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RESUMEN: En este trabajo se indujo, bajo condiciones de laboratorio, la germinacién de tetrdsporas y carpésporas del alga agarofita
Gelidium serrulatum, provenientes de dos localidades distintas del Mar Caribe en el Oriente de Venezuela. La germinacion, formacion
de callos y desarrollo de plintulas son idénticos a partir de tetrdsporas y carpésporas; secuencia de eventos que se corresponden con
la germinacion "tipo Gelidium". La plintulas evidenciaron la tipica naturaleza uniaxial de las plantas silvestres, pero no se logrd
desarrollar plantas maduras. Se presume que factores como el movimiento del agua, temperatura, intensidad luminica y fotoperiodo
tienen influencia en la baja tasa de crecimiento de las plantulas En base a las observaciones del tipo de plantas en el campo, y a la

informacion sobre la ploidia de esta especie y caracteristicas de las Gelidiaceae, se postula que Gelidium serrulatum tiene un ciclo de
vida "tipo Polysiphonia".

ABSTRACT: Tetraspores and carpospores of the agarophyte Gelidium serrulatum from two localities of the Caribbean Sea in
Venezuela were germinated in culture. Germination, callus formation and development of plantlets were identical for tetraspores ad
carpospores. The developmental sequence observed corresponds to the Gelidium type”. Plantlets exhibited uniaxial construction, typical

of wild plants, Plants dit not achieve mature stages. Slow growth rate was attributed to sub-optimal laboratory conditions for
cnvironmental parameters, including water current, temperature, light intensity and photoperiod. In the basis of life history phases present
in the field, reported ploidy levels and development of both carpospores and tetraspores, we postulate a Polysiphonia type" life history

for Gelidium serrulatum

INTRODUCCION

~lgunos autores, entre ellos FERREIRA et al., (1981)
wstienen que mantener y mejorar la calidad de vida en el
mundo de hoy implica la utilizacién de varias sustancias
extraidas de recursos naturales renovables, entre los que
figuran los coloides de las algas marinas. De éstas dltimas,
las denominadas agarofitas adquieren relevante impor-
tancia ya que son la tnica fuente de agar (VELASQUEZ,
(1981), ficocoloide que por sus propiedades gelificantes
(ARMISEN & GALATAS, 1987; DESIKACHARY et al., 1990a) y
no ser toxico (VOLESKY et al., 1970) es considerado como
una sustancia inimitable e insustituible en medicina y
bacteriologia (BAARDSETH, 1968).

El agar se extrae principalmente de los géneros
Gelidium, Gracilaria, Pterocladia, Hypnea,
Bryothamnion, Iridaea, Gloipeltis, Rhodoglossum
(CHAPMAN, 1970; Frey, 1971; YAcuBsoN, 1976), siendo
las especies del género Gelidium las mas importantes
(CHAPMAN, 1970; SANTELICES et al., 1981; JENSEN, 1983;

ETCcHEVERRY, 1986; Ropricuez & Espinoza, 1987,
SANTELICES, 1988; Souza & OLIVERA, 1990; DESIKACHARY
etal., 1990b; SALINAS, 1991).

El interés por la industria del agar ha hecho que se
sobre-exploten los bancos de Gelidium , lo que conjugado
con su lento crecimiento (JENseN, 1993), han sido las
causas de que el precio de este producto natural experi-

mente drdsticos aumentos en los tltimos 40 afios (BoLp &
WyYNNE, 1985).

Seglin HANSEN ef al., (1981), actualmente, debido a
la gran necesidad de agar para fines industriales y biomé-
dicos, se estd ejerciendo presiéon econémica, politica,
biolégica y tecnolégica para expandir la maricultura de
las algas rojas de manera que se pueda suplir de materia
prima a las industrias aun cuando, hasta ahora, la promo-
cién del desarrollo de nuevas fuentes de Gelidium es
compleja (McLAcHLAN,.1985).

Por ser Gelidium serrulatum una agarofita considera-
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Fig. | .- Localizacion geogrifica de los sitios de muestreos.

da endémica del Mar Caribe (AronTE, 1985; GANESAN,
1989), reportadas desde el occidente, centro y oriente de
Venezuela (RobriGuez pe Rios, 1991) y en base a los
estudios preliminares sobre su bioecologia (GONZALEZ,
1977; Lemus & ApPoNTE, 1987) y caracterizacion de su agar
(ArontE, 1987; Lemus et al., 1991), se considera un buen
prospecto para el desarrollo de la industria del agar en
Venezuela. En tal sentido, se propuso en el presente
trabajo estudiar las fases del desarrollo in vitro de la
referida especie, orientados a contribuir con conocimien-
tos bdsicos para su adecuado manejo futuro, tomando en
consideracion que el dominio de su cultivo a partir de
esporas seria tan, o mds importante que el de su reproduc-
cion vegetativa, puesto que se reduciria el tiempoy esfuer-
zo en el proceso de plantacion (SANTELICES, 1977).

MATERIALES Y METODOS

El seguimiento de la esporulacion, germinacion, for-
macion de callos y desarrollo subsiguientes fueron reali-
zados entre octubre de 1993 a marzo de 1994, iniciindose
a partir de ramitas reproductivas maduras de plantas
tetrasporicas y cistocdrpicas, colectadas en Punta Guarapo
e Islas Caraca, ubicadas en el oriente de Venezuela, Mar
Caribe (Fig. 1).

Las plantas fueron colectadas de la zona intermar 2al
y colocadas en cajas térmicas conteniendo agua de mardel
mismo lugar de la colecta, siendo trasladadas al laborato-
rio. Alli se seleccionaron las plantas maduras tetrasporicas
y cistocdrpicas con la ayuda de un MIiCroscopio-
estereoscopio. Luego se procedié a separar las pinnulas
reproductivas de ambas fases, las cuales fueron liberadas
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del material extraino adherido a su superficie, utilizando

para ello agujas de diseccion, pinzas y abundante agua de
mar estéril.

Las pinnulas tetraspdricas y cistocdrpicas tueron co-
locadas por separado sobre laminillas de 22 x 30 x 0.2 mm,
contenidas en cdpsulas de Petri con 30 ml del medio de
cultivo PROVASOLI SIGMA CHEMICAL COMPANY
a una concentracion de 10 ml« [,

Paraprevenirel desarrollo de protozoarios y diatomeas
enelmediodecultivo, sesiguieron las técnicas reportadas
por BownE (1962) y LEwis (1966), ademads se considera-
ron los resultados obtenidos por LEmus & GANESAN, 1977;
HosHAN & Rosawskl, 1978; VELASQUEZ, 1981 ; Roiaseral.,
1982, NARHAM & HAGMEIR, 1982; FREDRIKSEN & RUENESS,
1990, en el cultivo de algas rojas a partir de esporas. Por
cada litro del medio de cultivo se le anadié una cantidad
equivalente a 0,15 partes por mil de cafeina SIGMA
CHEMICAL COMPANY y 2,5 ml de una soluc:on de

diéxido de Germanio (Ge(),) a una concentracic. de 10
mg - I'. Asimismo, a fin de evitar el crecim' lo de
bacterias y hongos en el medio, a un litro d- ste se
agregaron 100 gotas de una solucion de BAC? 2SOL,
preparadaenbase a | gotadel bactericidaen 20+ |eagua
de mar filtrada y esterilizada y 100 gotas de un: olucién
de ANTI-HONGO preparada de igual man.  que la
solucion anterior.

Cipsulas de Petri, en nimero de 24 (12 < 2) conte-

niendo pinnulas tetraspdricas y cistocdrpicas, respectiva-
mente, fueron colocadas en una camara de crecimiento
LAB-LINEAMBIHI-LOCHAMBER, auna temperatura
de 29 £2 °C, fotorégimen de 12:12 y 269 uE - m?.S".

Adicionalmente a las observaciones al microscopio,
se fijaron algunas laminillas conteniendo las esporas en
los diferentes estadios de desarrollo. Para la fijacién de las
esporas recién liberadas fue necesario utilizar una mezcla
de 20 ml de acetona al 40%, 5 ml de KARO, 4 gotas de
anilinaazulal 1% y una gotade formaldehido, en tanto que
la fijacion de los demds estadios se hicieron empleando
una solucion de KARO al 50%, a la que se le agregd. por
cada 20 ml, 6 gotas de anilina azul al 1% y 2 gotas de
formaldehido. En ambos casos se utilizo una gota de HCL
al 1% para fijar el colorante a las estructuras.

El medio de cultivo y las cdpsulas de Petri fueron
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Fig. 2.- Tetrdsporas liberadas células iniciales apical (a1) y rozoidal (ni).

Fig. 7 - Desarrollo del primer rizoide (r).
Fig. 8.- Desarrollo del segundo nizoide (r).

Fig. 3.- Formacion del tubo germinativo (tg).
Fig. 4 - Migracién del contenido de la espora al tubo germinativo,

separdandose por una pared transversal (pt). Fig. 9 - Inicio del crsecimiento de la célula apical (ca).

Escala: 100 pm (Figs. 2, 5, 8 y 9); Escala: 50 pm (Figs 6 y 7), Escala:
Fig. 6.- Primera y segunda divisién del tubo germinativo, originando las 25 pm (Figs. 3 y 4).

Fig. 5.- Crecimiento del tubo germinativo y espora vacia (ev)
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renovados cada siete dias.

Las observaciones microscopicas de los preparados
fueron fotografiadas con una cimara PENTAX-Z-10 in-
corporada a un microscopio KYOWA MEDILUX-12, y
pelicula AGFA blanco y negro de 100 ASA.

Luego de 45 dias de cultivo, se vari6 la concentracién
del mediode cultivode 10ml-1"a15ml . 1", yenel tercer
mes este medio fue cambiado por el de Provasoli (1968),
modificado segin LEMus & GANESAN (1977).

RESULTADOS

En general, el proceso de esporulacion, germinacion,
formacion de callos y desarrollo de pldntulas a partir de
tetrdsporas y carposporas presentaron las mismas caracte-
risticas.

Se observé que la liberacion de las tetrdsporas fue
ligeramente mds rdpida que el de las carpdsporas, reali-
zindose en las primeras entre las 10 y 14 horas luego de
someter las pinnulas fértiles al cultivo.

Las esporas liberadas son esféricas (Figs. 2 y 15),
amarillas, con una porcion central pigmentada de color
rojo. En ningiin caso se pudo observar que las esporas
estuvieran flotando en el medio de cultivo. Estas presen-
taron movimientos internos contrdctiles y, a intervalos
muy cortos, se aprecié deslizamiento sobre el fondo.

Luego que las esporas se fijan al sustrato, liberan
abundante mucilago transparente que las recubre comple-
tamente, e inmediatamente comienzan a proyectar su
citoplasma por uno de sus polos para dar origen al tubo
germinativo inicial (Figs. 3; 4 y 16). Seguidamente, €l
contenido citoplasmético completo de la espora inicial es
transferido hacia el tubo germinativo, formédndose una
pared transversal que separa a este dltimo de la espora
vacia(Figs.5;17y l8).Acontinuaci(‘)n,ellubogermlnz}tleo
inicia el proceso de division celular, siendo las dos prime-
ras divisiones perpendiculares al plano del sustrato, y en
la segunda division se diferencia las células iniciales
apical y rizoidal (Figs. 6; 19 y 20). La formacion del
primer rizoide es de inmediato y su crecimiento muy
rapido (Figs. 7y 21).

La célula apical tarda para desarrollarse, mientras
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tanto, el nimero de células germinativas y filamentos
rizoidales aumentan (Figs. 8;9;22y 23), éstos tltimos por
diferenciacion de algunas células proximales de la masa
de células germinativas. Posteriormente, el crecimiento
del apice se hace multicelular y en direccion vertical,
observindose simultdneamente un notable engrosamien-
to delos rizoides y de la base adhesiva de la masa de tejido
que configuran el callo (Figs. 10 y 24).

Aparentemente, en algunos casos por division2s
longitudinales de la célula apical del callo, se originan dus
o tres c€lulas apicales y consecuentemente se produce el
crecimiento inicial de dos o tres talos (Figs. 11; 12; 25 y
26). El crecimiento de estos talos se hace evidentemente
simultdneo al desarrollo de un robusto sistema rizoidal.
Finalmente, se pudo observar que las plantulas exhibian la
tipica naturaleza uniaxial de las plantas silvestres (Figs.
13; 14; 27 y 28), pero sin llegar a mostrar las ramificacio-
nes de éstas dltimas.

El desarrollo completo hasta plantas 1 duras
tetraporofiticas y gametofiticas no se logr6, deb » a que
el crecimiento de las pldntulas se torné muy le;

Es necesario destacar dos aspectos import: s en el
desarrollo germinativo de G. serrulatum. ¥ rimero,
referido a que cuando se tratd de montar las espr s recién
liberadas, empleando una solucion de KAFE. 4] 509,
éstas en muy poco tiempo se lisaban, cosa qu: 5 ocurrfa
con lascélulas que yahabianformadoel tubo ¢ ainativo:

y el segundo, sobre la presencia permanente d: .bundante
mucilago que recubrid las estructuras en todos ios estados
de desarrollo.

DISCUSION

PuescHEL (1990) sefiala que en general se han realiza-
do pocos trabajos sobre la liberacion y proceso de
germinacion de esporas en las algas rojas, aunque Guiry
(1990) sostiene que actualmente se reconocen cinco tipos
de germinacion en este grupo de organismos, una de las
cuales fue denominada "tipo Gelidium" por FELDMAN
(1983 inGuiry, 1990) que previamente habia sido descrita
por KiLLian (1914 in SANTELICES, 1988) usando tetrdsporas
de Pterocladia capillacea y Gelidium latifolium var.
hystrix, como patrones del Orden de las Gelidiales, y que
enmarcan la secuencia de eventos observados en la
germinacion de tetrdsporas y carp6sporas de Gelidium
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Fig. 10.- Engrosamiento de nzoides (r) y ensanchamiento del Fig. 13 - Talo mis desarrollado.

callo (punta de flecha) Fig. 14 - Talo bifurcado, notindose la naturaleza de eje uniaxial (eu).

Escala: 150 pm (Fig. 13); Escala: 100 pm (Figs. 12 y 14); Escala 50 pm
Fig. 12.- Desarrollo de tres ejes y rizoides prominentes (r) (Figs. 10y 11)

Fig. 1 1.- Desarrollo a partir del callo de un talo bifurcado (t)
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serrulatum en el presente estudio.

Segiin SANTELICES (1988), se ha descrito el desarrollo
temprano de unas 30 especies de Gelidium. Reportes
sobre aspectos generales en la germinacién de esporas de
este género son sefaladas por FritscH (1977); AKATSUKA
(1986) HommERSAND & FREDERICG (1988), SANTELICES
(1988), West & HoMMERSAND (1981) y PauLA ef al.,
(1988), los mismos que refuerzan la descripcion de fases
dadas en el presente trabajo, hasta ahora desconocidas en

la germinacion de esporas y desarrollo de pldntulas para
G. serrulatum.

PAuLA et al., (1988) detallan que en G. floridanum, 4
semejanza de lo obtenido en el presente estudio con G.
serrulatum, y no obstante haber ellos cambiado estrate-
gias en el mantenimiento de las pldntulas derivadas de
tetrdsporas y carpdsporas, luego de 11 meses de cultivo
solo alcanzaron cinco (5) cm de altura y siempre se
mostraron en estado vegetativo, no logrando presentar el
aspecto pinnado de las plantas silvestres.

En realidad se hace complicado explicar el fenémeno
antes referido debido a la falta de informacién que ayude
a reforzar las hipétesis que se especulan al respecto. Sin
embargo, se podria atribuir que el movimiento del agua
Juega un rol importante en esta serie de eventos. DAWES
(1987) y Kain & NorTton (1990) destacan la importancia
de este factor en términos del suministro de nutrientes,
gases y la remocion de metabolitos, ya que el coeficiente
de difusién en el agua de mar es bajo (SVERDRUP, ef al.,
1942 in KN & NorTON, 1990; SANTELICES, 1977), aspecto
que en G. serrulatum se veria notablemente magnificado
por la presencia del mucilago que recubre a las algas en
desarrollo. En este sentido, el consumo de nutrientes por
las algas originaria su rdpido agotamiento, y por otro lado
se estarfan acumulando metabolitos que le resultarian
toxicos.

La temperatura es otro factor considerado importante
en el desarrollo germinativo de las esporas y pldntulas de
G. serrulatum, por su influencia directa sobre el conteni-
do interno de las células, afectando la velocidad de las
reacciones quimicas y por ende los procesos biologicos en
si, ademds de modificar otros factores ambientales
(SANTELICES, 1977)y que acriterio de KaTApa (1949, 1955
in SANTELICES, 1988 y CHarmaN, 1970) es considerada la
variable mds importante en la germinacion de tetrdsporas
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y carposporas de G. amansii.

Aunque SANTELICES (1977) sefiala que en general las
esporas de las algas marinas parecen ser tolerantes a las
bajas intensidades luminicas, al haber comprobado que
luego de guardar por tres semanas las esporas de G.
amansii en frascos completamente oscuros €stas mantu-
vieron su viabilidad, NieLL (1987) refiere que la luz
intensa (entre 100 a S00 mE) puede originar saturacién en
estos organismos y afectar su fisiologia. Este factor, 11118
la concentracion de nutrientes en el medio de cultivo
fotoperiodo, cantidades de Ge0,, bactericida y fungicida
utilizados, son los que, sumados, pudieron haber repercu-
tido en la baja tasa de crecimiento de las plintulas de G.
serrulatum en el presente trabajo.

Avanzint (1989) en estudios ultraestructurales de
carposporas y tetrasporas de algas rojas y HAWKES (1930)
en monosporas de Porphyragardneri pudieron estabi-cer

que éstas carecen de una pared celular rigida, 1 que
explicaria la fragilidad de la membrana plasmitic: - G.
serrulatum cuando se intenté montarlas en soluc de
KARO. El primer autor ademas afiade que ambos 1., '~ de
esporas estan recubiertas por un mucilago y posti:  que
éste, en conjuncion con estructuras comn.  las
invaginaciones tubulares del plasmalema, jugaria::  : rol
importante en la proteccion, adherencia y germina. 1 de
las esporas.

Aparte del mucilago que estaria recubriendc a las
esporas recién liberadas de G. serrulatum, y cuyas posi-
bles funciones se sefialan anteriormente, no ha sido posi-
ble encontrar informacion sobre el mucilago que siempre
se observo recubriendo las estructuras en desarrollo en
esta especie, pero se podria asumir que €ste desempefiaria
un papel importante en el desarrollo temprano de estas
algas, protegiéndolas de la desecacién cuando ellas que-
dan expuestas por efecto de la marea.

Seguin PuescHEL (1990), las esporas que transfieren su
contenido citoplasmatico hacia el tubo germinativo man-
tienen su integridad debido a que su volumen es ocupado
por una vacuola, como se observé en G. serrulatum (Figs.
5 y 6). Por otro lado, este mismo autor afirma que el
movimiento de deslizamiento, también apreciado en G.
serrulatum, se deberia a procesos contrictiles de
microfilamentos internos de actina, y que estarfan relacio-
nados con la posterior secrecion del mucilago.
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Fig. 15 - Tetrds 1 i
ig. 15 - Tetraspora. Fig. 23.- Inicio del crecimiento de la célula apical (ca).

Fig 16.- 1ci6 o e ativ y 1 1201
g FO-\'H)JL-IOH del tubo germinativo (1g). Fig. 24.- Engrosamiento de rizoides y ensanchamiento del callo.
Fig. 17 - Migracién del contenido de la espora al tubo germinativo, Fig. 25 - Desarrollo a partir del callo de un talo bifurcado
4 e B » " PG 1 ¢ ‘ \
separindose por una pared transversal (pt). Fig. 26.- Desarrollo de tres ejes y rizoides prominentes.
Fig. 18 - Crecimiento del tubo germinativo y espora vacia (ev) Fig. 27 - Talo mds desarrollado

)

Fig 19 y 20.- Primera y segunda division del tubo germinativo, Fig. 28.- Talo ramificdindose, mostrando su naturaleza de eje
originando las células iniciales apical (a1) y rizoidal (ri). uniaxial
Fig. 21.- Desarrollo del primer rizoide (r) Escala: 100 pm (Fig. 28): escala: 50 pm (Figs. 24, 25, 26 y 27):

Fig. 22.- Desarrollo del segundo nzode. Escala: 25 pm (Figs. 15-23)
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El no haber encontrado que las tetrdsporas y
carposporas de G. serrulatum estuvieran flotando en el
medio de cultivo, indica que éstas caen ripidamente al
fondo. Sobre esto, KatApa (1955 in SANTELICE, 1977)
refiere que las esporas de G. amansii se hunden a una
velocidad de 2 mm - min"', aunque de modo general
Fritsch (1977) las tipifica como pesadas, y segiin KATADA

(1955 in SANTELICES, 1977) y SANTELICES (1988) estas caen
a un promedio de | mm - min’'.

Tomando en consideracién los reportes de LEVRING et
al., 1969; WEST & HoMMERSAND, 198 1; UMEzAkI, 1989 v
Hawkes, 1990 sobre los patrones de ciclo de vida en las
algas rojas, la secuencia de eventos en el proceso de
germinacién y desarrollo de tetrdsporas y carpésporas, las
observaciones realizadas en el campo por los autores de
este trabajo en cuanto al tipo de plantas de G. serrulatum,
y los resultados de KAPrRAUN et al., (1993) indicando que
las plantas tetraspéricas son diploides (20 cromosomas) y
las gametangiales haploides (10 cromosomas), es posible
sostener que G. serrulatum presenta un ciclo de vida "tipo
Polysiphonia”, en donde los gametdfitos haploides mas-
culino y femenino y el tetraspordfito diploide son de vida
libre y morfolégicamente idénticos cuando jovenes, pero
que llegados a la madurez, el carposporofito diploide se
desarrolla como pardsito del gametdéfito femenino, pre-
sentindose dimorfismo entre éste dltimo, el gametofito
masculino y el tetraspordfito.
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