vegetales, permiten formular la
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hipétesis de 1la implicacién del potencial hidrico del
medio de cultivo en la génesis del callo, actuando la
acumulacién de almidén en los mismos como una fuente de
carbono y osmética en el proceso morfogenético posterior

que sufre el callo.

7) La masa filamentosa desarrollada por los explantos de

Grateloupia doryphora representa extensiones del talo

producidas, probablemente, con el intento de paliar las
malas condiciones hidricas-nutritivas que sufre el alga
en cultivo en medio agarizado debidas a la baja difusidén

de nutrientes y a la fuerte retencién de agua.

8) Los resultados obtenidos indican también que las
deformaciones de las yemas formadas por los explantos de

Gracilaria ferox podrian ser generadas por las

condiciones hidricas de cultivo.

9) En el crecimiento y desarrollo de explantos

"semicirculo" de Grateloupia doryphora en medio mESP70-

2,5% glicerol, el glicerol combina un efecto de fuente
de carbono que aumenta la tasa de propagacidén normal de
los explantos y un efecto osmético que induce 1la
morfogénesis. Las condiciones hidricas del medio de

cultivo mESP70-2,5% glicerol, siempre que los explantos

218

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



se cultiven en condiciones de luz, pueden generar el
crecimiento morfogenético de los explantos o el creci-

miento macroscdpicamente desorganizado.

10) Se ha completado la propagacién por cultivo de

tejidos del alga Grateloupia doryphora con el

establecimiento de «cultivos 1libres de contaminantes
epifitos, partiendo de explanto, y endéfitos, partiendo
de carposporas. Los explantos pueden ser mantenidos
creciendo a una tasa de propagacién normal en medio mESP
o a alta tasa en medio mESP70-2,5% gliceroi. El de-
sarrollo morfogenético en medio sélido con glicerol
puede ser continuado én medio liquido, también con gli-
cerol. E1l explanto, o partes del mismo, cultivado en
glicerol da 1lugar a plantas de morfologia normal gque
pueden constituirse en fuente de material vegetal para
iniciar nuevamente la propagacién siguiendo la metodolo-
gia desarrollada para el cultivo de tejidos de esta

especie.
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