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1. INTRODUCCION GENERAL. 





Introducción general. 3 

1.1 INTRODUCCION 

Este trabajo se divide en tres capítulos, el primero de los cuales, 

está dedicado a la propagación "in vitro" de las carposporas del alga roja 

Gratelou~ia dogahora, así como, al seguimiento microscópico del crecimiento 

y desarro110 hasta la obtención de talos; el segundo se centra en el papel de la luz 

cuando dory~hom toma el glicerol como fuente de carbono en condiciones 

de cultivo y el tercero en las implicaciones morfogenéticas del glicerol. 

Cada capítulo consta de los apartados de introducción, material y 

metodos, resultados y discusión. A efectos de evitar duplicaciones hemos 
a integrado en la introducción general y el material y métodos general todos los - 
m O 

elementos comunes a los tres trabajos. También hemos unificado la bibliografía 
O 

m 

en un único listado y damos unas conclusiones generales a los tres trabajos 
o 

presentados. n 

E 
a 

n n 

5 
O 

1.2 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LAS 

DIFERENTES ETAPAS DEL CICLO BIOLOGICO DE LAS ALGAS ROJAS. 

La mayor parte de las algas rojas poseen un ciclo biol6gico 

complicado, presentando alternancia de generaciones y sobre las que se sabe, que 

no sólo, requieren condiciones experimentales distintas (Pirson & Kowallik 1964, 

Druehl & Hsiao 1971, Waaland & Cleland 1972, Lunning & Dring 1975, 

Lunning 1981b), sino que también, acumulan distintos productos de interés 

comercial dependiendo de la fase en la que se encuentren (Mukai a &, 1981, 

Colea A, 1985, Diannelidis & Kristen 1988, Kloareg & Quatrano 1988), lo que 

añade un interés económico al conocimiento del ciclo biológico y a la 

propagación de las distintas fases. 



El conocimiento de este ciclo de vida posibilitaría el cultivo 

independiente de cada una las fases, la inducción de esporas y el control del 

patrón de crecimiento desde las esporas hasta la formación de talos con la 

posibilidad de interpretar la estructura y morfogénesis de los mismos. 

La división Rhodophyta es un grupo extremadamente amplio y 

diverso compuesto de 2 subclases: la Bangiophycidae y la Florideophycidae. 

Cada una de estas subclases posee varios ordenes, siendo dentro de la última 

subclase y orden Cryptonemiales a la que pertenece Gratelou~ia dogmhom. 

& ~oryphom posee un ciclo de vida trifásico del tipo de 
lBA1- .2-L--2-  T 1 1  ruiyaiuiiuriia trigurzi i.11 iñdüye W ü ~ ~ p ~ ~ ü f i i ü ~ ,  c.aipü~pür~fiiüs y 

a 

gametofitos. Dos de estas fases, el garnetofito y el tetrasporofito, son = O m 

independientes y viven libres, mientras que, el catposporofito - - está adosado al - e m 

E 

gametofito femenino. Los gametofitos haploides masculinos y femeninos son O 

n 

vegetativamente parecidos, con una morfología idéntica a la del tetrasporofito 
a E 

diploide. n n 

Después de la fusión del carpogonio (n) y el espermatio (n) en el 3 O 

gametofito femenino se origina la fase denominada carposporofito (2n). El 

carposporofito sera el encargado de la liberación de los propigulos unicelulares 

denominados carposporas (2n) que desarrollarán los talos tetrasporofiticos (Figura 

1.1) (Bold & Wynne 1985). 
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Figura 1.1 Ciclo de vida trifásico, del tipo de Poivsi~honiq, que se supone para 

Gratelou~ia doqwhora, perteneciente al orden Cryptonemiales (según Bold & 

Wynne 1985). 
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En las revisiones realizadas no hemos encontrado referencias 

bibliograficas relacionadas con el desarrollo ulterior de las carposporas y 

tetrasporas hasta la consecución de nuevos talos, sin embargo, no ocurre lo 

mismo con el estudio de la carposporogénesis y la tetrasporogénesis, ya que, 

existen numerosos datos histológicos y citológicos sobre todo en aquellos ordenes 

más estudiados, Ceramiales (Wetherbee 1978, 1980) y Gigai%inales (Tsekos 

1981, 1983, Tsekos & Schnepf 1983), relacionados con las células implicadas en 

su desarrollo (Tsekos 1985), cloroplastos (Hara & Chiara 1974) y sus 

características funcionales (Scott 1983). También ha sido documentada la relación 

entre el aparato de Golgi y la sintesis de polisacziridos, los cuales son necesarios 

durante la liberación y fijación de las esporas (Tsekos 1985, Tsekos & Schnepf 

1983). 

Estructuralmente, los talos de las Cryptonemiales poseen células 

corticales y medulares (Bold & Wynne 1985). Estas células han sido descritas 

para aquellas especies de estructura celular compleja y en donde aparece una zona 

medular laxa con células estrelladas y filamentosas y un córtex compacto, 

constituido por células pequeñas, las cuales llegan a conformar un talo 

pseudoparenquimático (Scagel d &, 1973). 

Al microscopio electrónico, la pared de las algas rojas se presenta 

con una apariencia fibrilar, generalmente interpretada como de constitución 

celulósica, en una matriz de polisacáridos. La valoración microscópica de estas 

zonas ha permitido reafirmar su composición quimica (Evans & &, 1974, Tsekos 

& Reiss 1988, Kloareg & Quatrano 1988, Tsekos A, 1993), encontrándose, 

en la pared y en los espacios intercelulares de las células, determinados 

compuestos como el agar-agar o carrageno. Estas sustancias complejas son, en 

realidad, mezclas de polisacáridos sulfatados y neutros (Diannelidis & Kristen 

1988). 



Como material de reserva ha sido reconocido el almidón en 

Florideophycedae (almidón de florideas). Este polisacárido es, fundamentalmente, 

la fracción de amilopectina encontrada en el almidón de las algas verdes y plantas 

superiores (Dodge 1973, Scagel &, 1973). 

Generalmente, las células son plurinucleadas, con núcleos que 

poseen una membrana nuclear bien definida y un nucleólo. Se encuentran también 

cloroplastos axiales (centrales) o parietales (laterales) con una doble membrana, 

granos densos @lastoglóbulos) y ficobilisomas los cuales contienen los pigmentos 

fotosintéticos (Dodge 1973). 
Dnrn ..rrnhnhlnmnnta i.nn rln l n o  n r n X n i i l n o  m X o  n n h * A ; a r l ~ o  nn alnnn 
A CILU ~VU~UICIIIICIII~ UIIU UCI LUD VLBaI luLuD IIICW U~LUULQUVD, UII ~ l e j c w  

rojas, ha sido el aparato de Golgi. El aparato de Golgi altera su estructura 

durante el desarrollo de las esporas de diversos p p o s  (Ueda & Noguchi 1976, 

Noguchi 1978, Wetherbee 1978). Estas alteraciones están relacionadas tanto con 

la formación de la pared celular como con la producción de varios productos de 

reserva (Kugrens & West 1972, Ramus 1972b, Chamberlain & Evans 1973). 

Finalmente, la estructura y función de las puntuaciones bit- 

connectr'ons) ha estado sujeta a una enorme especulación y controversia. 

Soslayando los problemas iniciales, que concem'an a una defectuosa preservación 

de las diferentes membranas de esta estructura, se ha establecido que la presencia 

de las puntuaciones en algas rojas está correlacionada con un crecimiento apical 

en dónde se establece una comunicación intercelular dirigida, por el contrario, 

su ausencia está ligada a un crecimiento difuso (Pueschel & Cole 1982). 
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1.3 CULTIVO "IN VITRO" DE ALGAS ROJAS 

La obtención y mantenimiento de los cultivos "in vitro" de algas 

rojas ha avanzado muy poco debido a la dificultad de cultivar, manipular y 

mantener estos cultivos en condiciones libres de contaminantes (Robaina 1988). 

El desarrollo, relativamente reciente, de los cultivos axhicos ha 

dado una oportunidad para el estudio, no sólo de los requerimientos nutritivos, 

sino tarnbien, del crecimiento en condiciones de cultivo controladas (Fries 1984). 

Con ello, el cultivo "in vitro" de macroalgas ha supuesto una nueva concepción 

de lo que es la utilización de estos vegetales, sobre la base del control que 

podemos ejercer sobre su crecimiento y su desarrollo (Robaina 1988). 

La investigación de aspectos como la nutrición, después del 

establecimiento de los cultivos axhicos, permitió el desarrollo de los medios que 

tuvieran en cuenta aspectos de la auxotrofia vitamínica de las algas (Fries 1959, 

1961,1963, 1964,1973) o de la necesidad de los requerimientos minerales como 

el nitr6gen0, fósforo, bromo, iodo, etc. (Woollery & Lewin 1973, McLachlan 

1977). 

El cultivo en condiciones axénicas ha incluido, al igual que en el 

caso de las plantas superiores, la adición de fuentes de carbono al medio de 

cultivo. 

Fisiológicamente no se conoce con certeza cómo las fuentes de 

carbono externas pueden "amoldarse" al metabolismo algal. No obstante, se sabe 

que éstas necesitan, en ciertos casos, un sistema de transporte para ser 

absorbidas, mientras que, el alga requiere de un tiempo de contacto para alcanzar 

la máxima absorción. 

Se han examinado una gran variedad de sustratos orgánicos que van 

desde compuestos con 2 carbonos (etanol, acetato) hasta las hexosas (glucosa, 



galactosa), siendo, una de las mayoritariamente mencionadas, en la bibliografía, 

el glicerol. El papel del glicerol en las algas será tratado en el apartado 1.5. 

La capacidad de utilización de compuestos orgiinicos para el 

crecimiento está ampliamente documentada en numerosos trabajos de microalgas, 

fundamentalmente diatomeas (Lewin & Lewin 1960, Lewin 1963, Lewin & 

Hellebust 1970, Nielson & Lewin 1974, Droop 1974, Berman a &, 1977, 

Lewitus & Caron 1990), pero muy pocos estudios se han realizado sobre 

macroalgas (Markager & Sand-Jensen 1990). 

La mayor parte de la bibliografía relacionada con la utilización de 
l,." A:-.--,." &---L.- A- --A--- -,.#.-#.,.l-,.- #."4.c -2#.-4,.A#. l.,.#.:,. 1,. .**..LA.d... 
1- UIVGLBLW IUGIILGB UG UUUIIU GII I I I U U U U I ~ ~ B  GBUI u u G u u w a  uaua la VGIUGIIUÜ 

a 

ecológica (Nielson & Lewin 1974, Lewitus & Caron 1990). 
N 
- - 
m 
O 

En esta línea, el problema que presenta la heterotrofía algal se 
- 
- 
0 

m 

E 

centra en la falta de un nexo que relacione las condiciones de campo y las de O 

laboratorio. En condiciones naturales, las muestras a estudio contienen especies 
n 

E - 
a 

de zooplancton, fitoplancton, protozoos y bacterias, asi como, los detritus 
2 

n n 

n 

asociados (Munro & Brock 1968, Hellebust 1970, Lewin & Hellebust 1976, 
3 o 

Darley a &, 1979, Rivkin & Putt 1987) que contribuyen a aumentar la 

concentración de los sustratos orgánicos. En el laboratorio, por el contrario, las 

algas en cultivos ax6nicos son capaces de usar una mayor variedad de sustratos 

(Danforth 1962, Neilson & Lewin 1974, Raven 1980), pero al mismo tiempo, los 

estudios de cinetica han puesto en entredicho la capacidad de las algas para 

competir con las bacterias (Hobbie & Wright 1965, Allen 1969, Sepers 1977, 

Bollman & Robinson 1985). 

n r ~ ~ ~ n r i a  & cfig fijen& (i_p r h ~ f i ~  pxk-m-g ZQ imp!ja rAwww--w-- 

necesariamente un aumento de crecimiento. En este sentido, la utilización de las 

técnicas radiactivas, en experimentos de pulso y caza, dejó claro que podría tener 

lugar la absorción de la fuente de carbono sin que por ello hubiera aumento en 

el peso fresco del alga (Seheult 1970) 
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Así, Seheult (1970) encontró que el 99% de la glucosa tomada por 

Navicula peiliculosa era respirada pero no utilizada para fomentar el 

crecimiento. 

En Chlorella vulgar-6, la glucosa absorbida en oscuridad fue 

acumulada en forma de almidón pero bajo estas condiciones no hubo crecimiento 

(Killam & Myers 1956, Neilson & Lewin 1974). No obstante, estas células 

pudieron crecer, respirando esta fuente de carbono, a intensidades de luz muy 

bajas. 

La inducción del crecimiento por una fuente de carbono, en un alga 

determinada, no implica que todas las algas deban responder de la misma 
a 

manera. Se sabe que las fuentes de carbono pueden ser asimiladas directamente ;- 
m O 

o necesitan de una serie de reacciones que las "introduzcanw en el metabolismo 
m 

de la célula (Van Baalan & Pulich 1973, Neilson & Lewin 1974). O 

o 
La asimilación de sustratos orgánicos requiere de un sistema B 

a 

enzimático para la absorción (transporte), para la activación o asimilación j 
n 
n 

(introducción en el metabolismo de la célula), para el metabolismo intermediario 1 
o 

y para la obtención de energía (respiración) (Neilson & Lewin 1974). 

La mayoría de las fuentes de carbono orgánico sufren esta serie de 

reacciones que las activan. Asi, el metabolismo del lactato se inicia por la 

conversión de 6ste a piruvato, el del acetato por la conversión a acetil-COA y el 

del glicerol a glicerol 3 fosfato. 

Algunas de las enzimas requeridas para estos procesos están 

identificadas como es el caso de la acetato quinasa, o bien como en el caso de la 

L-lactato oxidorreductasa en las levaduras, pero no están identificadas en algas. 

Otro grupo de sustratos organices son asimilados directamente. De 

esta forma, la incorporación al metabolismo intermediario de la glucosa y 

aziícares relacionados se realiza a travCs del ciclo de las pentosas fosfatos 

(Cheung & Gibbs 1966, Pelroy & Bassham 1972, Van Baalan & Pulich 1973); 



el pinivato es rBpidamente incorporado al ciclo de los Bcidos tricarboxilícos 

(TCAC) y hacia los aminoBcidos, alanina y glutamato (Oaks 1962a,b); los 

compuestos de 2 carbonos, como etanol y acetato, siguen la vía del glioxilato en 

microalgas (Neilson & Lewin 1974). 

TambiCn, algunos compuestos orgánicos pueden estimular su propia 

asimilación, induciendo la síntesis de enzima, orgánulos, etc. requeridos para 

su metabolismo (Horrum & Schwartzbach 1981, Komor &, 1988) y con 

importantes repercusiones para su desarrollo. Este es el caso del etanol en células 

de Euplena y Chlorella (Neilson & Lewin 1974) que promueve el desarrollo de 
, l : n - : , n m n m  1,- ,.,la, ,,&km : m - l : n n A ~ m  a-. a 1  - a h . L ~ l : n - ~ .  gUUAlbUIIIUB, 1Ub bUUlGD GDLZLII 1III)IllbUUUD G11 G l  IIIGLUUUUDIIIU. 

Los requerimientos de vitaminas se excluyen del concepto de 

heterotrofía, puesto que, no son utilizados ni como fuente de energía, ni como 

esqueletos de carbono para el crecimiento (Hellebust & Guillard 1967, Saunders 

1972, Wheeler a &, 1974). Respecto a los aminoácidos, hay que hacer mención 

al trabajo de Rivkin & Putt (1987) sobre microalgas antárticas (diatomeas) donde 

de un total de 7 algas examinadas, 4 fueron capaces de usar aminokidos para 

sintetizar macromol~culas para el crecimiento. Los aminoácidos fueron usados 

para sintetizar proteínas. La deaminación sirvió para ser metabolizados como 

intermediarios (piruvato y acetil COA) en el TCAC; estos intermediarios fueron 

empleados para posteriormente sintetizar glucosa, carbohidratos y lípidos (Meister 

1965a,b, Bonner & Varner 1976, Kirchman A, 1985, Rivkin & Putt 1987). 
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1.4 PAPEL DE LA LUZ Y LOS NUTRIENTES INORGANICOS EN LA 

UTILIZACION DE LAS FUENTES DE CARBONO ORGANICO POR LAS 

ALGAS 

El crecimiento de las algas puede estar limitado por la luz y los 

nutrientes, principalmente el nitrógeno. 

Desde el punto de vista fisiológico, existe una escasa documentación 

sobre el comportamiento de las algas en presencia de las fuentes de carbono, 

aunque hay evidencias de que las condiciones de luz influyen en el crecimiento 

(Dnng 1984, Brodie & G u j l  1987, Lewitus & Caron 1991b). La falta de 

información sobre los mecanismos fisiológicos por los cuales las algas integran W - 
m 

el modo de nutrición autotr6fico y el heterotrófico hace que todavía este 
- 
0 
5 - 

fenómeno no pueda ser evaluado completamente (Berman a &, 1977, Lewitus [ 
o & Caron 1991a,b). La bibliografía recoge numerosos casos donde la contribución 

de una fuente de carbono al crecimiento algal es dependiente de la intensidad de 
n n 

luz (Van Baalan & Pulich 1973, Ukeles & Rose 1976, Lewitus & Caron 199 1 b). g 
5 
n 

El crwimiento heterotrófico aumenta generalmente con intensidades 

bajas de luz, limitantes para el crecimiento fotoautotrófico (Pintner & Provasoli 

1968, Van Baalan & Pulich 1973, Lewitus & Caron 1991b). La presencia de 

fuentes de carbono, bajo condiciones saturantes de luz, no aumenta la tasa de 

crecimiento, salvo pocas excepciones como la presentada en Poterioochromonaa 

malhamensh donde la adición de glucosa, glicerol o etanol a los cultivos 

incrementó la tasa de crecimiento de esta alga para todas las intensidades de luz 

probadas y disminuyó la cantidad de clorofila presente (Lewitus 1990, Lewitus 

& Caron 1991b). 

En el cultivo "in vitro", la heterotrofía en estas algas parece ser el 

modo de nutrición dominante tanto en luz como en oscuridad, ya que, P. 



malhamensb no puede crecer sin sustrato orgánico (Pringsheim 1952, Hutner a 
&, 1953, Lewitus & Caron 1991a). 

En un intento por conocer la naturaleza de la fotoheterotrofía, la 

mayoría de los autores han sugerido que la luz podría funcionar simplemente 

como una fuente adicional de energía para la síntesis de ATP. Este ATP se 

usaría, ya bien, para mantener el aparato fotosintético integro durante periodos 

desfavorables (Sand-Jensen 1988a,b, Markager & Sand-Jensen 1990) o bien para 

la activación de las fuentes de carbono previo a su metabolización (Hunter 1953). 

No obstante, otras posibilidades no se han desechado. En este 

sentk!~ y er! fbaciAz de la espies emif idm,  e! e k c k  ds !g !üZ S O L U ~ ~  el 
a 

grado de asimilación del sustrato orgánico y del aparato fotosintético ha variado 
N 
- 
= 
oi O 

mucho, pudiendo oscilar la respuesta del sistema fotosintético a la absorción de 
- 
- 
0 m 

E 

los sustratos orgánicos desde la represión del desarrollo del cloroplasto en O 

g 

Chlorella y Eudena (Neilson & Lewin 1974) hasta el aumento de la producción 
n 

E - 
a 

de clorofila en Golenkinia (Lewitus & Caron 1991a). 
2 

n n 

0 

De los trabajos expuestos se puede concluir que la luz juega un 
3 O 

papel importante como reguladora de la utilización de diferentes sustratos 

orgánicos en las algas, aunque este papel no es el mismo para todas las algas, ni 

en diferentes condiciones fisiológicas, ni con distintos sustratos orghicos. 

En algunas ocasiones no es la fuente de carbono la que actúa 

directamente sobre el aparato fotosintético sino sus derivados. Muchos sustratos 

orgánicos son capaces de inducir la síntesis de compuestos celulares que faciliten 

la incorporación de los primeros al metabolismo. Pues bien, son estas sustancias 

las que también -podrían inhibir la síntesis de 10s r-lnropI-?stos y ~ficzkzar "m 

disminución de la actividad fotosintética. Por ejemplo, en &lulas de Euglena la 

presencia del etanol induce el desarrollo de los glioxisomas, orgánulos implicados 

en el metabolismo de esta fuente de carbono, los cuales reprimen la formación 

de cloroplastos (Monroy & Schwartzbach 1984, Lewitus & Caron 1991a,b). 
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La bibliografía recoge casos donde una misma fuente de carbono 

induce distintos comportamientos; el caso más relevante es el de ChioreUa y 

Poterioochromonas malharnensisj donde la presencia de glucosa, a la misma 

concentración y condiciones experimentales, estimula el crecimiento en 

malhamensis pero no lo hace en ChloreUa (Lewitus & Caron 1991b). 

El nitrógeno, por su parte, es un elemento de gran importancia 

como constituyente de proteínas, ácidos nucleicos y otros compuestos celulares. 

Es por ello que la disminución en su concentración tiene sus impiicaciones sobre 

el metabolismo alga1 (Dawes & Koch 1990). 

Desde hace varios años, se viene postulando la idea de una relaci6n 

entre la acumulación de carbohidratos y la ausencia de nitrógeno. Este postulado 

conocido como el efecto Neish podría tener sus implicaciones morfogeneticas. La 

disminucidn de los niveles de proteinas conlieva un incremento de la 

concentración de carbohidratos y lípidos. Esta manifestación ha sido 

perfectamente demostrada con los ficocoloides donde la concentración de 

carragenos (Neish & Shacklock 1971, Neish & A, 1977, Hanisak 1983) y agar 

(Macler 1988) se ve incrementada considerablemente con la disminución de los 

niveles proteicos de las macroalgas. 

1.5 EL GLICEROL COMO FUENTE DE CARBONO Y EN LA 

OSMORREGULACION 

El glicerol es la fuente de carbono, descrita el mayor número de 

veces y, que más comúnmente afecta al crecimiento. 



Fries (1973) en un trabajo recopilatorio sobre los requerimientos de 

sustancias orgánicas por las algas, expuso que la presencia de glicerol, bajo 

condiciones de luz, permitía un incremento del crecimiento entre el 70-1301. 

Asimismo, la respuesta de determinadas algas al glicerol, y no a 

otras fuentes de carbono, indicarían que los cambios fisiológkos que tienen lugar 

son el resultado directo de la utilización del glicerol por el alga. 

En Pyrenomow las consecuencias de la utilización del 

glicerol son específicas de esta fuente de carbono (Antia d &, 1969, Cheng & 

Antia 1970, Antia 1980, Lewitus & Caron 1991b). La adición de varios sustratos 
fmnri:trrl AL:trrl\ a.r lno rn:omnn rnfimnnnh.a&finan "1-m -1 nl;rprnl nn --;&A r\ \ l I l a ~ ~ L U 1 9  IlUALUI], 611 143 l l U D l l l C W  b U l L ~ l l U ( L b ~ W 1 1 ~ ~  YUV V i  6 i i W A W A 9  i i W  p i i i i A U W  W 

inhibió el crecimiento (Antia a A, 1969). 

En el cultivo "in vitron de hgmentos de talo (explantos) de 

Gratelou~ia dory~hor~  se ha encontrado un efecto positivo del glicerol sobre 

el crecimiento, sin que, otras fuentes de carbono probadas manifestaran respuesta 

alguna (Robaina 1988, Robaina a k, l99Ob). 

El metabolismo del glicerol, utilizado como una fuente de carbono, 

no ha sido estudiado en algas. Las referencias acerca de su funcionamiento han 

sido recogidas principalmente en bacterias y en plantas superiores. 

En 2 especies de Mvcobactgrium capaces de crecer a expensas de 

este sustrato, se demostró que el glicerol es primeramente fosforilado usando 

ATP, y el glicerofosfato obtenido oxidado a triosas fosfato. Le sigue la 

conversión a piruvato para continuar con su entrada en el ciclo de los hcidos 

t_rir.a&&licos w-unter 1953) 

Un estudio sobre la incorporación de glicerol marcado 

radiactivarnente en extractos celulares de cacahuete (Arachis hn>o~aea) mostró 

que el glicerol es introducido sobre el citrato, malato, 2 cetoglutarato y fumarato, 

para finalmente ser oxidado a C02 (Stumpf 1955). 
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Pero además, el glicerol tiene importancia, ya no sólo por su efecto 

sobre el crecimiento, sino porque también, forma parte de los productos de 

reserva y de regulación osmótica tanto en algas rojas como en algas verdes. 

En algas rojas, el metabolismo del glicerol favorece la acumulación 

de almidón y otros ficocoloides como el agar-agar y carrageno (Antia a A, 
1969, Macler 1986, 1988). El almidón, a su vez, han estado relacionado con la 

formación de yemas (Brown A, 1979). 

Esta clase de eventos morfogen6ticos ha sido descrita en gran 

cantidad de ocasiones tanto en algas como en plantas superiores (Fries 1974, 

Brown A, 1979). Hay que mencionar, también, otras implicaciones 

morfogenéticas por efecto de la luz (calidad y cantidad) (Lunning 1980) y las 

interrelaciones entre éstas y las fuentes de carbono en la fotomorfogénesis. 

A nivel de regulación osmótica, las evidencias de la existencia de 

agentes osmóticos orgánicos, en algas rojas, se obtuvieron a partir de los 

compuestos marcados radiactivarnente y obtenidos después de un periodo 

fotosintético en 14c02 (Fogg 1956, Kanazawa d A, 1970, Kauss 1978a,b, 

Konopka & Schnur 1980). 

Algunos de estos compuestos son el floridosido (galactosa-glicerol) 

(Kauss 1968,1969, Hellebust 1976, Gutknecht gt A, 1978, Kauss 1978a, 

Zimmermann 1978, Bisson & Kirst 1979, Kirst & Bisson 1979, Reed a A, 
1980a, Wiencke & Lauchli 1981, Reed 1985) presente en las Rhodophytm a 

excepción del orden de las Ceramiales donde está presente el digeneasido 

(manopiranosil-glicerato) (Colin & Augier 1939, Kremer 1981, Reed 1985) y de 

las Bangiales con el isofloridosido (isómero del floridosido) (Kauss 1968, Ekman 

&, 1991). En algas pardas, aunque no las trataremos, son el manitol y 

laminarian los agentes osmóticos por excelencia (Davison & Reed 1985a,b). 

El papel fisiológico del floridosido no está establecido 

completamente. La concentración de floridosido está intn'nsicamente relacionada 



con el incremento de la concentración salina en el medio (Ben Amotz & Avron 

1983). 

La respuesta del floridosido fue idCntica bajo condiciones de luz y 

oscuridad (Reed &, 1980). Esto sugiere la posibilidad de que la función 

primaria de estos compuestos es la de proteger a la célula durante los periodos 

donde la concentración salina fuese elevada. 

Sin embargo, en algunas especies de Pomhvi..g, el incremento en 

la concentración de floridosido es insuficiente para restaurar el volumen celular 

original. En algas rojas intermareales del tipo de Corallina, Grateloueiq, 
U*---- 1 n-n-+.dfi DLnAriri.iii:n anta nmrma-+n nXln aiimnna mina ~ r i i i n ñ a  
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parte (510% Reed a &, 1980) en el reestablecimiento del potencial osmótico. 

Wiencke & Lauchli (1980, 1981), los cuales habían estudiado la distribución de 

floridosido e iones en Porphyra umbilicak, apuntan que frente a un shock 

hiperosmótico se produciría un desarrollo exagerado del espacio vacuolar. 

Esto estaría de acuerdo con la hipótesis de la osmorregulación 

citoplasmática y vacuolar establecida tanto para plantas superiores como para 

algas (Bisson & Kirst 1979, Kirst & Bisson 1979). En este sentido, un número 

considerable de algas rojas responden a las variaciones de potencial osmótico por 

ajustes entre los niveles iónicos intracelulares y la concentración de compuestos 

orgánicos, haciéndolo el floridosido en aquellos donde existe (Ben Amotz & 

Avron 1983). 

Los estudios con 14c sobre los modelos fotosintéticos de 

acumulación de estos heterosidos en diferentes algas rojas (Kremer 1979) han 

&mnstraA,o la presencia A,̂  glicernI 3 _f^sfat^ y de LJDP gdactnsa como 

primeros productos fotosintéticos marcados, y posibles precursores de la síntesis 

del floridosido. 

Reed y colaboradores (1980) en P o m h p  pumurea observan que 

la concentración de floridosido incrementa en oscuridad después de un shock 
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hiperosmótico, lo que indica su papel en la osmo~egulación de forma 

independiente a la sintesis fotosintética de hidratos de carbono y su acumulación. 

La presencia en Gmcilaria @nuisti~ita@ y en & sordi& de la 

a galactosidasa (Yu & Pedersen 1990a,b), la enzima que degrada el floridosido, 

y de su alta actividad cuando el alga está expuesta a concentraciones hiposalinas 

pone de manifiesto la degradación del floridosido bajo estas condiciones. 

La importancia de todos estos compuestos osmorreguladores está 

basada en que son elementos centrales del metabolismo en algas (Reed 1985). 

Además concurre que la fisiología de las algas rojas posee marcadas diferencias 

con la presentadas en algas verdes y plantas superiores. 
a Tanto la fotosíntesis como la respiración se ven afectadas por :. - 
m O 

cambios en la salinidad (Yarish a A ,  1979, Reed a A, 1980, Kirst 1981, 
m 

Coudret a A, 1983) y por consiguiente el flujo fotosintético tambikn se ve 
o 

alterado. La tasa de fijación y el flujo de carbono dependen tambih del nivel de ; 
E - 
a 

nitrógeno que tenga el alga (Macler 1986,1988), lo cual determinará hacia dónde : 
n 
n 

se desviarán los compuestos formados. Así, las pruebas realizadas por Macler 
5 % 
O 

(1986) en mlidium Pnidteri con 14c marcan compuestos como agar y almidón 

a concentraciones de nitrógeno bajas, mientras que, con niveles de nitrógeno 

elevados, la cantidad de floridosido marcado es superior a las encontradas en 

almidón y agar. 

En algunas Chlorophytas, la regulación osmótica tiene lugar por la 

predisposición de la célula a liberar o fijar el glicerol (Ben Amotz & Avron 1973, 

Belmans & Van-Laere 1988a,b, Chitlaru & Pick 1991) y la respuesta tiene lugar 

tanto en luz como en oscuridad (Borowitzka a A, 1977,Ben Amotz & Avron 

1973, Hellebust & Lin 1989). Así por ejemplo, cuando la fotosíntesis está 

inhibida por un aumento de la salinidad, la síntesis de glicerol en 

Chlamvdomonas ~ulsatilla es llevada a cabo por la degradación del almidón. Sin 



embargo, para valores de salinidad donde la fotosíntesis no está inhibida, hay 

síntesis tanto de glicerol como de almidón. 

En Dunaliella tertiolecta opera un ciclo de glicerol cuyo metabolito 

central es probablemente la dihidroxiacetonafosfato (DHAP) (Wegmann 1979, 

Belmans & Van Laere l988a, Chitlani & Pick 199 1). La dihidroxiacetona fosfato 

procede tanto de la fotosíntesis como de la degradación del almidón aunque no 

se conoce cuáles son sus requerimientos en ATP. 

DHAP es reducida a glicerol 3 fosfato (G3P); esta reacción está 

catalizada por la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (Haus & Wegmann 

a 

glicerol 3 fosfatasa (Sussman & Avron 1981). - m 
O 

La degradación del glicerol, durante la adaptación de las células a - O m 

bajas concentraciones de solutos en el medio, está regida por las enzimas O 

gliceroldeshidrogenasa (Ben-Amotz & Avron 1974) y dihidroacetonaquinasa E 

(Lerner lei &, 1980). 

1.6 OBJETIVOS DEL TRABAJO. 

La mejora de las condiciones de cultivo de las macroalgas debe 

abordar tanto el conocimiento de su ciclo biológico como la propagación 

vegetativa "in vitro" de las distintas especies. 

Si bien la propagación vegetativa es importante para algunos 

individuos de ptenc.id m~_rf~ge&r.~ elevadn, el r.~nmimienb del ciclo 

biológico permite controlar y actuar sobre la reproducción. No hay que olvidar 

que una de las grandes ventajas que ello supone es la de obtener cientos de 

individuos a partir de carposporas. 
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1.6.1 Capítulo III: " PROPAGACION IN VITRO DE 

CARPOSPORAS DEL ALGA ROJA Gratelou~ia d o ~ ~ h o r a .  

SEGUIMIENTO MICROSCOPICO DEL CRECIMIENTO Y 

DESARROLLO ". 

Establecido que nuestro objetivo final es la mejora de las 

condiciones de cultivo para la propagación "in vitrow de las macroalgas, en este 

capítulo, intentaremos mejorar los métodos de propagación mediante el 

establecimiento de cultivos "in vitron de carposporas y tetrasporas. Las bases del 

cultivo "in vitron aplicadas por Robaina (1988) nos permitirán profundizar en 

estos aspectos. 

Utilizaremos las carposporas como el material más idóneo para el 

seguimiento del patrón normal del crecimiento y el desarrollo en el alga roja C, 

do-hom. El sistema de propagación "in vitrow en condiciones asépticas nos 

permitirá constatar no sólo los cambios estructurales, sino también, las posibles 

alteraciones que tienen lugar en el patrón de crecimiento. 

La puesta a punto de técnicas de microscopía electrónica, asi como, 

las de histología e histoquímica con sus tinciones especificas para proteinas, 

carbohidratos y almidón contribuirán a estudiar el problema. 

En esta línea, emplearemos la tinción de azul de tohidina para 

poner en evidencia la topografía general de la célula. 

El dcido pen6dico-reactivo de Schiff (PAS) teñirá los polisacáridos 

neutros, mientras que, el alcian blue (AB) pH 1.0 reaccionará con los 

polisacáridos sulfatados. Para ello, los p p o s  -0H de los carbohidratos deben ser 

previamente oxidados, con el periódico, a aldehídos, a los que se les unir& el 

reactivo de Schiff. El AB pH 1.0, por su parte, se unid a los grupos Csteres- 

sulfatados, con los que reaccionará y dará color. 



En este punto, es necesario hacer un inciso sobre cuál es la 

combinación exacta de estos dos tintes: AB-PAS 6 PAS-AB. 

Nuestras observaciones, así como, aquellas recogidas por Johannes 

& Klessen (1984) indican que la reacción correcta es la de AB-PAS. El hecho de 

que tiñamos previamente con PAS implica la adición de compuestos de azufre, 

ya que, por un lado el protocolo requiere el lavado con bisulfito y por otra, para 

la preparación del reactivo de Schiff es necesario la presencia de sulfato de 

aluminio. No hay que olvidar, por consiguiente, que el AB pH 1 .O detecta grupos 

ésteres sulfatados (-OSO-3). 

a los grupos 

almidón. 

1.6.2 
- 

Capítulo N. " INFLUENCIA DE LA LUZ EN LA n n 

n 

UTILIZACION DEL GLICEROL POR Gratelou~irt doqmhom EN 

CONDICIONES DE CULTIVO ". 

Con lo observado en el cultivo "in vitro" de los explantos, 

presuponíamos que Gratelou~ia $lomhom absorbe y respira el glicerol, 

alcanzando cierto grado de heterotroffa, lo que permite el crecimiento y 

desarrollo morfogenético del alga en cultivo. Al mismo tiempo, nos interesaba 

conocer hasta qué punto la utilización del glicerol podría ser modulada por la liiz. 

Con esta p m i s q  &&lP.cimns Cnmn p~ncipd &j&vo pm esfe 

capítulo, conocer la fisiología del alga roja G. domhora en medios conteniendo 

glicerol y qué papel desempeña la luz en los cultivos. Particularmente sus efectos 

sobre el crecimiento y el desarrollo y si su papel especifico es fotosintético o 

fotomorfogenético . 
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Simulamos con incubaciones en glicerol, las condiciones fisiológicas 

del alga en cultivo y cuantificamos las tasas respiratorias y fotosintéticas (medida 

en pmolOz mgcla-' h-', con electrodo de oxígeno). Paralelamente empleamos 

ecnicas de marcaje radiactivo con 14c-~co3 y de pulso y caza con 14c(u)- 

glicerol. 

1.6.3 Capftulo V: " IMPLICACIONES MORFOGENETICAS DEL 

GLICEROL ". 

Una vez conocido el patrón "normal" que siguen las carposporas 

durante su desarrollo y la formación de yemas (Capítulo m), pasaremos a W - 
m 

estudiar si este material es capaz de adaptarse a las mismas condiciones j - 
0 

m 

experimentales de luz y glicerol que los explantos, y cómo es su crecimiento en 

presencia del glicerol. 
E 

Nuestra finalidad es utilizar a las carposporas como el sistema i 

idóneo para poder comprender, explica. y regular el desarrollo ulterior de la g 
5 
O 

mismas hasta la obtención de yemas y nuevo talos. 

Abordaremos tambidn, las implicaciones morfogenéticas del glicerol 

y si éstas están relacionadas con la producción específica de derivados del 

glicerol, ya que, los compuestos que combinan el glicerol con otros azúcares 

(isofloridosido, floridosido, digeneasido) han sido relacionados con la regulación 

osrnótica en algas, que a su vez ha estado implicada en la regulación de la 

morfogénesis vegetal. Creemos que es posible la participación de estos 

compuestos derivados del glicerol en la formación de yemas y su regulación por 

efecto de la luz (fotomorfogCnesis). 

Las técnicas histoquímicas y de rnicroscopía electrónica, descritas 

en el capítulo III, permitirán el control de los efectos del glicerol en las células. 



11. MATERIAL Y METODOS GENERAL. 
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11.1 MATERIAL Y METODOS 

Gratelou~ia borvr,hom Montagne (Howe) pertenece a la Familia 

Cryptonemiceae del orden Cryptonemiales (Bold & Winne 1985). Se caracterizan 

por ser plantas erectas con varios ejes de crecimiento de color rojo oscuro que 

se expanden en láminas asimétricas. 

doqmhora fue recolectada al noreste de la isla de Gran Canaria, 

en San Cristóbal (Las Palmas G.C.). La zona de recolección es una plataforma 

rocosa sobre la que se dispone el alga, formando grupos de plantas expuestas en 

la bajamar o sumergidas en charcos poco profundos. 

RECOLECCION. 

El material vegetal se caracterizó por ser plantas con un alto grado 

de pigmentación y bajo epifitismo. Se procuró recoger toda el alga a excepción 

de las estructuras de fijación. 

El material recolectado se agrupó en bandejas de plástico o aluminio 

con papel, previamente humedecido en agua de mar, en el fondo de las mismas. 

Una vez en el laboratorio, las algas se limpiaron con pincel para arrastrar restos 

de sustratos y/o epífitos y se pasaron por un baño de ultrasonidos (3veces x 

1 5minutos) , marca Selecta modelo S51 2, tras lo cual se mantuvieron en agua de 

mar estéril con un fotoperiodo de 18:6 (luz: oscuridad), flujo constante de aire 

y renovación diaria del agua. 



11.3 MEDIOS DE INCUBACION Y CULTIVO. 

Tanto para el cultivo y obtenci6n "in vitro" de esporas como para 

la incubación de material, en las medidas de las tasas de consumo y 

desprendimiento de nx@mo, !os medins emp!eadcs f i ~e rm el ?ES (orovadi 

Enriched Seawater, Provasoli 1968) y variaciones del mismo, consecuencia de 

la presencia del glicerol como un agente osmótico. 

La adición de glicerol supuso la alteración de la concentración del 

agua de mar en la preparación del medio PES diluyendo con agua destilada. 

Los medios resultantes se denominaron PES 70 y PES 90 de a 

acuerdo con la cantidad de agua de mar (70-90%) utilizada en la preparación de 
= 
oi O 

los mismos. A los medios anteriormente señudados se !es midi6 !a ~~m~!at;Agd 
- 
0 m 

E 

con un osmómetro marca Autostad TM modelo OM 6010 Daüchi Kogaku Co Ltd 
O 

g 
n 

E (Robaina a A, 1990a). a 

En la elaboración del medio PES se utilizaron 4 tipos de soluciones n n 

stock. 3 
O 

- agua de mar pretratada 

- solución de micronutrientes (soluc. pII) (Tabla II.1) 

- solución EDTA- ferroso (soluc. EDTA-Fe) (Tabla 11.2) 

- solución de vitaminas (Tabla II.3) 

El agua de mar pretratada para la elaboración del medio de cultivo 

era recogida por un sistema de bombeo a 7m de profundidad y filtrada a traves 

de 3 f1l'üos de 100, iO y i pm, antes de pasar por iuz Ü.V. Ei agua era 

almacenada en recipientes de plástico oscuro de 50 1. 

Las soluciones de micronutrientes y EDTA fenoso eran realizadas 

con sales de grado puro procedentes de Sigma y10 Aldrich. Para evitar 
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precipitaciones en la preparación, los compuestos eran pesados y añadidos uno 

a uno hasta su completa disolución. 

Todas las disoluciones se almacenaron en frascos de 50 m1 a -18 

"C. 

Por cada litro de medio, se añadieron 70 mg de nitrato de sodio y 

10 mg de glicerol fosfato. Si el medio de cultivo se requeria sólido, se añadía 8 

gil de agar (Bacto-agar). En la Tabla 11.4 se recogen las cantidades añadidas de 

las diferentes soluciones stock, así como, la composición final del medio PES. 

La preparación del medio finalizaba ajustando el pH a 7.8 y 

esterilizando con un paso por autoclave de 20 minutos a 120 "C y 11Cg/cm2 de 

presión. Tal procedimiento de esterilización causó un incremento constante de 0.5 

unidades de pH. 

La esterilización tenía lugar en el interior de los recipientes de 

cultivo, si el medio era líquido. Si los medios de cultivo eran sólidos, se 

dispensaba después de la esterilización, en placas Petri y en el interior de la 

cámara de flujo laminar horizontal Glatt Labortecnic. 



Tabla 11.1 Composición de la solución de micronutrientes (pII) usada en la 

elaboración de los medios PES y sus variaciones (PES 70, PES 90). 

FeS04 x 7H20 50.34 mg 

H3B03 1.14 g 

M n S 0 4 x H 2 0  122.90mg 

ZnC12 10.48 mg 

C0C12 4.03 mg 

NaEDTA x2H20 1000 mg 

agua destilada 200 m1 

Soluciones stock de ZnC12 y C0C12. 

Adición a 

PI 1 
ZnCl, 104.8 mg lml 

C0Clz 40.3 mg lml 

agua destilada 10 m1 
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Tabla 11.2 Composición de EDTA ferroso (EDTA-Fe) usada en la elaboración 

de los medios PES y sus variaciones (PES 70, PES 90). 

FeS04 x H20 245 mg 

Na2EDTA x 2H20 330 mg 
agua destilada 50 m1 

Tabla 11.3 Composición de la solución de vitaminas empleadas en la elaboraci6n 
a 

de los medios PES y sus variaciones (PES 70, PES 90). - m 
O 

Tiamina HC1 100 mg 

Biotina 1 mg 

Piridoxina 1 mg 

B12 0.2 mg 

agua destilada 100 m1 

Soluciones stock de Biotina, Piridoxina y BI2. 

Adición a la 

soluc. vitaminas 

Biotina , 10 mg 10 m1 

Piridoxina 10 mg 10 m1 

B12 1 mg 20 m1 



Tabla II.4 Composicibn final del medio de cultivo PES (Provasoli, 1968). 

NaN03 70 mg 

Nazglicerol P 10 mg 

soluc. pII 1 m1 
spI-uC SDTA-Fe 0 . 5  m1 

soluc. vitaminas 1 m1 

agua de mar 1000 m1 

pn 7.5-7.8 



m. PROPAGACION "IN VITRO~ DE CARPOSPORAS DEL ALGA 

ROJA Gratelou~ia dory~hora. SEGUIMIENTO MICROSCOPICO DEL 

CRECIMIENTO Y DESARROLLO. 





Propagaci6n "in vitro" y seguimiento mieniscbpico. 
Intr~dud6n. 

El crecimiento y desarrollo de un organismo no puede ser estudiado 

únicamente a nivel de células individuales sino de las interacciones entre las 

diferentes células que lo conforman. 

El desarrollo algal abarca una serie de eventos que afectan tanto a 

los posibles cambios morfol6gicos como a los procesos fisiológicos y 

bioquímicos. Estos cambios conllevan un aumento en el número de células, en 

el tamaño y forma celular y en la producción de diferentes tipos celulares y áreas 

con características considerablemente distintas entre ellas. 

En algas rojas, los estudios de desarrollo han sido llevados a cabo, 

principalmente, con fragmentos de talo y en algunos casos con esporas (Duffield 

a A, 1972, Sylvester & Waaland 1984). 

No obstante, los estudios que pretendíamos realizar sobre & 
dory~hom no pudieron ser realizados con hgmentos de talo (explantos). Este 

material presentaba diversos inconvenientes, tales como, una elevada complejidad 

estructural y una enorme variabilidad en la respuesta de los talos. El estudio 

histológico con microscopio 6ptico reveló que las yemas y zonas de crecimiento 

de los explantos en medios PES poseen una estmcturación celular similar a la del 

talo, distinguihdose claramente las células corticales de las medulares 

ñlamentosas y estreliadas y la transición entre tales tipos celulares (Robaina 

1988). Esto implica que los cortes no son homogdneos, y por tanto, la 

morfogénesis sería bastante difícil de interpreta.. 

Además, la existencia de zonas con diferente potencialidad 

regenerativa (emisión de yemas), restringidas en el explanto hacia la zona más 

externa, así como, la deformación del explanto crecido en medios conteniendo 



glicerol dificultan los estudios de desarrollo del alga roja G. dory~hora (Robaina 

1988). 

Es importante también destacar que en las algas, salvo en los casos 

de organización compleja, no hay una distinción clara de la procedencia del 

explanto y ha sido precisamente la utilización de explantos de diferentes zonas del 

talo lo que ha permitido detectar diferencias que dificultan la viabilidad después 

de !a desir&cci6n (Fries 1980, Fisker & Yibw 108?, Kawshims! & Tnh~da 

1990), la capacidad de regeneración, la presencia de endófitos (Schatz 1980, 

Martin & Benson 1982, Ducker & Knox 1984, Robaina 1988) e incluso 

diferencias en la digestibilidad enzimática para la obtención de células libres y a N - - 
m 

protoplastos, basadas en el tamaño del explanto o en el estado fisiológico de cada O 

- 
- 
0 

m 

talo (madurez) (Chen & Taylor 1978, Fries 1980, Chen 1982, Polne-Fuller &, E 

O 

1984, Zuo-Mei 1984, Chen 1986, Cheney a A, 1986, Fisher & Gibor 1987, n 

E - 

Mooney & Van Staden 1987). a 

2 

d 
n 

Los resultados obtenidos por Saga y Sakai (1982), que mejoran los n 

3 

métodos de cultivo de mamoalgas usando propágulos unicelulares de algas, nos 
O 

sugirieron la utilización de esporas para la propagación de 1G, dory~hom "in 

vitroN usando, incluso, medios conteniendo glicerol (Robaina 1988). Las 

carposporas en medios PES 70 + 0.3 M glicerol formaban masas celulares 

lobulares. El recultivo de estas masas provocó la elongación de los lóbulos, los 

cuales adoptaron una morfología similar a la de las yemas formadas por los 

explantos. 

El estudio histológico preliminar de estas masas celulares puso de 

manifiesto la existencia de capas celulares corticales y medulares que 

interconectaban los lóbulos, disposición celular mucho más sencilla de interpretar 

que ia dei expianto. 



Ropagaadn "in vitro" y seguimiento micnac6pico. 
Introducci6n. 

Lo descrito anteriormente acerca de las carposporas, nos llev6 a 

utilizarlas como material vegetal con las que caracterizar los cambios 

estmcturales que ocurrían a lo largo del periodo de formacidn de los talos y 

conocer el patrón de desarrollo "normal" de las carposporas (medios sin fuente 

de carbono). 

Existen numerosos datos histológicos y citológicos relacionados con 

las células implicadas en el desarrollo (Delivopoulos & Kugrens 1984, 

Delivopoulos & Tsekos 1985, Tsekos l985), sus características ultrastructurales, 

tales como la arquitectura de cloroplastos (Hara & Chiara 1974, Tsekos & Reiss 

1990), mitocondrias (Tsekos & Diannelidis 1990), conexiones celulares (Pueschel 

& Cole 1982) y sus características funcionales (Scott 1983). 

Sin embargo, en la bibliografía consultada no hemos encontrado 

referencias al modelo de desarrollo de las carposporas de las algas rojas, ya que, 

la mayoría de los trabajos se centran en el seguimiento de la carposporogénesis 

y tetrasporogénesis más como una vía de establecer relaciones taxonómicas y 

filogen6ticas entre los diferentes grupos algales (Kugrens 1974, Chamberlain 

1984) que como una forma de entender los procesos que conducen a la obtención 

de nuevos individuos. 

La dificultad de propagar y cultivar el material alga1 aséptico bajo 

condiciones experimentales controladas probablemente explique la escasez de 

trabajos referidos a este tema. 

El objetivo principal de este apartado es el conocimiento del 

desarrollo "in vitro" del alga roja Gratelou~ia doryphom empleando 

carposporas. Se estudió la puesta a punto diversas técnicas para la propagaci6n 



"in vitro" de C, dory~hora partiendo de carposporas, incluyendo estenlizaci6n, 

germinaci6n y crecimiento hasta la formaci6n del talo. 

Hay que resaltar que el punto de partida de los trabajos no fueron 

las carposporas en el sentido estricto, es decir, definida como aquella única célula 

que germina y puede dar lugar a nuevos individuos, sino que, se partió de 

carposporas que ya habían sufrido las primeras divisiones y, por tanto, 

m~!tice!u!mes. A esfa mm7uu est~wkms !a hems dencminuds c m =  preiAm 

ante la dificultad de encontrar un término en castellano adecuado al anglosajón 

de capospores-seedling . 
Asimismo, usaremos el término de talo jóven para designar a los 

" talos " (carposporelings) procedentes del pretalo. 

Identificaremos microsc6picamente el patrón "normal" de 

crecimiento y desmollo de los pretalos en medios sin fuentes de carbono, como 

exponíamos anteriormente. 

Para el estudio de estos cambios, sobre los cultivos, optamos por 

la utilización de téc~cas de microscopia electrónica y óptica. 



Propagaa6n "in vitro" y seguimiento m i d p i c o .  
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111.2 MATERIAL Y METODOS 

III.2.1 ESTERILIZACION 

Diversos experimentos preliminares de cultivos de carposporas 

indicaron que Cstas debfan ser asepticas, dado que, el crecimiento de 

contaminantes (bacterias, hongos) impedían el de las carposporas. 

Para la obtención de carposporas asépticas no fue factible la 

esterilización directa de las mismas, por lo que, seguimos la estrategia de 

esterilizar los explantos que contenían los cistocarpos. 

La estrategia general fue la de utilizar varios agentes que fueran 

eliminando paulatinamente todos los organismos asociados al talo de las algas. 

Genéricamente, los organismos carentes de pared celular fueron 

eliminados con un shock osmótico y epífitos bacterianos y algales con limpieza 

manual y10 sonicación (ultrasonidos) (Polne-Fuller a &, 1980, García-Reina 

&, 1988, Robaina &, 1990a). 

Se obtuvieron explantos fCrtiles de aproximadamente 3mm de 

diámetro, procedentes de la zona media de talos, que previamente se limpiaron, 

bajo lupa, con pincel eliminando los restos de sustratos y10 epífitos y se lavaron 

en agua destilada durante 5 minutos. Estos fragmentos discos (explantos) fueron 

tratados con un baño de ultrasonidos y, como alternativa, sumergidos en una 

solución de betadine 5 1 con una gota de Tween 80, utilizado como tensoactivo, 

durante 7 minutos. 

La esterilización prosiguió con la incubación individual de cada 

explanto en una solución de antibióticos con distintos espectros de acción (Tabla 

rn.1). 



Transcurrida esta etapa, la esterilidad de los explantos se comprobó, 

cultivando durante 10 días en medio sólido MCE (Medio Comprobación de la 

Esterilidad) (Tabla III.2), cuya preparación fue la misma que para la elaboración 

del medio PES (Provasoli 1968). Este medio permitió comprobar la ausencia o 

la presencia de contaminantes bacterianos, fúngicos y algales. 

Las referencias posteriores a la asepsia de los explantos y esporas 

5i,&~n p_ntp&ygp Cnmc Ig gUspn~ig pn Ig sUprf;,& dpl td~ & psks t i m e  AP -rww -- 
contaminantes (Robaina 1988, Robaina d &, 199 1). 

Finalmente, los fragmentos discos, libres de contaminantes, fueron 

transferidos a PES sólido hasta que las carposporas fueran liberadas. a N - 
= 
m n 
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Tabla m.1 Solución de antibióticos y espectro de acción de cada uno de eilos 

utilizado en la desinfección de los explantos de & floryphom. 
- - - -- - - - - -  

Penicilina bactericida gram + 100 mg 

Ampicilina bactericida gram +/- 25 mg 

Nistatina f ungicida 25 mg 

GeOZ antidiatomeas 10 mg 

agua de mar esterilizada 100 m1 

tomar 1 m1 y enrasar con agua de mar esterilizada a lOml 

Tabla 111.2 Composición del medio MCE (Medio Control Esterilidad). 

Glucosa 0.05 g 

Sacarosa 0.1 g 

Hidrolisado de caseína 0.05 g 

Lactosa bacterialógica 0.1 g 

PES 100 m1 



Todas las operaciones de incubación y cultivo se realizaron en una 

cámara de flujo laminar horizontal Glatt Labortecnic. El material de laboratorio, 

usado en la incubación y siembra, fue esterilizado con un paso por autoclave y 

con flameado en alcohol en el interior de la cámara de flujo. El material vegetal 

fue incubado y cultivado en un cámara de cultivo marca Koxka, a una 

temperatura de 19 f 2 "C, fotoperiodo de 18 horas luz: 6 horas de oscuridad e 

intensidad de luz blanca de 30 pE m-2 S-l (Sylvania grolux) a nivel de las placas 

de Petri. 

- - 
m 

m.2.2 OBTENCION DE CARPOSPORAS. O 

- 
0 

m 

E 

O 

Siguiendo la metodología ya establecida para macroalgas por 
n 

E 

Robaina (1988), se obtuvieron explantos fkrtiles axknicos, con los que, a 

n 

comparamos los siguientes mdtodos para la obtención de carposporas: 
n 
n 

3 
O 

a) Procedimiento de liberación espontánea. 

Se sembraron los explantos conteniendo carposporas, en medios 

PES sólidos (agarizados) y líquidos entre 25 y 30 dias, hasta que, éstas hubieron 

sido liberadas espontáneamente y germinaron. 

Los pretalos fueron recogidos con una lanceta metálica flameada en 

alcohol y cultivados en medios sólidos y líquidos PES. 

b) Destrucción m&- del explanto. 

Con el fin de minimizar el tiempo de liberación de las esporas se .-, 

procedió a ia destrucción mecánica ae ios expianios asépucos, desgarrhddüs 

directamente en medios líquidos (imposible en medios sólidos) con ayuda de unas 
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pinzas y bisturí previamente esterilizados. Los explantos, así tratados, quedaron 

en medios líquidos PES (Provasoli 1968) y ASP6F2 (Fries 1977). 

III.2.3 CULTIVO Y PROPAGACION HASTA LA OBTENCION DE 

TALOS. 

Los talos jóvenes (carposporelings) procedentes de los pretalos 

fueron cultivados en medios líquidos PES y ASP6F2 con sistema de aireación. 
a 

Para ello, el interior de la cámara de cultivo fue habilitado con un ; 
m O 

compresor soplante, modelo ELMO G (Siemens), el cual proporciona aire a los 
m 

cultivos, a travCs de un sistema de tuberías de PVC (cloruro de polivinilo) que 1 
o 

a su vez, finaliza en botellas lavadores de gases, marca Pyrex, de 1000 y 250 m1 
- 
a 

de capacidad (Foto III.1). El aire h e  temporizado (15 minutos Y') a la máxima 

potencia para evitar sobrecalentamiento en la cámara de cultivo. 5 
O 

Las condiciones experimentales de luz, temperatura y fotoperiodo 

fueron las mismas ya descritas. 

Los talos se cultivaban cosidos a mallas de plástico donde se 

individualizaban unos de otros. 



Foto 111.1 Vista parcial de la .cámara de cultivo compuesta de un sistema de 
'eUVeha de PVC y de bGidfiQ3 !aycduiG ~p I)paX. 
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III.2.4 ESTUDIO HISTOLOGICO DE LOS PRETALOS EN MEDIOS 

PES . 

El estudio histológico de este material, creciendo en medios sólidos 

sin fuente de carbono (PES), se realiz6 con un número aproximado de 500 

pretalos los cuales tenían entre 1 y 3 meses de edad desde la liberación de las 

catposporas. 

a) Microscopía Optica. 

Los pretalos fueron fijados sumergiéndolos durante 4 horas, a 

temperatura de ambiente, en una disolución al 2.5% de glutaraldehído (vlv) en 

tampón cacodilato sódico 0.1 M en 0.3 M NaCl a pH 7.4, seguido de 2 lavados, 

de 30 minutos cada uno, y agitación periódica de las muestras en la misma 

solución, sin .glutaraldehído. Las muestras se almacenaron a 4 O C  en tampón 

cacodilato 0.1 M, 0.3 M NaCl. 

Después de la fijación, el material vegetal fue sometido al proceso 

de pre-infiltración e infiltración. La solución de pre-infiltración se prepar6 

manteniendo una relación 1: 1 (v/v) de una disolución al 95 % de etanol y la 

solución de infiltración. El material se mantuvo durante 2 horas a temperatura de 

ambiente. 

La solución de infiltración se preparó disolviendo 0.5 g de activador 

en 50 m1 de Basic Resin (Historesin Embedding Kit, marca registrada). El 

material vegetal, sumergido en esta disolución, se trató durante 10 minutos con 

vacio y se mantuvo en el desecador durante toda la noche a temperatura de 

ambiente. 



El material fue incluido en Glicol-Metadato (GMA, Historesin 

marca registrada, Reichert-Jung, Gerrids & Smid, 1983). La solución de 

inclusión polimerizó a los 60-70 minutos a 60 "C. 

Se obtuvieron secciones seriadas de 5 pm, cortadas con cuchilla de 

tugsteno, en un microtomo marca Reichert-Jung, modelo 2050. Los cortes se 

depositaron, en un baño de agua destilada, a temperatura de ambiente para su 

estir~"i1entc y se ~ccgiemn en pcrtm Aese~!gr?wx!c~ mmk~i6dcse L: 6!2 OC 

durante 20 minutos. Una vez adheridos, los cortes fueron teñidos directamente. 

Las tinciones y controles empleados se describen a continuaci6n y 

en la Figura III.1 se resume los tipos de tinción, sus controles y las reacciones a N - 
= m 

que tiene lugar. 
O 

- 
- 
0 m 
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Tabla 111.1 Resumen de las tinciones histológica e histoquímicas empleadas; 

especificidad, gmpo funcional sobre el que actúa el tinte y controles utilizados. 
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a. 1 Tinción con Azul de Toluidina (Tsekos 1985). 

Para la visualización de ia topografía general se preparó una 

solución de azul de toluidina al 1 % a partir de otra de borax también al 1 %. 

Las secciones se tiñeron durante 1 minuto con azul de toluidina y 

se lavaron con abundante agua destilada. 

a.2 Tinción con Acido Periódico-Schiff PAS) y Alcian Blue (AB) 

pH 1 -0% (McCully, 1966 y Parker & Diboll, 1966). 
a 
- - 
m O 

Para obtener una información más completa se combinaron los 2 

métodos de tinción (Kiernan, 1990) 
o 

Se tiñeron las secciones con AB pH 1.0 durante 30 minutos y se 
a 

lavaron con agua destilada. Seguidamente, se sumergieron en una solución acuosa 

de 0.5% de Bcido periódico durante 20 minutos y transcumda la oxidación, se 8 
volvió a lavar con agua destilada. 

Se tiñeron con el reactivo de Schiff durante 20 minutos y se enjuagó 

en una solución al 2% de bisulfito sódico, seguido de un lavado en agua 

destilada, dejándose secar a temperatura de ambiente. 

* Preparación de las soluciones del reactivo de Schiff y Alcian Blue. 

Reactivo de Schiff (Tomasí 1936): Se disolvió 1.0 g de fucsina básica 

(pararosanihe, Sigma) en 200 m1 de agua destilada y se llevó a ebullición, 

agitando durante 5 minutos y dejándose enfriar hasta los 50 "C; se filtró y al 

filtrado se añadieron 20 m1 de Bcido clorhídrico concentrado. Se dejó enfriar 

hasta 25 "C y se añadió 1 g de metabisulfito sódico. Esta solución se almacenó 



en oscuridad durante toda la noche. Finalmente, se añadieron 2 g de carbón 

activo y se agitó durante 1 minuto. Se filtró y se almacenó en botella oscura a 

4 "C. 

Alclan Blue (Kiernan 1990): Se dlsolvid 1 .O g alclan blue (Sigma) en 1ÜÜ 

m1 ácido clorhídrico O.lM, pH 1.0. Se agitó hasta su completa disolución y se 

filtró antes de i'.ca_ri 

* Soluciones "Control" . 
PAS : 

1 .- Tinción con el reactivo de Schiff sin oxidar con HI04. 

Este control sirvió para eiiminar ei posi'bie efecto de ia fijación con 

glutaraldehido (Kieman 1990). En ningún caso se presentó alguna reacción como 

consecuencia de ello. 

2.- Reducción, con borohidruro de sodio, de los grupos aldehídos 

(Cole a A, 1985, Kiernan 1990). La reacción fue irreversible. 

AB pH 1.0: 

Metilación, produciendo un bloqueo de los grupos carboxilos y 

extracción de los esteres-sulfatados (Kieman 1990). 

* Preparación y modo de empleo de las soluciones "Control" 

Borohidmro de sodio: Se disolvieron 0.5 g de hidrógeno fosfato de di- 

sodio (Na2HP04) en agua destilada y se añadieron 25 mg de borohidmro de sodio 

(NaBH4). Los portas se sumergieron en esta disolución durante 10 minutos, con 
..#A--: A- -..-A ---1 -a- l:L---- la" L-.A..:-" A- L:A-L-..-- 
U ~ i W b l U l l  ~ 1 U i i Z U  YZUU llUG1ai 1 U  UUiUUJrW UG I U U l U ~ G i i U .  



Propagaci6n "in vitro" y seguimiento microsc6pico. 
Material y métodos. 

Metilación: En cubetas de tinción modelo Hellendhall, conteniendo 

metanol absoluto y 1 % de HCl concentrado, se matuvieron los portas durante 48 

horas a 58-60 "C. Transcurrido este periodo, los portas se enjuagaron en metanol 

absoluto y seguidamente en una solución acuosa de alcohol al 70%. 

a.3 Tinción con Mercurio Azul & Bromofenol (Tsekos 1983). 

Las secciones fueron tratadas con el mercurio azul de bromofenol 

durante 15 minutos. Se lavaron con Bcido acético al 1 % en agua destilada, hasta 

que se obtuvo un fondo claro y finalmente, con metanol durante 3 minutos para 

convertir el colorante a su forma alcalina. 

* Preparación de la solución de Mercurio-Azul de Bromofenol. 

Se disolvieron 10 g de cloruro de mercurio (C12 Hg) y 100 mg 

mercurio-azul de bromofenol (Sigma) en 100 ml de agua destilada y se filtró. 

* Solución "Control". 

La deaminación bloquea los grupos aminos llevándolos a grupos 

hidroxilos . La reacción es irreversible. 

* Preparación y modo de empleo de la solución "Control". 

Se disolvieron 7 g de nitrito sódico (NO2 Na) en 94 m1 de agua 

destilada y se añadieron 6 ml de Bcido acético. Los cortes fueron sumergidos en 

esta disolución durante 4 horas a temperatura ambiente y se lavaron con agua 

destilada. 



a.4 Tinción con L u a  fl/IKI (Lea, 1990). 

Durante 5 6 10 minutos, se sumergieron los cortes en la solución 

de lugol. Los restos de colorante se lavaron con agua destilada. 

* Preparación del Lugol. 

Se disolvie_r^n 0; 127 g i d o  me~dco y 0-230 g idi'rn p k c i c n  en 

100 m1 agua destilada añadiendo 10 m1 de Bcido acético. 

* Solución "Control". 

Se probaron como controles las cx y B amilasas (Kiernan 1990). 

¿as a d a s a s  son endoglucosldasas que hidrohm las cadenas de 

almidón mediante ataques al azar en puntos alejados de los extremos de la cadena 

y forman cortas cadenas polisacarídicas. Aunque tiunbidn probamos la cx amilasa 

comercial (Boehringer), los mejores resultados se obtuvieron con la amilasa 

salivar (Kiernan 1990). 

Las B amilasas muestran acción exoglucosidasa, separando de los 

extremos 2 unidades de azúcar, a la vez, en forma de maltosa. El enlace a 

original se invierte y el producto es la B maltosa. La B amilasa usada fue de 

Ipomoea batatas (Boehringer) 

* Preparación y modo de empleo de las soluciones "Control". 

El modo de empleo de ambas amilasas fue el mismo. La B amilasa 

(lmglml) fue sometida, previo a su uso, a un proceso de diálisis en tampón 

fosfato 0.1 M pH 7.4 durante toda la noche. Los cortes fueron sumergidas en la 
u 6 8 aiTdswa a 37 0m A-----&- 3" -'---A-- 

L UUIIIILC 3u IIUIIULUS. 



Propagación "in vitro" y seguimiento microscópico. 
Material y métodos. 

a.5 Determinación U amaño de célula. 

Una vez que los cortes habían sido teñidos con cualesquiera de los 

procedimientos anteriores, el tamaño celular se midió utilizando un objetivo 

micrométrico (10X) de Olympus, corregido en escala con un porta milimetrado. 

Sobre cada una de las 5 6 6 secciones transversales obtenidas en 

cada tiempo descrito anteriormente (1-3 meses), se eligieron tres transectos al 

azar que cubrían desde el interior hasta el exterior del corte. Los datos fueron 

agrupados en función de los tamaños celulares y el tamaño final de cada una de 

ellas fue la media de cada clase. 

Al procedimiento general de fijación se añadió, después del 

glutarddehído, un paso de postfijación en una solución al 2% de tetróxido de 

osmio en tampón cacodilato sódico 0.1 M a pH 7.4. La fijación finalizó con tres 

lavados, de 10 minutos cada uno, en tamp6n cacodilato 0.1 M a pH 7.4. Las 

muestras quedaron almacenadas en la misma disolución a 4 "C hasta su inclusión. 

Para la inclusión en Epon, se comenzó con la deshidratación del 

tejido en una serie alcohólica, con baños de 10 minutos en etanol al 20%, 50%, 

7096, 901,  96% y dos baños de 20 minutos en etanol al 100%. El material 

deshidratado se sumergió en óxido de propileno durante 40 minutos (20 minutos 

x 2 veces) y posteriormente en óxido de propileno-Epon (1:l) durante 3 horas. 

El proceso terminó con un baño de 12 a 24 horas en Epon y el endurecimiento 

de la resina durante 24 horas a 40 "C y otras tantas a 60 "C. 



Los cortes ultrafinos (400 A) se obtuvieron con un ultrarnicrotomo 

marca Reichert Ultracut's 6 Reichert Jung Ultracut E. 

Las secciones fueron recogidas en rejillas de cobre y tras un baño 

en acetato de uranilo al 2% 6 al 4 % de acetato de uranilo en una solución acuosa 

de citrato de sodio y nitrato de plomo se observaron en un microscopio 

electrónico de transmisión marca Phillips, modelo EM 301 o Zeiss EM 9 S-2. La 

nelículs - - - --- emnleada - - - -r - - - -- fiie - - - NeQppa_n_ 21 6 S&ntia_ film (AgfG, 



Propagación "in v i h "  y seguimiento microscbpico. 
Resultados. 

IiI.3 RESULTADOS 

III.3.1 OBTENCION DE CARPOSPORAS. 

a) Liberación espontánea. 

Despues de 30 días, la mayoría (80-90 %) de los explantos 

cultivados habían liberado carposporas. Estas eran fácilmente distinguibles sobre 

la superficie de los explantos y la producción fue tan considerable que permitió 

que los pretalos fueran recolectados de la superficie de los mismos (Foto III.2). 

Los explantos, una vez emitidas las esporas, se tomaron pdidos y depigmentaron 

completamente. 

Los pretalos (1 mm de didmetro) cultivados en medios PES s6lidos 

y líquidos desarrollaron en 2 6 3 meses pequeños talos jóvenes con 3 6 4 ejes de 

crecimiento (Foto III.3). 

b) Destrucción mecánica del explanto. 

Las carposporas liberadas en medios iíquidos (PES, ASP6F2), tras 

forzar la ruptura de los cistocarpos se fijaron al fondo de la placa de cultivo 

mediante el desarrollo de una estructura filamentosa de crecimiento concéntrico 

a partir de la carpospora. 

Comparadas con las esporas liberadas espontáneamente, el patrón 

de desarrollo es distinto, ya que, aparecen como pequeños puntos fijados en el 

fondo de la placa (Foto III.4). 

El recultivo de estas esporas fijadas a medios sólidos PES permitió 

el desarrollo de pequeños talos jóvenes en 2-3 meses (Foto III.5). 



2 

Foto 111.2 Liberación espontánea de esporas en un explanto sembrado en medio O 

agarizado PES liberando sus esporas. x60. 

Foto 111.3 Talo joven de S;. doryphora de 2 meses de edad cultivado en PES 

líquido. x60. 

Foto 111.4 Liberación mecanica de esporas de doqmhora en medio PES 

iíquido. x100. 

Foto 111.5 Talos jóvenes de & dogmhora recultivados a medios agarizados 
nrCi A,,, 1, I:L ,,,, :A, ,,A,:,, ,, ,,A:,, I:,..:~,, ,Ln 
TE+ u ia uuci auuii IIIGWUM GII iiicuiua riyuiuua. AW. 







Propagación "in vitro" y seguimiento microscópico. 
Resultados. 

III.3.2 CULTIVO Y PROPAGACION HASTA LA OBTENCION DE 

TALOS. 

Los pretalos fueron propagados en medios líquidos aireados (no 

asépticos) en la cámara de cultivo hasta la obtención de talos. 

En medios PES, 2 6 3 meses después de haber sido transferidos, los 

diferentes talos jóvenes permanecían altamente pigmentados y ramificados. Las 

yemas emitidas tendían a conformarse como pequeñas láminas, adquiriendo una 

morfología similar a la presentada en la naturaleza (Foto IiI.6). 

En medios ASP6F2, el crecimiento fue bastante anormal ya que las 

ramificaciones emitidas por los talos jóvenes eran muy pequeñas, no llegando a 

sobrepasar los 0.5 cm. Estas ramificaciones se caracterizaban además por tener 

a lo largo de su eje pequeños nódulos. El recultivo a medios PES permitió el 

desarrollo " n m a l "  de los talos y la desaparición de estas protuberancias o 

verrugas. 

III.3.3 ESTUDIO HISTOLOGICO DE LOS PRETALOS EN 

MEDIOS PES. 

El material mostraba una morfología esférica diferenciaindose las 

más antiguas (3 meses) por la presencia de yemas o ejes de crecimiento. 

Histoquímicarnente, los pretalos mostraron una aparente 

homogeneidad en su contenido celular. La tinción del reactivo de Schiff (PAS, 

polisadridos neutros) reaccionó con la cuticula, la cual bordea a la capa celular 



externa, y con la pared celular. También fueron perceptibles, con esta tinción, 

los gránulos de almidón distribuidos por todas las células (Foto III.7). 

Conjuntamente con el Alcian Blue pH 1.0 (polisacáridos sulfatados) , 
se reveló la existencia de mucílago extemo e intercelular (Foto lII.7). La tinción 

para proteínas (Hg-azul de bromofenol) tampoco mostr6 variaciones entre ías 

células de las que consta el pretalo. 

La3 secciones semdhas, te_ñidas con azul de toluidina y vistas con 

objetivo de inmersión mostraban que los pretalos constan de tres tipos celulares: 

a) C6lulas ovoides cuyo diámetro no excede las 4.8 pm que ocupan 

la capa más externa y que han surgido por división de las células intermedias - e 

- 
m 

(Foto III. 8). O 

- 
0 

b) Células isdiamétricas cuyas &eas aproximadas son de 4.8 x 4.8 
m 

E 

O 

pm y que están situadas en la zona interna (Foto III.9). 6 n 

E 

c) células elongadas o rectangulares con un área de 7.2 x (7 .2-4. 8) a 

n 

pm que conforman la capa intermedia (Foto III.9) y que posteriormente se 
n 
n 

dividen dando lugar a dos células hijas (Foto III. 10). 
3 
O 





Foto III.6 Talos de C, doryphora cultivados en condiciones no as6pticas y 

procedentes de esporas liberadas espontáneamente en medios sólidos PES. a. 

Foto IiI.7 Corte transversal de 5pm de un pretalo de 1 mes de edad, cultivado 

en PES sólido, teñido con la tinción especifica para polisacdridos neutros (PAS) 

y sulfstadcs (AB pE 1 .O). Nótese la reacci6n de PAS con la nitieula y la pared 

celular y conjuntamente con el AB la del mucílago. ~250 .  



L . .  







Foto 111.8 Campo de células de la zona externa del pretalo cultivado en medio 

sólido PES. Nótese las células las cuales han sufrido división (flechas) y la gran 

cantidad de gránulos de almidón (a). 

Sección =&fina de 1.5 pm teñida con azul de toluidina. xMO. 

Foto 111.9 Células del interior de un pretalo cultivado en medios sólido PES. 

Nota las células redondeadas, casi isodiamétricas, y el alto contenido en almidón 

(a) 

Sección semifina (1.5 pm) teñida con azul de toluidina. x140. 

Foto iII.10 Pretalo de cultivado en medio PES. Este campo de células cubre 

desde la mitad del pretalo hasta las células más externas. Nótese que las dlulas 

exteriores están elongadas (margen superior izquierdo) y sufren divisiones 

(flwhu) en eofitiaste con las del interior (margen i n r f o r  derecho). 

Sección semifina de 1.5 pm teñida con azul de toluidina. x140. 







Propagaudn "in vitro" y seguimiento micmscópico. 
Resultados. 

Con la microsc~pia. dectrónica pudimos observar diferencias 

ultrastnicturales entre los diferentes tipos celulares. Generalmente, las dlulas del 

interior (isodiamCtricas) acumulan cuerpos osmofíiicos (Foto m. 12, III. 14) y 

poseen un citoplasma menos denso (Foto III.14) a diferencia de aquellas 

pertenecientes a la capa intermediaexterna las cuales presentan un citoplasma 

más denso, un núcleo central grande y un nucleólo prominente (Foto IIi. 15). 

En todos los tipos celulares, desde el interior hasta el exterior del 

pretalo, se pueden distinguir vesículas (Foto III. 12, III.13, III.15) las cuales se 

caracterizan por poseer zonas electrodensas incluidas en una matriz transparente 

a los electrones. Existen dos tipos de vesículas: 

a) Las vesículas pequeñas que tienen un diámetro aproximado de 

0.3 pm. Estas poseen formas esféricas, siendo similares a las cored vesicles 

encontradas en otras algas rojas durante la carposporog6nesis y que se suponen 

contribuyen a la secreción de mucilago que permite la adhesión de las esporas 

(Foto III. 12) (McBride & Cole 1971, Chamberlain & Evans 1973, Pueschel & 

Cole 1985, Tsekos 1981, 1983, 1991, Tsekos a &, 1985, Tsekos & Schnepf 

1985, Delivopoulos & Tsekos 1983). 

b) Las vesículas mayores de 0.3 pm con tamaños y formas 

variables, probablemente como resultado de la fusión entre ellas. Están 

constituidas por mucílago y también han sido citadas en una gran variedad de 

algas rojas (McBride & Cole 1971, Chamberlain & Evans 1973, heschel & Cole 

1985, Tsekos 1981, 1983, 1991). Estas vesículas o sacos de mucílago descargan 

su contenido en el exterior contribuyendo a la formación de la pared celular (Foto 

m.12, m.13, m.15). 



Los granos de almidón son abundantes y están dispersos por todas 

las células (Foto III. 1 1, III. 12, IIí. 14, III. 15). Son de gran tamaño y con formas 

lenticulares y10 redondeadas (Foto IiI. 13, m. 15). Es de destacar las asociaciones 

entre los granos de almidón y los cloroplastos (Foto III. 13). 

Los cloroplastos tienen desarrollado su sistema tilacoidal, en todos 

los tipos celulares (Foto III. 13, m. l6), y parecen dividirse por constricción (Foto 

n1.15; rn.161. 

Aunque no hemos buscado estructuras nucleares (cromosomas) o 

haloplasm&kas (huso) propias de la división celular, ya que, los núcleos 

aparecen normales (interfásicos) (Foto m. 14, III. ls), son claras las imiigenes de a 
N 
- - 
m 

citocinesis de las células elongadas las cuales generan las células corticales (Foto 
O 

- 
- 
0 

m 
m .A\ m. 1U). E 

O 

- 





Foto IiI.11 Campo celular externo de un pretalo cultivado en medio PES con 

gran cantidad de granos de almidón (a) y núcleos normales (n). En las células 

situadas más hacia el interior destaca la presencia de cuerpos osmofílicos (co), 

muy probablemente lípidos. x4300. 

Foto III.12 Campo celular de la zona interna de un pretalo cultivado en PES 

mostrando 3 células unidas por 2 pit-connections. Nota los enormes sacos de 
mi.nflnnrr I n m \  m n m a m , n n  n r c a n  A a  ns- s u - r s 4 a A - n  - C A M  iiiuw~a5v \aiii/ ILIVIII~IILUD a u w ~  UG DGI GAUGLQUVD. u-. 









Foto 111.13 Campo intracelular de una célula interna de un pretalo cultivado en n 

E 

PES, mostrando cloroplastos normales (c) con ficobilisomas, zonas de ADN (*), a 

n n 

mitocondrias (m) y granos de almiddn (a). ~28500. 
3 
O 

Foto III.14 Celula del interior de un pretalo cultivado en PES. Son visibles los 

granos de almidón (a), mitocondrias (m), cloroplastos (c), núcleo (n) y cuerpos 

osmofílicos (co) . ~5400. 

Foto III.15 Celula de la capa cortical de un pretalo cultivado en PES. Nota los 

granos de almidón (a), núcleo (n), rnitocondrias (m) y sacos de mucílago (sm). 

Son tambidn visibles los cloroplas tos, conteniendo plas toglóbulos @) . ~13400. 

Foto III.16 Cloroplasto perteneciente a una célula del interior de un pretalo en 
A ~ X T  #A\ m n n n n x  PES. Nuta 10s I)ia~iogiÓbuios (pj y las zonas de AUN (-1. ímuwu) 







hpagaadn "in vitro" y seguimiento microscópico. 
Resultados. 

Características de las yemas (ejes de crecimiento). 

El estudio de secciones seriadas de pretalos, conteniendo yemas, 

indicó que la primera señal para la formación de las mismas era la existencia de 

una pequeña protuberancia en el pretalo, sobre la que convergen las diferentes 

capas celulares. Con el tiempo, esta protuberancia pasa por distintos estadios de 

desarrollo y la auténtica yema (eje de crecimiento) culmina su formación cuando 

quedan definidas las capas cortical y medular (Foto III.17). 

En la zona cortical aparecen las células elongadas y fuertemente 

empaquetadas formando al menos tres capas. El tamaño de las células disminuye 

hasta la zona medular de la yema en donde ya se aprecian las dlulas estrelladas 

y filamentosas normdes en los talos de dorphon, @oto III. 18). 
o 

Es de destacar la acumulación de almidón, revelada con lugol, - 
a 

concentrado en la zona de emisión de la yema (Foto III. 19). 
n n 



Foto 111.17 Sección longitudinal de un pretalo de 1 mes de edad y cultivado en 

medio PES. Nótese cómo convergen las diferentes capas celulares en las zonas 
2 -  P ?1- 2- R-L.--- I n - - L - \  _. - 1 - _ _  3 -  __Al- 3 __----*1-3-- -- 
UG iumiauun ue rururas yemas yrecna) y como cuanao estan uesarroriauas se 

define una capa cortical (C) y otra medular (M). x100. 









Foto 111.18 Corte longitudinal de una yema, perteneciente a un pretalo de 2 

meses de edad cultivado en PES. En este estadio son evidentes las dlulas 

estrelladas (E) y ñlamentosas (F) que conforman la zona medular de la misma. 

x200. 

Foto III.19 Sección longitudinal de un pretalo de 1 mes de edad teñido con I/IK 

(almidón). Nótese la acumulación de éste en la zona de emisión de la yema 

(flecha). ~200. 







Propagaci6n "in vitro" y seguimiento m i c d p i c o .  
Discusidn. 

111.4.1 ESTERILIZACION Y OBTENCION DE CARPOSPORAS. 

La obtención de carposporas asépticas fue absolutamente necesario 

para su establecimiento en cultivo. 

Las experiencias con Mtelouoia dory~hora y otras algas, tales 

como, Gelidium versicolor, Gracilaria ferox y C, verrucosa habian puesto en 

evidencia la poca viabilidad de las esporas liberadas en condiciones no asepticas. 

Normalmente, y aunque no haya una fuente de carbono presente, ocurre un 

crecimiento desmesurado de contaminantes (bacterias, hongos, diatomeas) los 

cuales impiden el del alga. 

Tal y como señalabamos en el Material y Métodos de este capítulo, 

no es posible la esterilización directa de las esporas. Los procedimientos usados 

habitualmente-en el cultivo de tejidos de macroalgas consisten en protocolos 

largos, en los que se combinan distintos agentes desinfectantes, y con periodos 

de 3-5 días de incubación, lo que, probablemente explicaría la falta de resultados 

positivos en carposporas liberadas. 

La única aproximación que quedaba era la esterilización de 

explantos fértiles los cuales contenían carposporas, con la metodología habitual 

establecida en las macroalgas para explantos (Robaina 1988). Los resultados 

obtenidos mostraron que este método fue útil para nuestros objetivos, resultando 

en una producción aproximada de 500 carposporas por explanto. 

La inexistencia de datos acerca de la cantidad de carposporas por 

cistocarpo en & d o n ~ h o r a  nos impiden hablar en términos de eficiencia de 

producción y germinación. De cualquier forma, esta metodologfa produce la 



suficiente cantidad de carposporas como para establecer un cultivo, con una 

cantidad de material de partida, mucho mayor del que se pueda conseguir 

utilizando el cultivo de explantos (Robaina 1988, Robaina A, lWOa,b). 

En plantas superiores, una de las vías para la obtencl6n de material 

asdptico es la utilización de tejido meristemático apical en la planta, ya que, su 

capacidad multiplicativa permite la obtención de materia! libre de pat1cu!as 

víricas (Evans a A, 1983). Sin que este hecho sea estrictamente comparable, los 

resultados obtenidos con las carposporas indicarían que también ellas pueden ser 

un material internamente libre de contaminantes. En otro caso no se explicaría a 

= m 

que la desinfección exterior del explanto que las contiene implique la O 

- 
0 

eskriiización de cada una de eiias, aunque cabe ía mfnima posibiíidad de que ios 
m 

E 

O 

antibi6ticos penetren en el interior del cistocarpo y desinfecte a cada una de las n 

E 

~arposp~ras. a 

n 

Consideramos que la desinfección del explanto conteniendo 
n 

3 

cistocarpos puede constituir la vla más adecuada para propagar macroalgas O 

especialmente para aquellas reticentes a la puesta en cultivo aséptico (Gelidium 

versicolor, Gracilaria femx y G. vernicosa). 

Otro aspecto interesante de los resultados obtenidos fue el efecto de 

los distintos tipos de medios utilizados (líquidos/sólidos) sobre el desarrollo 

ulterior de las carposporas recién emitidas. 

Mientras que, la liberación de esporas en medios líquidos s61o 

permite la observación de pequeños puntos en el fondo de la placa de Petri, sin 

que, se manifieste crecimiento alguno, la liberación en medios sólidos favorece 

la irimdiah cmisih de ejes de crecimiento, ya que, las carposporas recién 

liberadas no se fijan. 



hpagaci6n "in vitro" y seguimiento mictoscdpico. 
D i d 6 n .  

Estos hechos demuestran un cambio en el patrón de desarrollo de 

las carposporas cuando están en medios líquidos o cuando está el agar ejerciendo 

de sustrato. 

Algunos autores (Evans & Christie 1974, Callow & Evans 1974, 

Pueschel 1979) han recogido que la fijación de las esporas a la placa de Petri 

conlleva la emisión de sustancias mucilaginosas, las cuales permiten la deposición 

y la fijación, propiamente dicha, de las esporas sobre la placa. La fijación per se 

queda consolidada por la emisión de un segundo mucílago (de fijación) y el 

desarrolio posterior de los rizoides (Pueschel 1979, Lobban a &, 1985). 
a 

Prince (1973) encontró que las condiciones artificiales de los medios 
m O 

agarizados podían impedir la formación de este mucilago y, por lo tanto, 
m 

eliminan la posibilidad de fijarse al sustrato. Trabajos posteriores relacionados 6 
o 

con la emisión y fijación de tetrasporas (Pueschel 1979) recogieron que la B - 
a 

emisión de este mucilago "de fijación" tiene lugar a medida que las esporas se 
n 
n 

liberan de la sustancia mucilaginosa que las envuelve durante la emisión de las [ 
O 

mismas. En medios sólidos, la desaparición o disipación de las sustancias 

mucilaginosas parece estar limitada, debido a los propios condicionantes del 

medio. 

En esta línea, tambi6n es posible considerar que las carposporas al 

ser obtenidas de forma diferente (destrucción del explanto frente a liberación 

espontánea) tuvieran distintos grados de maduración. En un experimento paralelo, 

seguimos el mCtodo de liberación espontánea en medios líquidos y se demostró 

que también las esporas, así liberadas espontáneamente, se fijaban al fondo de la 

placa. 

En definitiva, esto es una nueva prueba de que la solidificación del 

medio (característica física del medio de cultivo) afecta al desarrollo de las 



carposporas, de igual manera que, ya se había demostrado para los fragmentos 

de talo de macroalgas de Laurencia sp., Gelidium versicolor, Gracilaria ferox 

y C, vemcosa (Robaina 1988, Robaina a d., 1990a, Robaina a A, 1992). 

Gracias a la enorme ventaja que nos aporta el sistema de 

propagación de carposporas asépticas de & dogmhora y a la importancia del 

tema se realizar& en el futuro, el estudio detallado de este fenómeno. 

III.4.2 CULTIVO Y PROPAGACION HASTA LA OBTENCION DE 

- 
0 m 

En la Figura m.2 se muestra los tiempos y ei materiai de partida E 

necesario para el establecimiento de cultivos stock de talos de & doryphom. En g n 
E 

definitiva de lo que se trata es que partiendo de carposporas asépticas, con los a 

n 
n 

beneficios ya comentados, se propague a medios líquidos donde se obtendrán 
3 

talos de la fase tettasporofitica. Estos talos crecen con aspecto aparentemente 
O 

normal, si los comparamos con los que se encuentra en la Naturaleza, pero con 

la particularidad de que se trata de un material de procedencia controlada (fase 

del ciclo, edad) y mantenida durante largos periodos de tiempo en condiciones 

conocidas en nuestro laboratorio, lo que constituye un material adecuado para 

estudios fisiolbgicos, morfol6gicos, etc.. 



Propagaci6n "in vitro" y seguimiento m i d p i c o .  
Discusi6n. 

a 

= 
m O 

_GratelouiDiai Figura 111.2 Cultivo y desarrollo "in vitro" del alga roja 
- e m 

dory~hom desde la emisión de carposporas y tetrasporas hasta la obtención de C 
talos gametofíticos y tetrasporofíticos. n 

E 
a 

n n 

Los números, a su vez, indican futuras líneas de actuación: 5 
O 

(1) completar el ciclo en el laboratorio, induciendo la emisión de tetrasporas a 

partir de talos tetrasporofíticos cultivados "in vito". 

(2) identificar tanto los talos gametofíticos masculinos como los femeninos y 

permitir la regeneración de talos carposporofíticos independientemente de la 

población natural. 

(3) conocer que factores actúan favoreciendo la emisión de rizoides (fijación en 

la placa Petri en medios líquidos) o inhibiendolos (transferencia a medios 

sólidos). 

Interacciones entre la posible ausencia de la pared celular y las características de 

los medios de cultivo. 





Propagacidn "in vitro" y seguimiento m i d p i c o .  
Discusi6n. 

Es de destacar que las carposporas asépticas pudieron ser 

propagadas hasta la obtención de talos, los cuales crecen en condiciones no 

asépticas. Este cambio no provoca el crecimiento desmesurado de los 

contaminantes en el medio de cultivo, como es habitual en la propagación en el 

laboratorio de macroalgas recolectadas en la naturaleza. Por lo que se aumenta 

la viabilidad del cultivo stock al utilizar carposporas. 

La posible contaminación podría venir dada por el sistema de 

aireación, hecho que nunca hemos observado, o por el medio de cultivo, en cuyo 

caso hay que asegurarse de la esterilidad del mismo para mantener creciendo los 

cultivos durante años. 

La asepsia de las carposporas no s610 ha supuesto un avance en 

cuanto a los aspectos comentados en el apartado anterior, sino también, una 

mejora en el desarrollo de las técnicas para el mantenimiento de algas "in vitro" . 
Estas servirán, a su vez, para la realización de trabajos de 

investigación básica en condiciones controladas, donde se puedan estudiar cuáles 

son los requerimientos necesarios para inducir el desarrollo de las tetrasporas y 

por supuesto completar el ciclo de vida de esta alga roja en el laboratorio (Figura 

111.2). 

La obtención de talos "in vitro" no s610 es aplicable a las 

carposporas y por consiguiente a los talos tetrasporofíticos. En este sentido, 

hemos de decir que con estudios paralelos también hemos obtenido plantas 

gametofíticas, partiendo de explantos fdrtiles los cuales contenían tetrasporas, y 

sobre los que se desarrollaron pequeñas yemas (Foto III.20). Estos explantos 

terminaron decolorando y muriendo aunque sin perjuicio para los talos que sobre 

ellos se desarrollaban. 



La cantidad de tetrasporas germinadas por explanto fue de 4 a 5, 

un número considerablemente inferior al obtenido con carposporas, aunque no 

conocemos si este hecho tiene algo que ver con el medio de cultivo o por el 

tratamiento de esterilización empleado. 

Estos ensayos ampiían ei campo de estudios sobre este miterid, ya 

que, nos permite mantener por separado plantas tetrasporoficas y gametofíticas 

y sobre ellas' estudiar aspectos tales como el número de gametofitos femeninos, 

la fecundación, obtención de talos carposporofiticos. 





Foto m20 Explanto conteniendo tetrasporas cultivado en medio PES sólido. 
ufin 
-"V. 







Propagación "Ui viiro" y seguimiento microscbpico. 
Discusión. 

PES . 

La inexistencia de referencias previas en las que se describa la 

estructura de los pretalos en algas rojas y en particular en & m r y ~ h o m  nos 

impiden realizar un estudio comparativo con datos de otros autores. 

De los aspectos más resaltables de los pretalos, tanto a nivel óptico 

como al electrónico, cabe destacar la existencia de diferentes tipos celulares y 

algunas características celulares que se habian recogido previamente en 

referencias acerca de la carposporogénesis . 
La existencia de los distintos tipos de células (Foto III. 10) indican'an 

la posibilidad de que las mismas puedan desempeñar distintos papeles fisiol6gicos 

con incidencia en el futuro desarrollo del talo. El hecho de que las dlulas más 

internas de estos pretalos lleguen a conformar la capa medular de las yemas que 

emiten los mismos, mientras que, simultáneamente las del exterior conforman una 

capa cortical, así parece indicarlo del pretalo. En el capítulo sobre los efectos del 

glicerol abordaremos las diferencias entre los distintos tipos celulares de los 

pretalos. 

Aunque no son plantas vasculares y por lo tanto no existen tejidos 

diferenciados si hay una organización en el talo que recuerda a la de la hoja de 

la planta vascular, con un tejido en empalizada con células fuertemente 

empaquetadas, que sería la zona cortical y un tejido lagunar que sería la zona 

medular de células multiformes y con amplios espacios intercelulares (Barcelb 

Col1 a &, 1983). 



En cuanto a las características celulares, la ultrastructura de los 

pretalos cultivados en medios PES muestran cierta similitud con la recogida en 

estudios realizados con carposporas procedentes de otras algas rojas. 

El aparato de Golgi consta de las caras Cis y Trans. En las cara Cis 

o de formación se encuentran las vesículas de transicich, mientras que, en ia cara 

Trans o madura se encuentran las vesículas de Golgi y las cored vesicles de la 

estadios de desarrollo tras la liberación de las esporas donde juegan un papel en 

la adhesión de las mismas (Tsekos 1983, 1985). 

Nuestros resultados demuestran que las cored vesicles, que han sido a 
- - 

sdlo descritas en la formación de las esporas (Tsekos 1981), se mantienen en los 
m 
D 

- 
0 

pretalos de 1 mes de edad (Toto iii.l2j. Ei hecno de que se presenten en m 

E 

carposporas que no se fijan indican que no sólo deben participar en la adhesión 
n 

E 

al sustrato. En cualquier caso, las diferencias que promueve el cultivo de a 

n 

carposporas en medios sólidos y líquidos permitirá la investigacidn del papel de 
n 
8 

3 

las cored vesicles en los eventos post-liberación de las carposporas de O 

Sf.doyphom. 

La asociación entre los granos de almidón y los cloroplastos (Fotos 

m. 13) parece ser un hecho habitual que ha sido ya descrito en diferentes especies 

de algas. (Gantt & Counti 1965, Brown & Weier 1970, Kugrens & West 1972, 

Peyriere-Eyboulet 1972, Simon-Bichard-Breaud 1972, Scott & Dixon 1973, 

Konrad-Hawkins 1974, Aliey & Scott 1977, Triemer & Vasconcelos 1977, 

Wetherbee & West 1977). 

Estas asociaciones podrían representar zonas de síntesis y 

degradación del almidón si consideramos que este se sintetiza fuera del 

cioropiasto en aigas rojas y por consiguiente su degr.srGaci6 íi tambiCíi wiiiiirla eii 

el citoplasma. 



Propagaci6n "in vitro" y seguimiento mi~osc6pico. 
Discusibn. 

Características de las yemas (ejes de crecimiento). 

La formación de las yemas es el último suceso en el desarrollo de 

los pretalos. 

En plantas superiores, la formación de yemas es bien conocida, 

mientras que, en plantas inferiores el proceso ha sido descrito en musgos 

(Schnepf 1982) y en el alga parda filamentosa $~haceiaria furci~em (Burns 

A, 1982a,b), caracterizándose en ambas casos por la aparición de una 

protuberancia en la pared celular de la célula apical, la cual origina, a su vez, 2 

células hijas; una de ellas constituirá la primera célula de la yema, mientras que, 

la otra seguirá formando parte del eje principal. 

Sin embargo, no tenemos constancia de bibliografía relacionada con 

la formación de estos ejes de crecimiento en macroalgas del tipo de Ci 

dow~hora. 

Observamos que el inicio de una yema o eje de crecimiento sobre 

un pretalo tiene lugar entre los 15 6 20 días de cultivo del mismo. Durante este 

periodo las diferentes capas celulares convergen hacia el lugar donde se ha 

producido la protuberancia y a lo largo de 2 6 3 meses más se culmina la 

elongación de la yema con la formación de las capas cortical y medula. Esta 

última estará conformada por las células internas del pretalo las cuales han 

sufiido sucesivas elongaciones y bifurcaciones. Las células más internas del 

pretalo parecen ser las responsables del crecimiento y el desarrollo del futuro 

talo. Cualquier alteración en la capacidad de crecimiento del pretalo @.e. la 

adición de una fuente de carbono) debería incidir sobre este tipo de células. En 

la Figura III.3 se muestra cómo podría ocurrir la formación y desarrollo de las 

yemas en pretalos cultivados en medios PES. 



Figura 111.3 Hipótesis sobre la formación de las yemas en Gratelou~ia 

doqmhora. Se ha simplificado el contenido celular y número de dlulas dejando 
uqdefis v e  iri+er+rie;;en en d píí-jsgí-j, 





El inicio de la formación de la yema parece estar favorecido por la 

acumulación de almidón vista histoquímicamente (Foto 111.19). Estos acúmulos 

desaparecen cuando la yema ha quedado constituida. 

La bibliografía recoge ejemplos donde la acumulación de almidón 

lleva aparejada la elongación celular y la emisión de yemas (Thorpe & Murashige 

1970, Ross & Thorpe 1973, Brown &, 1979). Este hecho, recogido en callos 

de tabaco, pede ser cnrrelacimado con nuestras observaciones sobre los pretalos 

de C, doqwhom. 

El problema radica en distinguir cuál sería el papel del almidón, si 

la reserva de carbono y energía necesaria para el crecimiento o tambien, cómo 

se ha sugerido, regulador osmótico del proceso de la elongación celular que 

ocurre durante ia formación de ias yemas, es decir, ei inductor de ias yemas. 

El efecto del almidón será mejor entendido con material cultivado 

en medios conteniendo una fuente de carbono como el glicerol, ya que, ésta 

proporciona carbono y energía lo que haría innecesaria la acumulación del 

primero en la formación de las yemas. 



1 ' .  INFLUENCIA DE LA LUZ EN LA UTILIZACION DEL 

GLICEROL POR Gratelou~iq dory~hora EN CONDICIONES DE 

CULTIVO. 





Papei de la luz 
Introduccidn. 

IV. 1 INTRODUCCION 

La presencia del glicerol y la repercusión que Cste tiene sobre el 

crecimiento ha sido recogida en numerosas ocasiones, destacándose siempre que 

la respuesta del alga a esta fuente de carbono es especifica, sin que, se haya 

presentado ningún caso similar, con otro sustrato orgánico, ni en las mismas 

condiciones experimentales (intensidad de luz, fotoperiodo) ni de concentración 

(Fries 1973, Robaina gt &, 1990b, Lewitus et al., 1991). 

No obstante, y de iguai forma que ocurre con otras fuentes de 

carbono, ha sido descrita la limitación del crecimiento por efecto de las 

interacciones del glicerol y la luz. Este es el caso de Py-enomons salina, que 

cultivada a concentraciones de glicerol muy superiores a las normales, vio 

limitada su crecimiento como resultado de la inhibición de la síntesis de 

carotenoides (Harris & Kirk 1969) y de la fijación del C02 (Hase 1971). 

El conocimiento del metabolismo del glicerol ha quedado relegado 

a los estudios realizados sobre bacterias y plantas superiores. En estos casos, 

parece existir una fosforilación previa del glicerol, usando ATP, para dar lugar 

al glicerofosfato el cual se introduce en el metabolismo de estos organismos. 

El crecimiento heterotrófico a expensas del glicerol ha sido 

demostrado en varias algas, desde la Crypophyta Chroomonm salina (Antia d 

A, 1969) hasta la Chlorophyta Prototheca zo~fii  (Barker 1936) pasando por las 

algas rojas unicelulares donde se han recogido casos de aumento del crecimiento 

por la adición de glicerol en presencia de luz en Goniotrichium (Fries 

1973) y en Pomhvridium cruentum (Cheng & Antia 1970). 

La aplicaci6n de la metodología del cultivo de tejidos a las 

macroalgas tal y como se ha desarrollado para plantas superiores no es del todo 



factible (Polne-Fuller & Gibor 1984, Polne-Fuller a &, 1984, Bradley & 

Cheney 1986, Polne-Fuller A, 1986, Saga I;t A, 1986, Chen 1987, Liu & 

Gordon 1987). La experiencia acumulada en los intentos de inducir y controlar 

el desarrollo celular de las macroalgas ha permitido constatar la ineficacia de los 

reguladores del crecimiento de naturaleza química frente a un fuerte efecto de las 

características físicas y ambientales del medio de cultivo sobre el crecimiento y 

el patrón de desarrollo de las macroalgas (Ramus 1972a, Fries 1980, Saga & 

S& 1Y83, Lee 1Y85, Bradíey & Cheney í986, Poíne-Fuiíer & GYbor 198'7, 

García-Reina a A, 1988). 

La adici6n de una fuente de car2iiono al medio de cultivo ha 

permitido el desarrollo de una metodología para la propagación por cultivo de 

tejidos del alga roja multicelular Gratelou~ia dory~hom en la que el glicerol 

actúa como una fuente de carbono eficaz para el crecimiento y la morfogénesis 

del alga, aumentando la tasa de crecimiento hasta un 400% superior a la normal 

en medios no enriquecidos con fuente de carbono (Robaina a &, 1990a,b). Estos 

efectos están mediatizados por la osmolalidad del medio (concentración de 

glicerol, concentración de agar) y por la presencia-ausencia de luz (Robaina 

1988, Robaina a A, 1990a,b). 

El glicerol además combina el efecto de fuente de carbono con el 

efecto osmótico que induce la morfogénesis. Los valores del índice no de yemas: 

no de explantos en medios conteniendo glicerol son considerablemente superiores 

a los presentados en medios sin esta fuente de carbono (Robaina a &, 1990b). 

Los resultados obtenidos con el cultivo de explantos en medios 

conteniendo glicerol demostraron que esta fuente de carbono no tenía ningún 

efecto sin la presencia de luz (Robaina a &, 1990b). Estos datos coinciden con 

los encontrados posteriormente en Pyrenomonas salina (Lewitus & Caron 

1991a). 



Papei & la luz. 
Introduccibn. 

Los explantos sembrados en rdgimen de oscuridad y de luz 

exhibieron claras diferencias en la respuesta a la fuente de carbono. En 

oscuridad, éstos permanecieron en el mismo estado en el que fueron sembrados, 

mientras que, la respuesta en luz fue el incremento del crecimiento normal en 

estos medios. Los explantos crecidos en glicerol mostraron, a los 25 dias en 

cultivo, un aumento en el peso fresco (400%) y un alto valor del indice 

morfogenético (Robaina 1988, Robaina a A, 1990b) frente a los explantos 

procedentes de PES. 

Otras fuentes de carbono como galactosa, glucosa y manosa no 

promovieron ni el crecimiento ni la morfogénesis (Robaina a A, 1990b). 

No se han encontrado referencias en las que se destaque un efecto 

similar de otra fuente de carbono sobre el crecimiento de las macroalgas. 

Tampoco se han descrito efectos sobre la tasa de propagación de un alga en 

cultivo de tejidos como el demostrado para el glicerol ni se han utilizado medidas 

de crecimiento que permitan la cuantificacidn del fenómeno. 

Otra característica importante del cultivo, tanto en medios sólidos 

como líquidos, es el aspecto de los explantos al cabo de un tiempo. A los 16 días 

de sembrados, el material comienza a depigmentarse sin que se observe la 

emisión de sustancias o la alteración de las propiedades del medio. 

Las caracteristicas del crecimiento de los explantos en medio 

conteniendo glicerol s61o se explican si el glicerol es utilizado como fuente de 

carbono. El glicerol actuaría como una fuente de carbono que permite una alta 

tasa de propagación vegetativa, y además, canaliza el crecimiento hacia un patrón 

morfogenético (Robaina 1988). 

La necesidad de la luz para la observación del efecto morfogendtico 

del glicerol, y otras fuentes de carbono en macroalgas en cultivo, sugieren un 

papel fotomorfogen&.ico de la luz. Este efecto ha sido relacionado con el control 



del metabolismo celular (Lunning 1980) y cuyos efectos se traducen en la 

aparición de estructuras vegetativas mediadas por acción de la cantidad y calidad 

de luz (Dring & Lunning 1985). 

A nivel de flujo de carbono existe la hipótesis de que la luz regula 

la síntesis del floridosido (Macler 1986), tanto durante la fotosíntesis como a 

partir de los polisacáridos de reserva, y que contribuye como elemento central 

al metabolismo de los hidratos de carbono en algas (Red 1985). 

Para caracterizar el papel de la luz en los cultivos de C, boryhora 

nus mesbcii~imi;~ 8 rdve! fisid6gkc ydda'~!vs d =fe&? AV 18 !?Ii§m8 

cuando el alga se encuentra en medios con glicerol. Podría suceder que la 

presencia de glicerol aumentara la fotosíntesis, de ahí su relación con la luz y los 

efectos sobre el alga. 

La bibliografía consultada muestra que no siempre hay una relación 

entre fotosíntesis y crecimiento, ya que, pueden existir plantas con valores 

idénticos de fotosíntesis pero que crecen a diferentes tasas (Walker 1987). Esto 

se explica porque los productos fotosintéticos formados se pueden desviar hacia 

el mantenimiento de las plantas @.e. pigmentos), lo que se contabilizaría como 

una pérdida de peso del material vegetal. 

En el alga parda Laminaria solindunmla, procedente de ambientes 

árticos (Chapman & Lindley 1980, Dunton 1985, Geider & Osbome 1992), las 

reservas de carbohidratos (laminarian) aumentan en verano cuando la luz está aún 

disponible. Sin embargo, el crecimiento se registra en invierno a expensas de los 

mrbohidratos almacenados pro cuando los niveles de luz son bajos. 

Para que una fuente de carbono aumente la capacidad de 

crecimiento debe aportar carbono y energía extra, lo que implica necesariamente 

a la respiración. La tasa de respiración, considerada como toma de oxigeno o 

liberación de COZ, se relaciona directamente con el crecimiento (respiración de 



Papel de la luz. 
Introducci6n. 

crecimiento y respiración de mantenimiento). Esto permitió considerar a la 

respiración como la mejor medida para manifestar el crecimiento. 

Al tiempo, el posible efecto de la luz sobre la respiración del 

glicerol nos introduce en el campo de las interacciones entre luz, fotosíntesis y 

respiración (en luz y oscuridad). 

El objetivo de este trabajo fue conocer hasta qu6 punto la 

respiración del glicerol por el alga roja Grateiou~ia doxyhom estaba modulada 

por la luz. 
a 

Para ello, realizamos medidas de intercambio gaseoso (COZ y 02) :- 
m O 

utilizando medidas de polarimetría y diactivas. 
- O 

m 

Caracterizamos si la luz tenía un efecto fotosintbtico y tratamos de j 
o 

elucidar quC efecto tenían las diferentes calidades de luz sobre la respiración. n 

. E 



- 

IV.2 MATERIAL Y METODOS 

Las medidas de intercambio de oxígeno que pretendíamos realizar 

para cuantificar la respiración del alga requerían una cantidad aproximada en 

peso fresco de 16 g por día de experimentación. Considerando los experimentos 

a realizar, las distintas variables, sus repeticiones y que cada explanto aséptico 

pesa unos 3 mg, necesitariamos de aproximadamente 5500 explantos por 

experimento. 

La alternativa consistió en simular las condiciones de cultivo, a la 

misma temperatura e intensidad de luz; pero con materia! recolectado en la costa 

y tratado adecuadamente, lo que permitió un considerable ahorro de tiempo. 

Para el uso de este material consideramos: 

1.- la necesidad de un cierto periodo de incubación para que el 

glicerol penetre en la célula y sea metabolizado. 

El material cultivado está en permanente contacto con el glicerol y 

la luz. Por el contrario, en la naturaleza, no existen las concentraciones de 

glicerol externas de 0.1-0.3 M que usamos en el cultivo. 

Con la puesta a punto del método espectrofotométrico del MBTH 

(cloruro de metil 2 benzotiazolinona hidrazona) (Johnson A, 1981) se 

determinó la absorción de glicerol, midiendo la retirada del medio. Para ello el 

material (0.18 g de peso fresco de alga) era incubado en un volumen de 1 ml de 

medio conteniendo glicerol, en condiciones de luz (100 pE ma S-') y oscuridad, 

a distintos tiempos y finalmente calculado el porcentaje de desaparición de la 

fuente de carbono. El ensayo fue re-petido 3 veces con 3 réplicas cada una de 

ellas. 

De esta forma comprobamos que la absorción de esta fuente de 

carbono era del 85 al 90% al final de las 2 horas independientemente de que las 

condiciones fueran de luz u oscuridad. 



Papel & la luz. 
Material y métodos. 

De la bibliografía revisada creemos importante reseñar dos puntos: 

a.- la absorción de los diferentes sustratos orgánicos examinados, 

tales como, glucosa y glicerol, se puede realizar tanto en presencia de luz como 

de oscuridad sin que por ello haya alteraciones. 

b.- se pone de manifiesto que es necesaria una fase de adaptación 

previa para alcanzar la máxima absorcibn. 

En microalgas existen casos bien estudiados donde se ponen de 

manifiesto uno o varios tipos de transportadores. Es el caso de Chlamvdomonas 

sp. (Bennet & Hobbie 1972), Chlorella vulgaris y C, fusa (Tmer  a &, 

1 970), Navicula ~aviiiardi (Lewin & Hellebust l976), /inkistrodesmu bmunii 

(Bollman & Robinson 1985) y Oscillatoria rubesceq (Feuillade & Feuillade 

1989) las cuales poseen un sistema de transporte, en contraste por ejemplo con, 

A.braunii y Benedesmus que toman la glucosa espontáneamente (Tamer a &, 

1970). Para otras como Bractaecoccus minor, Sheath & Hellebust (1974) 

demostraron la existencia de 2 sistemas de utilización de la glucosa, uno 

constitutivo, con baja afinidad por el sustrato y otro regulado por la luz, con un 

transporte de alta afinidad. Podemos considerar tambi6n a Pediastrum $u~lex, 

un alga verde de la familia Hydrodiictyaceue capaz de absoróer distintos tipos de 

compuestos orgánicos, como acetato, glucosa y glicerol entre otros. 

En macroalgas marinas, el estudio realizado por Markager & Sand- 

Jensen (1990) sobre Ulva lactua demuestra la importancia del acetato y la 

glucosa como sustratos organices para el crecimiento y mantenimiento de L 
lactuca en oscuridad o a bajas intensidades, sin embargo, no caracterizan el tipo 

de transporte para ambos sustratos. Markager & Sand-Jensen asumen la 

existencia de dos transportadores (Droop 1974), uno por simple difusión y donde 



lactuw es fisiológicamente heterotrófica y otro por un proceso activo 

desconocido. 

Asimismo, el tiempo que mantengan en contacto con la fuente de 

carbono permitirá que la absorción sea más eficaz. Así para Chlamvdomonas 

sp., Bennet & Hobbie (1972) recogieron que la mhxima actividad de absorción 

de la glucosa fue inducida después de 48 horas. También en dlulas de Eudena 

(Nicolas &, 1980) es necesaria una fase de adaptación cuando son transferidas 

a medios conteniendo glucosa. 

Las variaciones en las tasas de absorción obtenidas en microalgas 

no estan afectadas por !as condiciones de !u: y nscutidad No obstanteí la enorme 

diversidad encontrada en las tasas se deben fundamentalmente al tipo de ensayo 

experimental desarrollado. Los cultivos de microalgas son tomados en distintas 

fases del crecimiento (Berman a &, 1977). Además las capacidades de absorción 

pueden ser muy diferentes para un mismo organismo dependiendo de su estado 

nutricional (Law a A, 1976) o de su medio ambiente. 

2 .- la depigmentación del material en cultivo tiene lugar a los 12-1 6 

días. 

Es posible que en las condiciones de cultivo, el alga varie su modo 

de nutrición de autotrófico a heterotrófico, lo que permitiría el uso del glicerol 

tras cierto tiempo (días) en contacto con el mismo. 

Para valorar el status nutritivo de Cratelou~ia doryhom y su 

influencia sobre la capacidad heterotrófica del alga sometimos al material a 
-2 -1 tratamientos con incubaciones en oscuridad, luz (100 pE m s ) y nitrógeno 

(nitrato sódico, 70 mg 1-') y evaluamos la concentración de proteínas, 

ficobiliproteínas y clorofila a, así como, las distintas tasas respiratorias en los 

diferentes tratamientos (Tabla IV. 1). 
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El material recolectado en el día fue llevado al laboratorio y tras los 

protocolos de limpieza, parte era empleado en la determinación de proteínas, 

ficobiliproteínas y clorofila a. Otra parte, destinada a los tratamientos que 

conducían a la determinación de las tasas respiratorias (T& -4 y el material 

restante fue incubado durante 10 días en oscuridad y agua de mar esterilizada, 

con aireación continua y renovado diario del medio. Transcurrida esta etapa, se 

tomó el material para determinar la concentración de proteínas, ficobiliproteínas 

y clorofila a, además de las tasas (Tia di, d. 

La siguiente fase consistió en fraccionar el material e incubarlo 

durante 4 días en 2 tratamientos diferentes: 
2 1 - luz (100 pE m- S- ) y nitrógeno (70 mgr I") 

- luz (100 FE rna2 

Completadas estas incubaciones, se determinaron las nuevas 

concentraciones en proteínas, ficobiliproteínas y clorofila a y las tasas 

respiratorias en los tratamientos de luz y nitr6geno (TL+N) y luz (T3. 



Tabla IV.1 Tasas de consumo de oxigeno en valor absoluto (:r<mo102 n1~~h1a- l  l i l )  en medios SW y SW 90-Gli, asf 

como, concentracióri de ficobiliprotefnas, clorofilas y proteinas de un material s;ometido ai tratamienitos de oscuridad, luz (100 

FE m" S-') y nitrógeno (nitrato s6dico 70 mg 1"). 

Consumo de O2 

SW SW90-gli Ficobiliproteínas Clorofilas Proteínas 

(mg g-'p. f. ('mg g-lp,.f.) (mg g-lp.f.) 

Tratamientos 

!Sin tratamiento 55.42+11 97.72+19 0.210 

:LO días osc, 55.84k9.0 . 71.5423.0 O ,. 065 

:lOd.osc.+4d.luz 62.2926.0 59.2323.0 -m--  

:Lod.osc.+ 

d 4  d.(lux+NaNOi) 52.50k14.0 99.10k16.0 0.094 
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La luz y el nitrógeno pueden simultáneamente limitar el crecimiento 

tanto de macroalgas (Lapointe & Duke 1984) como en microalgas (Rhee & 

Gotham 1981) aunque algunas de ellas tienden a consumir y almacenar nitrógeno 

durante los periodos de alta disponibilidad (Chapman & Craigie 1977, Rosenberg 

& A, 1984, Fujita 1985). 

Ambos controlan directamente las tasas de crecimiento (Goldman 

& Gilbert 1983, Lapointe & Tenore 1981) y por consiguiente el nivel de 

pigmentos (Ramus a A, 1976) que a su vez podría afectar a la capacidad 

fotosintética del alga (Ramus a A, 1976, Lapointe & Tenore 1981). 

La luz estimula la absorción de nitrógeno ejerciendo una acción 
D 

- 

directa sobre la actividad de la nitrato reductasa (NR) (Azuara & Aparicio 1983, 

1985, Maldonado & Aparicio 1987). 
- 
0 

m 

Las deficiencias de otros nutrientes tales como fósforo y azufre 
,, 

contribuyen a acrecentar los efectos manifestados por la falta de nitr6geno cuando i 
2 

interaccionan entre ellos (Konopka & Schnur 198 1, Lewitus 1990). 
d 
n 

5 El efecto más inmediato de la deficiencia de nitrógeno en algas es o 

la disminución de los pigmentos fotosintéticos (ficobiliproteinas y clorofilas) 

(AIlen & Smith 1969, de Loura a A, 1987, Falkowski a A, 1989, Herzig & 

Falkowski 1989, Plumley & Schrnidt 1979, Plumley a A, 1989, Turpin 1991), 

así como, de proteínas (Horrum & Schwartzbach 1980, Konopka & Schnur 198 1, 

Lapointe & Tenore 1981, Macler 1986, 1988, Levy & Gantt 1990, Turpin 1991). 

Se han constatado, también, disminuciones en las concentraciones 

de ficocianinas en respuesta a la reducción de P en las Qanophyceae 

Meris~odemia tenuissima (Konopka & Schnur 1981) o Anacvstis nidulans 

(Stevens a A, 1981, Konopka & Schnur 1981) y en las Cryptophyceae 

Pyrenomonas (Lewitus 1990) o Amenellum auadniDljcatum (Stevens 

a A, 198 1, Lewitus & Caron 1990). 



La deficiencia de nitrógeno no sólo causa disminuciones de las 

ficobiliproteínas, clorofilas y proteínas, sino que, también afecta a otras 

reacciones (Smith a &, 1989, Vanlerberghe a A, 1992). 

Levy & Gantt (1990) con Pomhyridium riumureum (Rhodophyta) 

demostraron la disminución de las tasas respiratorias afectadas por la deficiencia 

de nitrógeno. Estas tasas pudieron ser recuperadas con la adición de nitrato 

potásico (0.01M) y fueron las mismas a 1, 2 y 4 días después de la adición. 

El metabolismo del carbono y la fotosíntesis están íntimamente 

PJ@ g A, 1988). Tnmhidfi g ~ f i  r~fi&!a !a ifikm&fip.g p.fit_t̂  
a 

la asimilación del nitrógeno inorgánico con la fotosíntesis y el metabolismo del - m 
O 

carbono. Además muchas de estas interacciones estan mediatizadas por los - O 

m 

E 

procesos respiratorios. O 

La incorporaci6n de nitrógeno en aminoácidos requiere la vía de la n 

E 

a 

glutamina sintetasa/ glutamato sintasa (GStGOGAT). La consecución de esta vía 
n n 
n 

resulta en la producción de glutamato (Turpin & Harrison 1979, Cullimore & 3 
O 

Sims 1981, Syrett 1981, Zehr & Falkowski 1989, Turpin 1991). La síntesis de 

glutamato requiere el suministro de 2-oxoglutarato. La síntesis de otros 

aminoácidos necesita de distintos intermediarios del ciclo respiratorio. 

El ATP y poder reductor necesarios para la asimilación del nitrato 

son suministrados básicamente por la fotosíntesis. La capacidad para regular la 

producción de ATP y NADPH viene dada por el control ejercido sobre el flujo 

de electrones fotosintktico (Williams & Allen 1987, Turpin & Bruce 1990). No 

obstante también se ha comprobado en Selenastrum minutum que el poder 

reductor obtenido en respiración es utilizado para soportar la reducción de NO', 

a NO':! (Larsson a &, 1985, Turpin & Weger 1989). 
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Determinación & proteínas. 

Se siguió el mCtodo de Lowry (Micro Protein Determination, 

Sigma). La clorofila a fue estimada previamente sobre el mismo extracto, ya que, 

interfería en la medida con las proteínas (Harrison & Thomas 1988). 

Determinación & ficobiliproteínas. 

La extracción de las ficobiliproteínas se realizó en Mo y en luz 

débil manteniendo una relación de 1 g de peso fresco de alga : 10 m1 de tampón 

fosfato 0.3 M (pH 6.8-7.1). Los extractos obtenidos fueron centrifugados a 3000 

g durante 5 minutos y el sobrenadante utilizado en la determinación de las 

ficoeritrinas y las ficocianinas. Las concentraciones en mgr ml'' fueron 

determinadas atendiendo a las ecuaciones de Beer & Eshel(1985). 

La valoración del status nutritivo de & doryphom sirvió para 

comprobar que la capacidad de respirar el glicerol se mantiene únicamente 

cuando las condiciones nutricionales son las adecuadas y a falta de un status 

nutritivo apropiado el glicerol no se respira (Tabla IV. 1). 

Esto indica que (& dory~hora no es heterótrofa ocasional, es decir, 

durante el periodo de cultivo no cambia de modo de nutrición, permitiéndonos 

utilizar, en estos experimentos, material no cultivado. 



IV .2.1 MATERIAL VEGETAL 

Las plantas de Grateiou~ia doq~hor& utilizadas para las medidas 

de intercambio gaseoso, se caracterizaban por poseer una alta pigmentaci6n y un 

bajo grado de epifitismo. En el momento de la recogida no mostraban ningún tipo 

de estructuras reproductoras. 

Una vez trasladadas al laboratorio, se sometían al proceso de 

Empieza ya descrito y se mantenian en agua de mar continuamente aireada, a 
-2 -1 temperatura ambiente y baja intensidad de luz (aproximadamente 10 pE m S ) 

durante tdn e! de experimer&xich 
a 

Debido a que el estado fisiológico de las algas podía variar (Ramus - m 
O 

& Rosenberg 1980, Zupan & West 1990, Matta & Chapman 1991), las - O 

m 

E 

recolecciones y experimentos se programaron de tal forma que la utilizacidn del 

material comenzaba, ya bien, en el mismo día 6 a las 24 horas y no duraba más 
E 

- 

de 5 días. Cuando era imposible realizarlos en una misma jornada se realizaba n 
n 
n 

un ensayo control que permitía normalizar todos los valores obtenidos en los 
3 
O 

distintos días. 

En estas condiciones, las tasas fotosintéticas de Ci dorphom 

podían variar del 80 al 100% entre las recogidas en el primer día y las del sexto 

día. Paralelamente, se comprobó que las tasas de liberación de oxígeno variaban 

incluso en el mismo día. 

Así en las primeras horas de la mañana, los valores de las tasas de 

fotosíntesis recogidas eran de 198.4 f 3 .S pmoles O2 mg  la-' h-' , mientras que, 

con una diferencia de 7 horas, la disminución era cerca del 40% (79.36I1.9 

pmoles O2 mgc1a-l e'). Estos valores se obtuvieron como la media de 20 

experimentos. 
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IV.2.2 MEDIDAS DE INTERCAMBIO DE OXIGENO. 

Los m6todos más usuales para medir las concentraciones de oxígeno 

disuelto son los de Winkler y los polarográficos (electrodos de oxígeno). 

El método de Winkler necesita de prolongadas incubaciones para su 

resolución, lo que conlleva tanto problemas de saturación de oxígeno como de 

contaminación bacteriana (Arnold & Littler 1985). Esta última cuestión se ve 

agravada por el hecho de que nuestros ensayos debieron ser llevados a cabo en 

medios conteniendo glicerol. 

Los electrodos de oxígeno, por el contrario, tienen la ventaja de 

suministrar lecturas continuas e instantáneas (Langdon 1984). Además el 

desarrollo reciente de los microelectrodos (Revsbech 1983, Revsbech & Ward 

1983) ha permitido un incremento en su precisión. Estos se utilizan en cultivos, 

tanto de microalgas como de talos de macroalgas, los cuales tienen una elevada 

biomasa en relación al volumen del medio. 

Actualmente, los electrodos se caracterizan por tener una membrana 

protectora que los separa del medio de incubación (Hitchman 1978, Grasshoff 

1981). Este tipo de electrodos, conocidos como "tipo Clark", fueron diseñados 

con el propósito de soslayar los problemas asociados con la calibración del 

aparato y con la contaminación de las muestras por efecto de la propia corrosión 

que puedan padecer. 

El electrodo de oxígeno Orion modelo 97-08 se incluye dentro de 

este tipo Clark de electrodos cubiertos. Está constituido por un par de electrodos 

y un electrolito, conteniendo iones cloruro, separados de la muestra por la 

membrana permeable. El oxígeno difunde a travbs de la membrana y es reducido 

en el cátodo a iones hidroxilo. Los electrones requeridos para este proceso son 

suministrados por la reacción que ocurre en el Anodo. La comente producida por 



la reducción del oxígeno es transformada a un voltaje y recogida sobre un pH 

metro marca Cnson modelo 506 cuya señal muestra la lectura en mg 1-' de 

oxígeno existente. 

La calibración de los electrodos precisa de 2 puntos de referencia: 

una solución libre de oxígeno (0.00) y otra de agua saturada de oxígeno (100%) 

(Hitchman 1978). 

Así para una presión de 1 atmósfera, salinidad de 35% y 

temperatura de 19 "C se ajustó a un vaíor absoíuto de 8.0 mg í-' segun ei 

Handbook of Chemistry and Physics (Weast 1981). 

Pnm -- lac m ~ A i d n c  -m------ A_- &~predimientn de ~ x í z e n n ~  In medios 
a 

incubación fueron burbujeados con N2 con el fin de reducir los niveles de - m 
O 

oxígeno de 8.0 a 1.0 mg l", evitando así, la formación de buróujas que se - O 

m 

E 

produce con niveles de oxígeno cerca de la saturación (Lapointe a &, 1984, 

Brechignac & André 1984, Walker 1987). 
E 

a 

n n 

n 

Previo al registro de las medidas de intercambio de oxígeno, se 
3 
O 

realizaron experimentos para determinar el volumen del medio de incubación y 

el peso del alga que debían ser colocados en los recipientes donde se tomaban las 

medidas de la cantidad de oxígeno disuelto (Dawes 1981). 

El electrodo Orion y sus accesorios están diseñados para un 

volumen máximo de 300 rnl. Sin embargo, debido a la enorme cantidad de 

biomasa que esto suponía, se hizo necesario reducir este volumen final. 

A lo largo de 90 experiencias, intentamos ajustar la relación de peso 

del alga a un volumen de incubación menor, encontrándose buenas medidas con 

1.6-2.0 g de peso fresco de alga en un volumen de 70 rnl. 

Para la ejecución de las medidas, el alga debió ser troceada y los 

medios agitados correctamente (Littler & Arnold 1979). Esto permitió evitar los 

posibles problemas de autosombreado y de gradientes de difusión. 
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Todos los ensayos fueron realizados a una temperatura de 19 "C 

controlada gracias al flujo de agua establecido entre el baño y el criostato. La 

intensidad de luz fue de 100 pE m" S'' suministrada por una lámpara haldgena 

(Unomat LX 650 GS MP) y ajustada en el interior del baño con un Licor 

Quantum meter 1800 u. w. 

Todos los experimentos fueron realizados incubando previamente 

el material vegetal en medios conteniendo glicerol (SW 90-gli) y en agua de mar 

(SW) respectivamente durante 2 horas. 

Consideramos que la absorción de la fuente de carbono requiere de 
D 

- 

un cierto tiempo, ya que, el alga no es capaz de tomar el glicerol de forma 

inmediata. Tambien nos cuestionamos, si durante este periodo, los niveles de 

oxígeno existentes podían verse alterados por el desarrollo de algún tipo de 
E contaminación en los medios. a 

Con esta finalidad, se realizaron controles consistentes en tomar una . i 
5 cantidad aproximada de 5 g de peso fresco de alga en un volumen de 70 m1 de o 

medio, con y sin glicerol respectivamente, y sometidos a un baño de ultrasonidos 

durante 1.5 minutos (3 veces) sin realizar cambios. El ultrasonido permitía el 

desprendimiento de bacterias y hongos, así como, fragmentos de otras algas que 

se encontraban adosadas al talo. Transcurrido el baño, las algas se extraían con 

ayuda de unas pinzas quedando este "medio" dispuesto para la medida. 

Los valores de fotosíntesis y respiración recogidos en estos 

"medios" no superaron, en ninguna de las ocasiones, el 1 % de las tasas 

normales. 

La presencia del glicerol, como un agente osmótico, supuso ajustar 

la osmolalidad del SW 90-gli a la que posee el agua de mar (1 Os kg-'). La 



disminución de la osmolalidad del agua de mar por la adición de agua destilada, 

implica a su vez, una dilución de la salinidad presente (Robaina A, 1990a). 

En este rango de fluctuación (35-30 %), las tasas fotosintéticas no se vieron 

afectadas. 

La medidas de intercambio de oxígeno se vieron afectadas por la 

adición de fuentes de carbono, ya que, una concentración de 0.3 M de glicerol 

daba lugar a una serie de registros anómalos. 

Esta cuestión h e  subsanada ai usar una concentración de g'iiceroi 

inferior para la incubación y la medida (0.15 M) 6 midiendo en ausencia de la 

fiiente de ca-r?mnn despu6s de la incubación del alga en glicerol. En este caso. las 
a 

tasas fotosintéticas fueron de 200.0f 2.0 y 198.4f3.5 pmoles 4 mg  la-' Y', 
= 
m 
D 

mientras que, las respiratorias alcanzaron valores de 147.66 f 1.3 y 15 1.0f 2.0 
- e 
m 

pmoles O2 mg  la-1 Y' respectivamente. E 

O 

o 
Con estos resultados, interpretamos que ambas condiciones son n 

E 

a 

igualmente válidas para distinguir el efecto específico del glicerol y la luz sobre 
n 
n 

la fotosíntesis y la respiraci6n de & d o r p h o ~ .  
3 
O 

IV.2.3 MEDIDAS DE INTERCAMBIO DE C02 .TASAS DE FUACION 

Y RESPIRACION DEL GLICEROL. 

Los isótopos radiactivos utilizados fueron los del H'~CO, para la 

fijación del C02 y el glicerol marcado para la liberación del COZ. 

Las tasas fotosintéticas, medidas por liberación de oxígeno, en 

medios SW 90-gli fueron siempre muy inferiores a las presentadas en SW. 

La medida del C02 fijado, mediante experimentos con bicarbonato 

radiactivo, trató de elucidar si la tasa de fijación en medios SW90-gli estaba 
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limitada o era debida simplemente a que la respiración en estos medios era 

elevada. 

Las tasas de fijaci6n fueron evaluadas en condiciones de luz, 

oscuridad y en la transición de luz a oscuridad. 

Para su determinación, 1 g de alga fue incubada, bien a 100 pE mm" 

S-' o bien en oscuridad, en 20 m .  durante 2 horas a 19 "C en medios 

conteniendo glicerol para permitir la absorción de la fuente de carbono. 

Transcurrida esta etapa, el material fue trasladado a viales de cristal 

conteniendo 20 m1 de medio sin glicerol (SW) para las medidas de las tasas de 

fijación. La razón fundamental de este cambio fue la dificultad para conocer 
D 

cómo difunde el 14c02 en los medios SW 90-gli. Esta decisión fue tomada 
- 

apoyándonos en los resultados obtenidos con las técnicas de polarimetría las 

cuales nos indicaron que no existía ningún tipo de variación en las medidas si 
n 

incubamos en SW90-gli y medimos en SW. - a E 
2 

La muestra incubada en 20 mi de agua de mar, a la misma 

temperatura y condiciones de luz u oscuridad ya descritas, fue puesta en contacto 

con el marcador radiactivo, 1.15 jKi ( l 4 c - ~ a I 4 ~ 0 >  42.6 mCi mmol", NEN 

England) durante 20 minutos. 

Al final de esta incubación se determinó el 14c inorgánico fijado en 

la fmcción orghnica. La liberacidn del H ' ~ C O ~  restante se realizó acidificando la 

muestra con HC15N (Schindler a A, 1972). 

El material vegetal debió ser previamente extraído antes de la 

realización del contaje (Beer a &, 1982, Lewis a &, 1982, Filbin & Hough, 

1984). Para ello, se procedi6 a la extracción del 14c02 fijado introduciendo el 

alga en 10 mi de dimetil sulfóxido (DMSO) durante 15 minutos. 

Finalmente, se tomaron 3 réplicas de 0.5 m1 de cada extracto 

radiactivo en DMSO y se mezcló con 4 m1 de líquido de centelleo (f6rmula 989, 



NEN, Inglaterra). Las dpm's fueron registradas por un contador de centelleo 

marca Pharmacia Wallac 1410. 

Los ensayos control fueron realizados con material incubado en 

agua de mar (SW) bajo las mismas condiciones experimentales. 

El empleo de glicerol marcado permitió comprobar si existía 

liberación de 14c02 y con ello verificar que el consumo de oxígeno registrado 

por el metodo polarogrAfico era debido a la respiración del glicerol. 

El material vegetal (100 mg de peso fresco) utilizado para esta 

comprobacicín he prekn~ente inreb& en medies Sw N!-& Auriinte 2 he,.- el? 
a 

un volumen de 2 m1 en condiciones de luz (100 pE m" P') u oscuridad y a una 
= O m 

temperatura de 19 "C. El objetivo fue el mismo que en el caso anterior, es decir, - e m 

E 

permitir que la fuente de carbono penetrara en el alga. O 

g 

Finalizada esta fase previa, la muestra se trasladó a viales de cristal, 
n 

E 

a 

en las condiciones experimentales ya descritas, y se mantuvo durante 60 minutos n n 

en un medio de SW conteniendo 1 pCi (61 pM) de glicerol marcado ("c (u)- = O 

glycerol, 8.2 mCi mmol", NEN, Inglaterra). 

El trapping 6 recogida del 14c02 liberado por la respiraci6n del 

glicerol se realizó impulsando el aire desde el vial de incubación hacia otro 

adyacente el cual contenía el Solvable (solución de trapping, marca registrada, 

NEN, Inglaterra). Se añadió 4 m1 de líquido de centelleo (fórmula 989, NEN, 

England) y se registraron las desintegraciones en un contador marca Pharmacia 

Wallac 1410. 

Los ensayos control fueron d i d o s  -iguie_nclo d mismo 

procedimiento descrito, pero en ausencia de material algal. En su lugar se utilizó 

los fragmentos de otras algas adosadas al talo del alga en estudio, así como, las 

bacterias y los hongos desprendidos tras un baño de ultrasonidos a la que fue 

sometido & dory~hora. 
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IV.2.4 INTERCAMBIO GASEOSO EN. LUZ. 

Las tasas fotosintéticas, medidas como desprendimiento de oxígeno, 

de Gratelou~ia d o ~ h o m  fueron estimadas tanto en agua de mar (SW, ensayo 

control) como en medios conteniendo glicerol (SW 90-gli) a las intensidades de 

luz de 100, 250, 350, 600 y 700 FE rnJ S-'. 

El material, que estuvo previamente en contacto durante 2 horas, 

en sus medios respectivos, y a una intensidad de luz de 100 pE m" S", fue 

incubado durante 5 minutos en cada intensidad de luz. 

Las tasas de desprendimiento de O2 se obtuvieron durante 20 

minutos en condiciones lineales. La pendiente resultante da una medida de la 

máxima eficiencia fotosintética (Walker 1987). 

Todos los experimentos realizados en presencia del glicerol, 

mostraron que las tasas fotosintéticas siempre fueron inferiores a las presentadas 

en SW. Las medidas del C02 fijado, mediante experimentos con bicarbonato 

radiactivo, nos permitió valorar estos resultados de liberación de oxígeno 

obtenidos con la polarimetría. 

Para determinar las tasas de fijación, muestras triplicadas de 1 g de 

material fresco, cada una de ellas, fueron incubadas según se describe en el 

apartado N.2.3 

El tratamiento empleado fue de: 

- incubacidn en luz a 100 pE m-2 S-' y medida de la tasa de fijaci6n 

a la misma intensidad (iuz-luz). 



La liberación del C02 marcado sirvió para verificar que el consumo 

de oxígeno obtenido a travds del método polarográfico era la respiración del 

glicerol. 

Las muestras (100 mg x 3 rdplicas) fueron tratadas atendiendo a lo 

descrito en IV.2.3 pero considerando que las muestras fueron preincubadas en luz 

durante 2 horas y la liberación de C02 medida también en luz, durante 60 

minutos (luz-luz), bajo las condiciones de intensidad de luz y temperatura 

descritas. 

IV.2.5 INTERCAMBIO GASEOSO EN OSCURIDAD 

Con el objeto de comprobar qud efecto tenían las incubaciones 

previas en luz sobre el consumo de oxígeno (respiración), las tasas respiratorias 

de G dorphora fueron medidas en diferentes condiciones experimentales. 

Aproximadamente 7 g de peso fresco (1.6 g x 4 réplicas) fueron 

troceados e incubados a distintos tiempos (0, 40, 120 minutos) en glicerol (0.15 
-2 1 M) y en tratamientos de luz (0, 100, 700 pE m S- ). 

Los correspondientes valores de respiración se tomaron a lo largo 

de 20 minutos en condiciones de linealidad. 

Otro experimento fue realizado para evaluar durante cuánto tiempo 

la luz ejercia su influencia sobre el consumo de oxígeno (respiración) en el 

periodo de oscuridad subsiguiente. 

En consecuencia, se obtuvieron las tasas de consumo de oxígeno en 

oscuridad a los 0, 8, 12 y 16 minutos de haber cesado el tratamiento con la 

iluminación (100 pE mm" S-'). El material había sido incubado previamente 120 

minutos en luz y glicerol. 



Papei de la luz. 
Material y métodos. 

Los registros finales en cada tiempo se realizaron durante 10 

minutos con el objetivo de mantener las condiciones de linealidad durante todo 

el ensayo. 

Todos estos experimentos se realizaron utilizando como control el 

material vegetal mantenido en agua de mar. 

Para conocer si el efecto de la incubación previa en luz sobre el 

consumo de oxígeno (respiración) era de tipo fotosintético, el material fue 

preincubado durante 120 minutos en una concentración de lo-' M de 3-(3,4- 

diclorofenil) 1,l dimetil urea @CMU) (Sigma) este fue preparado diariamente 
D 

- 

a partir de una solución concentrada de 0.01 M. El DCMU está descrito como i 

un inhibidor que bloquea el transporte de electrones desde el fotosistema 11 (PSII) a 
al  fotosistema 1 (PSI) (Brechignac & Furbank 1987, Francko 1989). 

O 

Asimismo, para saber si el consumo de oxígeno se debía a la 

respiración mitocondrial o a cualquier otro proceso metabólico que supusiera 

también reducción de los niveles de oxígeno (fotomspiración, reacción de 

Mehler) (Brechignac & Furbank 1987, Weger a a, 1989), el material fue 

preincubado en cianuro potásico (KCN 1mM) (Sigma) y ácido salicilhidroxámico 

(SHAM 25mM) (Sigma) . 
Las soluciones de KCN y SHAM fueron preparadas a partir de 

soluciones concentradas de 1.4 y 1.2 M respectivamente y añadidos antes de 

comenzar a medir las tasas de consumo de oxígeno. Estos compuestos han sido 

descritos como inhibidores de la cadena transportadora de electrones mitocondrial 

(Brechignac & Furbank 1987). 



Las tasas de respiración en oscuridad fueron obtenidas a partir de 

material preincubado con glicerol y sin t l  y en presencial ausencia de los 

inhibidores . 

Las medidas de las tasas de fijación siguieron idéntica metodología 

a la descrita en el apartado IV.2.3. No obstante, los tratamientos empleados 

fueron: 

- preincubación durante 2 horas a 100 FE m" S-' y medida de la 

capacidad de fijación del material incubado en oscuridad durante 20 minutos (luz- 

a 

- preincubación en oscuridad durante 2 horas y medida de la tasa - m 
n 

de fijación que ha tenido lugar en oscuridad durante 20 minutos (oscuridad- - 
- 
0 

m 

oscuridad). 
g 
n 

E 

a 

La metodología empleada para verificar la respiración del glicerol 
n n 
n 

ha sido descrita anteriormente en el apartado IV.2.3. El tratamiento especifico 
3 O 

utilizado en este caso fue la preincubación del material alga1 en oscuridad durante 

2 horas y la medida de la liberación del C02 durante 60 minutos, también en 

oscuridad (oscuridad-oscuridad) . 

IV.2.6 SEGUIMIENTO DEL 14c-co2 FIJADO. 

La respiraci6n del glicerol aDodría definir rutas metabólictis @*e- 

anapleróticas) donde sería posible fijar Coz. 

Para ahondar en este aspecto, el destino final del C02  radiactivo 

fijado fue seguido, atendiendo a los siguientes tratamientos de a) luz-luz, b) luz- 

oscundad y c) oscuridad-oscuridad 



Papel de la luz. 
Material y métodos. 

La fracción soluble fue extraída con DMSO y separada en: 

* fracción catiónica 6 la eluída con 3N de m 0 H  en una columna 

de intercambio catiónico (Dowex 50 W X8, 200-400 mesh, H-form). 

* fracción aniónica 6 la eluída con 3N de &cid0 fórmico en una 

columna de intercambio aniónico (Dowex 1 -X8, 200-400 mesh, C1-form) . 
* fracción neutra o de no intercambio. 

Las columnas de intercambio se prepararon atendiendo a las 

recomendaciones del fabricante. 

IV.2.7 EFECTO DE LA CALIDAD DE LUZ SOBRE LA 

RESPIñACION EN OSCURIDAD. 

Los ensayos realizados con la adición de DCMU no mostraron 

ninguna reducción de la respiración. Todas las experiencias dejaron patente que 

no existía una dependencia clara entre la respiración del glicerol y la fotosfntesis 

en el periodo de luz precedente. 

Nos planteamos si el efecto de la luz podría estar relacionado con 

la calidad de luz. Con tal fin, se midieron las tasas respiratorias del material 

preincubado en glicerol y a distintas calidades de luz. 

Las algas fueron mantenidas durante todo un dfa en oscuridad para 

asegurar que todos los fotorreceptores estuvieran disponibles. 

Los ensayos se realizaron con luz azul y roja (17.6 pE m-2 S-') y 

luz blanca (100 FE m-2 S-l) como control. 

La luz azul (máximo 450 nm) se obtuvo con fluorescentes 

Mazdafluor TF 36/18 y dos filtros tipo Plexi62 de 3 mm, mientras que, la luz 



roja (máximo 640 nm) fue obtenida con fluorescentes Mazdafluor TF 36/15 y un 

filtro rojo tipo Plexi52 también de 3 mm. Los fluorescentes blancos tipo luz día 

fueron de S ylvania grolux de amplio espectro (1 0 % de azul y 10 % de roja, según 

nota del fabricante). 

Asumiendo pues, que la luz blanca contenía el 10% de luz azul y 

roja respectivamente, las dosis @E m'2) y el tiempo de incubación se recogieron 

en la siguiente tabla: 

(PE m-2) (rnin.) (PE m-2) (rnin.) 

180.000 30 18.000 17 

También se hicieron controles para evaluar la respiración del 

glicerol a tiempo inicial (b), cuando el material no habia sufiido ningun tipo de 

tratamiento, y a tiempo final (2 h)(tz) que correspondia al final del periodo en 

oscuridad. 

Efect~ de1 nitrógeno. 

Existen numerosas referencias que señalan la relación existente entre 

el efecto de la calidad de luz y las reservas de carbohidratos y proteínas. Así por 

ejemplo, bajo la presencia de la luz azul, las reservas de carbohidratos 

disminuyen, resultando en un aumento concomitante de la respiración en 

oscuridad (Kowallik & Schatzle 1980). 



Papel de la luz. 
M a W  y metodos. 

Las causas sobre el modo de acción de la luz azul no se conocen 

completamente. Se ha constatado que una disminución de los niveles de ATP 

acelera la degradación de carbohidratos, mientras que, aparece un incremento en 

sustancias nitrogenadas (Kowallik 1982). Además, la asimilación de nitratos y su 

posterior conversión a nitritos se ve activada por la presencia de la luz azul 

(Kowallik 1982 y referencias contenidas, Aparicio & Quiñones 199 1). 

Para conocer qué efecto tenía la adición de nitrógeno cuando se 

preincubaba bajo el espectro puro de luz roja o azul, el material fue tratado con 

las dosis de 18.000 y 54.000 pE m" pero añadiendo nitrato sódico ('70 mgr 1-') , 
D 

- 

en los medios de incubación (SW 90-gli y SW). 
- 
m O 

- 
0 

m 

O 

n 

IV.2.8 EXPRESION DE TASAS Y ESTADISTICA. E 
a 

2 

d 
n 

5 Las tasas fotosintéticas y respiratorias fueron normalizadas a valores o 

de clorofila a, como un indice de la cantidad de biomasa presente, tal y como 

sugiere Ramus (1981), Walker (1987) y Zupan & West (1990). Las tasas 

quedaron expresadas en pmoles O2 mg CY' h.'. 

La extracción de clorofila a se realiz6 con acetona al 90% y un peso 

aproximado de alga fresca entre 1.6-2.0 g. La maceración se realizó en frío con 

un homogenizador marca Politrón modelo .m 3000 y en una habitación con luz 

tenue. Los extractos fueron centrifugados a 1.500 g durante 5 minutos y el 

sobrenadante utilizado en la determinación de la clorofila. 

La concentración de clorofila fue determinada usando las ecuaciones 

de Jeffrey & Humphrey (1975). 



El valor de concentración de clorofila a por gramo de peso fresco, 

obtenido para un material pigmentado y calculado como la media de 90 

repeticiones, fue de 0.078 f 0.002 mg. Estos valores están de acuerdo con los 

estimados por Walker (1987) y Levy & Gantt (1988). 

La tasa de fijación del C02 expresada en mg C mg  la" h" se 

calculó mediante la expresión: 

donde: 

* Dpm en la fracción soluble son las Dpm tomadas por el material 

en luz u oscuridad respectivamente. 

* DIC son los mg C existente en el agua de mar. Calculado sobre 

un volumen de 20 m1 de agua de mar, el DIC fue de 1.86 mM. El carbono 

in6rganico fue determinado atendiendo a la técnica de valoración por volumetría. 

* 1 .O5 es el factor de corrección entre la capacidad de difusión del 

14c frente al 12c. 

* Dpm totales son las Dpm's añadidas al vial de incubación (1pCi 

= 2.22 x lo6 dpm). 

* t es el tiempo de incubación, expresado en horas de incubación. 

Todos los ensayos fueron tepetidos de 3 a 4 veces, con 3 6 4 

rkplicas cada uno de ellos, salvo en algunos casos excepcionales donde se 

realizaron 4 6 5 repeticiones con una réplica cada vez. 



Papel de la luz 
Material y mdtodos. 

Tanto las tasas respiratorias como las fotosintéticas se expresaron 

como la media de sus repeticiones o en algunos casos como la más significativa 

del experimento. 

El análisis de la linealidad, así como, el cálculo de las diferentes 

pendientes fueron realizados con los programas estadísticos Epistat y Curfítt. El 

diseño de gráficos fue desarrollado con SigmaPlot (Sigma Co.). La comparación 

de las diversas tasas de fijación se realizó con el Test de Student (t-Student), 

evaluadas con el SigmaPlot. 



IV.3 RESULTADOS 

IV.3.1 EXPERIMENTOS DE INTERCAMBIO GASEOSO EN LUZ. 

La, Tabla IV.2 muestra las tasas de liberación de oxígeno de 

material incubado a distintas intensidades de luz en medios conteniendo glicerol 

(SW 90-gli) y agua de mar (SW, ensayo control). En ambos casos, la saturación 

fotosintética se encuentra entre los 250 y 350 pE m" S-' y la fotoinhibici6n sobre 

los 600 pE m-2 S-l. No obstante, los valores de las tasas fotosinteticas, medidas 

E 

Las tasas de fijación de C02, marcadas con bicarbonato radiactivo O 

g 

(Tabla IV.3), son significativamente superiores @ < 0 .OS), en los tratamientos de 
n 

E 

a 

luz-luz, entre los valores recogidos en SW 90-gli (12.20 I 1.15 mg C mg  la-' n n 

h") y SW (8.21 f 0.90 mgC mgcla-l h.'). 
3 O 



PapeJ de la luz. 
Resultados. 

Tabla IV.2 Tasas de desprendimiento de oxígeno (pmo102 rngcla*l h") de 

material incubado en medios SW 90-gli y SW a distintas intensidades de luz (100, 
2 1 250, 350, 600 y 700 FE m' S' ). Para todos los tratamientos, el material fue 

previamente sometido a una incubación en sus medios respectivos durante 2 horas 

a 100 pE m-2 S-l. 

Los datos se calculan como la media de tres repeticiones, x f SD. 

PFD Photon Flux Density, Densidad del flujo de fotones. 

PFD 



Tabia W.3 Tasas de fijación de COZ radiactivo ( 1 4 c ~ á H ~ 0 3  42.6m~immol-'; 

mgC mg~la-'  h-l) recogidas en los distintos tratamientos de luz y oscuridad a los 

que fue sometido material incubado en SW y SW 90-gli. La intensidad de luz fue 
2 1 de 100 pE m' S' . 

Los datos se calculan como la media de 3 repeticiones,xf SD. 

TRATAMIENTOS SW SW 90-gli 

Luz-Luz 8.21 + 0.90 12.2011.15 

Luz-Oscuridad 0.44 f 0.05 0.4520.08 

Oscuridad-Oscuridad 1.21 f 0.08 0.87k0.07 



Papel &laluz. 
Resultados. 

Los ensayos realizados demostraron que el glicerol se absorbe y se 

respira en cualquiera de los tratamientos previos de luz y oscuridad. Las dpm's 

obtenidas, en presencia de C, doxyhom, fueron mayores que las encontradas 

en las muestras sin alga (Respiración bacteriana). Asf se recogió 12.000 f 3.600 

dpm fiente a las 3.000 f 900 dpm de las muestras sin el alga. 

Estos valores fueron del mismo orden tanto si la liberación de C02 

tiene lugar en luz o en oscuridad. 

IV.3.3 EXPERIMENTOS DE INTERCAMBIO GASEOSO EN 

OSCURIDAD. 

La Tabla IV.4 muestra las tasas de consumo de oxígeno de 

Gratelou~ia dorynhora según los tratamientos previos de incubación en 

oscuridad, luz (100 y 700 pE m'* s'l) y presencia o ausencia de glicerol. 

Las tasas respiratorias aumentan por la incubación previa en glicerol 

durante 2 horas en ausencia de luz (1 l9.4f 10.0 pmoles O2 mgc1a-' Y'). Estas 

tasas también incrementan por el tratamiento previo en luz sin glicerol 

(100.07 I20.0 pmoles O2 rngc1a1 h"). 

Los valores más altos de tasas de consumo de oxígeno se 
-2 -1 presentaron cuando las muestras fueron preincubadas en luz (100 pE m s ) y 

glicerol simultáneamente (1 47.66 1 9  .O pmoles O2 rngcla-l h") , siendo aún mayor 

cuánto más alta sea la intensidad (700 pE mm" s'l) (176.96I9.0 pmoles O2 
1 -1 mgCla' h ). 



Tabla N.4 Tasas de consumo de oxígeno (pmo102 mgcla-' Y') de material 

preincubado durante 120 minutos en glicerol (0.15 M) o sin él  y en luz (O 

(control), 100, 700 pE m" S-'). 

Los datos se calculan como la media de 3 repeticiones, xf SD. 

Luz 700 Luz 100 Control 

(oscuridad) 

- 
0 

m 

E 

O 

n 

Las tasas de consumo de oxígeno obtenidas a los tiempos de 0, 8, E 

- 

12 y 16 minutos despues del pretratamiento en luz (2 horas a 100 pE m" S-') 
n n n 

mostraron una activación en medios SW por la incubación previa en luz, mientras 3 O 

que, en SW 90-gli no hubo tal activación (Figura IV.l), sino que, el consumo de 

oxígeno precedente ya era elevado. 

En medios conteniendo glicerol, las tasas respiratorias se 

mantuvieron durante aproximadamente 8 minutos, tendiendo a disminuir a medida 

que el efecto de la luz decrecía hasta valores cercanos a las tasas obtenidas en 

SW. 



O 4 8 12 16 

tiempo en oscuridad (min) 

Figura lV.l Tasas de consumo de O2 en valores absolutos 0<mo102mgChla- 

2 1 ' h") de material preincubado durante 120 minutos a 100 pEmm S- en SW 

90 -gli y SW a distintos tiempos (0, 8, 12 y 16 min.) despues del cese de 

la iluminación. 



La adición de DCMU, durante el periodo de preincubación, no 

afectó a las tasas respiratorias, mostrando los mismos valores de consumo de 

oxígeno, tanto en medios SW como en SW 90-gli, en ausencia de los inhibidores 

(Tabla IV S). 

Sin embargo, la adición de inhibidores de la respiración 

mitocondrial, KCN y SHAM, redujo drásticamente el consumo de oxi'geno 

dejando una tasa remanente de 18.46 f 5.5 pmoles 4 mgcla" K' en medios 

conteniendo glicerol. Esta tasa la consideramos mínima frente a la de 97.86 f 

1.0 pmoles 4 mg Cla-' h'l que se presentaba en condiciones normales (Tabla 

nr.5). 



Papei de la luz. 
Resultados. 

Tabia IV.5 Tasas de consumo de oxígeno en valor absoluto (pmo102 mgc1a'l 

h-') de muestras preincubadas en SW 90-gli y SW a 100 FE m" S" durante 2 

horas en presencialausencia de inhibidores de la cadena transportadora 

fotosintética (DCMU) y mitocondrial (KCN + SHAM) . Las tasas se calculan como 

la media de 3 repeticiones, xISD. 

KCN 1mM; SHAM 25 mM; DCMU 1 0 " ~ .  

Tratamientos previos 

+KCN Sin a 
= 

+SHAM +DCMU Inhibidores f 
- 
0 m 



IV.3.3 SEGUIMIENTO DEL 14c-co2 FIJADO. 

La Figura IV.2 muestra los porcentajes de acumulación de 14c-co2 
en las fracciones catiónica (arninoácidos), aniónica (Acidos orgánicos, ésteres- 

fosfato) y neutra en material incubado en SW y SW 90-gli respectivamente. 

* En los tratamientos de luz-luz, la fracción catiónica y la fracción 

neutra presentan ligeras variaciones de C02 fijado tanto si se trata de SW como 

de S-W YO-gíi. 

Sin embargo, se muestra un mayor porcentaje de acumulación, en 

medios conteniendo glicerol, sobre la ftsccilSn arni6nicri; 
a 

* En los tratamientos de luz-oscuridad, se manifiestan los mayores 
= m 
O 

contrastes entre ambos medios. Las fracciones catiónica y aniónica son - e 
m 

E 

significativamente diferentes entre ellas, mientras que, la hcción neutra es igual O 

para ambos. n 

E 

a 

* Finalmente, en las transiciones de oscuridad-oscuridad, los 
n n 

porcentajes de fijación, en todas las fracciones y medios, son muy parecidos. 3 
O 



L-L 

cat. fn. ani. 

cat. fn. ani. 

cat.  fn. ani. a - 

Figura IV.2 Tasas de fijación de COzradiactivo (% dpm) en las fracciones 

catiónica (cat.), neutra (fn.) y aniónica (ani.) de material incubado en SW 

y SW 90-gli, despues de 20 minutos en presencia del marcador (1.15 

p ~ 1 4 ~  HCO3 en los distintos tratamientos de luz (L-L), oscuridad (0-0) 

y transición de luz a oscuridad (LO). 

Los datos se calculan como la media de 3 repeticiones, x f SD. 



IV.3.4 EFECTO DE LA CALIDAD DE LUZ SOBRE LA 

RESPIRACION EN OSCURIDAD. INFLUENCLA DEL NITROGENO. 

La Figura lV.3 muestra las tasas respiratorias de talos que han sido 

previamente incubados en SW 90-gli e irradiados con luz azul y roja a diferentes 

dosis y con o sin nitrógeno (NaN03, 70mg 1-'). 

A una dosis de 18.000 pE mm" (17 minutos), en glicerol y luz azul, 

se produ~o un incremento notable de la respiración en oscuridad. Este incremento 

es superior (1 1 %) al registrado con luz blanca tras un pretratamiento en luz (100 

pE m-2 gl) y glicer~! &nn_k 120 rnifi~t~s.  

Es destacable que la luz roja, a dosis de 18.000 pE m", no favorece 

el consumo de oxígeno de la misma manera que la luz azul, siendo las tasas un 

44% inferiores a las vistas con azul. 

A tiempos mayores de incubación, las tasas respiratorias obtenidas, 

tras las preincubaciones en luz azul y roja se hacen cada vez menos diferentes, 

aunque se evidencia un mayor efecto de la luz roja sobre el consumo de oxígeno. 

La adición de nitrato sódico a los talos incubados con glicerol en luz 

azul durante 17 minutos redujo considerablemente el consumo de oxígeno, siendo 

la tasa, sin nitrógeno, de 138.0 i 20 pmoles O2 mgCla -' h-' y en presencia de 

nitrógeno de 67.0 f 15.0 pmoles O2 mgcla" Y'. Este efecto se mantiene en 

dosis de irradiación más elevadas. 
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F i  N.3 Tasas de consumo de oxlgeno ~ o 1 0 2 m g  ~1a-'  c') de talos a E 

n 

incubados en SW90-gli y SW 90-gli + 70 mgl" N03Na e irradiados 
n 

5 
O 

previamente con luz roja y luz azul a distintas dosis. 

1,2,3,4 equivalen a 18000,36000,54000,72000 pmolm-2 respectivamente. 

Los datos se calculan como la medida de 3 repeticiones, xf SD. 



IV.4 DISCUSION 

IV.4.1 INTERCAMBIO GASEOSO EN LUZ. 

Los primeros cambios de propiedades fotosintéticas siguiendo la 

acumulación de carbohidratos fueron recogidos en plantas superiores: trigo 

(Farquhar & von Caemmerer 1982), espinaca (Stitt 1986) y alfalfa (Chaterton 

1973). La inhibición de la fotosíntesis tambien ha sido correlacionada con la 

acumulación de azúcares (Farquhar & von Caemmerer 1982, Azcón-Bieto 1983). 

T d ~ s  estcs es@2diGs gpfitaq g n m m  12 gcc~u!gcibfi & m i a ~ g  
'l'" 

a 
solubles fijan el fósforo inorginico en forma de azúcar-fosfatos y como - m 

O 

consecuencia se reduce las tasas de regeneración de ribulosa bifosfato (RUBP) y 
- O m 

otros componentes del ciclo de Calvin (Herold 1980, Azcon-Bieto 1983) por lo 

que la tasa de asimilación del COZ estaría controlada por las tasas de liberación 

de fosfato (Herold 1980, Farquhar & von Caemmerer 1982, Harris A, 1983). 

En Dunaliella tertiolecta, donde el glicerol es un producto de la 

fotosíntesis, se fija fósforo inorgánico en forma de glicerol 3 fosfato (G3P), con 

importantes consecuencias sobre el control de la sintesis del glicerol (Belmans & 

Van Laere 1988a). Esto es consistente con la hipótesis de la limitación de fosfato 

sugerida anteriormente (Herold 1980, Robinson & Walker 1981, Miginiac- 

Maslow & Hoarau 1982, Azcon-Bieto 1983, Azcón Bieto & Osmond 1983). 

En microalgas, la fotosíntesis no sólo disminuye por la limitación 

de nutrientes (Horrum & Schwartzbach 1980; Rhiel et al.; 1986): sino que, en 

presencia de una fuente de carbono es capaz de producirse un cambio en la forma 

de nutrición, constatándose el paso de autótrofos a heterótrofos (Faust & Gantt 

1973, Lewitus a &, 1991). 
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Sería pues explicable que la disminución de la necesidad de luz, al 

producirse este cambio, repercutiera en la reducción de los componentes 

fotosintéticos. Posiblemente, bajo estas condiciones, podría ser más ventajoso 

gastar energía biosint&ica, sobre los componentes celulares involucrados en el 

metabolismo de las fuentes de carbono, que sobre los componentes fotosintéticos 

superfluos para el crecimiento. 

En Pyrenomona~ salina (Cryptophyceae), la adición de glicerol al 

medio puede incrementar la tasa de crecimiento bajo irradiaciones limitantes para 

el crecimiento fotoautotrófico (Antia a &, 1969, Lewitus & Caron 1991a,b). En 

esta situación, la asimilación del glicerol da como resultado una reducción de los 

componentes fotosintéticos (Lewitus & Caron 199 1 a,b) . 

Las tasas de liberacidn de oxígeno de Grateiou~ia ~ N D ~ o - ,  

observadas en medios conteniendo glicerol,(Tabla IV.2) fueron siempre muy 

inferiores a las presentadas en agua de mar. Esto podría ser debido a que el 

oxigeno no difunda bien en estos medios por impedimentos físicos @.e. la 

viscosidad del medio) o que bajo estas condiciones el alga produjera una menor 

cantidad de oxígeno. 

En un intento de explicar esta circunstancia, simulamos las curvas 

de liberación de oxígeno, en medios SW 90-gli y SW, insuflando O2 (g) en 

ausencia del material vegetal. Estas curvas no mostraron ninguna diferencia entre 

los medios, por lo que, indicaron que la respuesta de G B O N D ~ O ~  era una 

consecuencia directa de la utilización de esta fuente de carbono por el alga y no 

como el resultado indirecto de un cambio en las condiciones físico-químicas del 

medio que impidiera la correcta difusión del oxígeno. 

Tambih es posible que el oxígeno liberado sea consumido en la 

respiración, en vista de que esta es tan elevada (Tabla IV.4). 



Otro aspecto poco conocido es el efecto de la presencia de fuentes 

de carbono sobre la organización molecular del sistema fotosint6tico. Los 

resultados obtenidos han sido muy variables y los mecanismos fisiológicos por 

los que las algas responden a la adición de una fuente de carbono parecen muy 

diversos. Por ejemplo, la adición de compuestos organices asimilables pueden 

reprimir, no tener efecto o aumentar la producción de clorofilas (Shihira-Ishikawa 

& Hase 1964, Doermel & Brock 1971, Faust & Gantt 1973, Schwelitz A, 

1978, Ellis &, i98í, Lewitus g A, i99ij. 

La adición de glicerol en cultivos de diversas Cryptophyceae causó 

una rdiiccilin de 10s componentes fotosintéticos. El contenido y composición 
a 

pigmentarias, la organización tilacoidal y la distribución de partículas asociadas - 
m 
D 

a la membrana del tilacoide en Pyrenomonw salina resultaron afectadas por la 
- O 

m 

adición de glicerol a bajas irradiaciones (Lewitus a &, 1991). E 

O 

o 
Faust & Gantt (1973) y Antia d A, (1969) también recogieron n 

E 

a 

reducción de la cantidad de cloroplastos y una disminución en la cantidad de 
n 
n 
8 

pigmentos fotosintéticos. 3 

O 

A pesar de que la fotosíntesis, medida como desprendimiento de 

oxígeno, es baja en C1, dorvahoxq los ensayos realizados con bicarbonato 

marcado indican que no hay ningún impedimento en la fijación del carbono, (luz- 

luz), siendo incluso ésta más grande en medios con glicerol que en agua de mar. 

Estas tasas nos estarían indicando la posibilidad de que existieran modelos de 

fijación no fotosintética, algo posible si consideramos las altas tasas respiratorias 

en SW 90-gli frente a las encontradas en SW (Tabla IV.3). 

La acumulación del *Coz en la fracción aniónica (Figura W.2) 

apoya estas evidencias, esperándose que en los futuros trabajos de identificación 

de estos compuestos se encuentre intermediarios del ciclo de los Bcidos 

tricarboxílicos (TCAC), resultantes de la actividad fijadora en rutas anapleróticas 
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o de otros componentes propios del metabolismo del glicerol en luz que 

impliquen pasos de carboxilación. 

La incubación con glicerol marcado pone en evidencia la existencia 

de la respiración de esta fuente de carbono, ya que, de ella se obtiene 14c02 

tanto con incubaciones previas en luz como en oscuridad. Estos resultados 

apuntarían hacia una activa descarboxilación en presencia de la luz y la posible 

fijación de *Coz liberado. 

IV.4.2 INTERCAMBIO GASEOSO EN OSCURIDAD. a 

- 
Numerosos trabajos muestran la existencia de una activación de la 

respiración tras un periodo de luz (Graham 1980, Walker 1987) y posiblemente 
n 

sea esto lo que registramos con el material incubado en agua de mar (Figura j 
IV. 1). n n 

Con el material en glicerol encontramos tambien otros fenómenos. O 

La respiración de Grateloub dorv~hom en medios conteniendo glicerol se vi6 

estimulada por la incubaci6n previa en luz. Este consumo de oxígeno fue siempre 

superior al presentado con incubaciones en oscuridad, durante el mismo tiempo, 

y aumentó a medida que la irradiación era más alta (Tabla IV.4). También como 

muestra la Figura IV. 1, esta respiración es, además, dependiente del periodo de 

luz y a medida que nos alejamos de la influencia de ésta, las tasas respiratorias 

disminuyen drhticamente hasta alcanzar el mismo nivel que las muestras 

incubadas en agua de mar. 

La tasa respiratoria, en medios SW, después de una incubación 

previa en luz durante 120 minutos es de 56.03  moles O2 mg ~ 1 a - '  h-l. A los 8 



minutos del cese de la incubación, la tasa que se presenta es de 99.90 pmoles O2 

mg ~1a- '  Y' lo que indica que la " activaciónn ha sido cerca del 80 1. A los 16 

minutos, la tasa obtenida vuelve a ser la registrada en estos medios (Figura IV. 1). 

En medios conteniendo glicerol, la respiración alcanzada 

inmediatamente despues de apagar la luz es de 97.22 pmoles O2 mgc1a-' h-', y 

transcurridos los 8 minutos la tasa se ve escasamente alterada (Figura IV.1). 

La diferencia de tasas, a tiempo O, entre SW 90-gli y SW puede ser 

expiicada por ia utiiizacidn dei giiceroi como sustrato respiratorio (respiración áei 

glicerol) dependiente de la luz y que muy probablemente tenga lugar al mismo 

tiempo que la fotosíntesis. 
a 

No hay que olvidar que el glicerol tambiCn se respira en oscuridad - 
m 
O 

a altos valores (Tabla IV.4), lo que descarta que la diferencia de tasas entre el - O 

m 

E 
material incubado en SW y en SW 90-gli pueda deberse a una activación por O 

efecto de la luz y que, tras incubaciones con glicerol radiactivo se obtiene *C02 n 

E 

a 

en condiciones de luz y oscuridad, indicando que la fuente de carbono es 
n 
n 
n 

susceptible de descarboxilarse. 3 

O 

De la bibliografía consultada se puede extraer que aparte de la 

reacción de Mehler, la cual tiene lugar por la fotorreúucción directa del O2 a 

nivel del fotosistema 1 (PSI) y que se presenta cuando la fotorrespiración y la 

respiración mitocondrial están inhibidas (Peltier & Thibault 1985, Weger & 

Turpin 1989), el consumo de oxígeno se debe fundamentalmente a 2 procesos 

(Canvin A, 1980, Badger 1985, Peltier & Thibault 1985, Weger & Turpin 

1989): 

- Fotorrespiración, relacionado con el metabolismo del glicolato. 

- Consumo de oxígeno asociado a la respiración mitocondrial que 

puede ocurrir en luz. 
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La fotorrespiración se produce en luz y se caracteriza por ser un 

proceso ciclico, donde no hay ni acumulaci6n ni pérdida de ningún metabolito y 

donde el único producto obtenido, el C02, es inmediatamente reciclado (Zelitch, 

1979, 1992). 

Los estudios de fotorrespiración, tanto en macroalgas, como en 

microalgas, han sido llevados a cabo con diferentes mdtodos tales como punto de 

compensaci6n del C02, presencia de glicolato, 14c, ''0 (Brechignac & Andre 

1984). 

A pesar de la diversidad de técnicas usadas, la presencia de 

fotorrespiración no ha sido determinada inequívocamente. Las discrepancias 

surgidas entre los diferentes trabajos por la variedad de métodos empleados, así 

como, las condiciones de trabajo hacen difícil llegar a un acuerdo. En este 

sentido, los estudios realizados con microalgas en condiciones no estacionarias 

@.e. distintas fases de crecimiento) y en medios anómalos (libres de C02, 

presencia de inhibidores) contribuyen a esta dificultad en la interpretación. 

El uso de las técnicas de espectrometría de masas con ''0 mostró 

evidencias de la existencia de un consumo de oxigeno al mismo tiempo que 

ocurría la fotosíntesis, tanto en algas como en plantas superiores (Peltier & 

Thibault 1985, Weger & Turpin 1989). Este consumo fue diferente al registrado 

cuando ocurría la respiración en oscuridad. Se demostró que la actividad 

oxigenasa de la ribulosa bifosfato (RuBP) y el metabolismo del glicolato estaban 

presentes durante el consumo de Os en la luz. 

Existen organismos que producen glicolato en la fotosíntesis como 

Coccwhloris ~eriocvstis y otros que poseen una via de glicolato funcional como 

el alga verde Chlamvdomonas reinhardtü. Asi Coleman & Colman (1980) 

demostraron la existencia de fotorrespiración en el alga C, reinhardtii y no la 

detectan en periacystis. 



Desde nuestra perspectiva, la existencia de este tipo de consumo de 

oxígeno en C, jioryphora fue evaluada en función de los resultados obtenidos 

en los cultivos "in vitro" de esta macroalga y con las apreciaciones recogidas a 

través de la polarimetría. 

& aumenta su peso fresco en un 400% en medios 

conteniendo glicerol (Robaina a A, l99Ob). Este crecimiento requiere energía 

y probablemente la forma más factible de obtenerla sea respirando esta fuente de 

carbono. 

La fotorrespiración se caracteriza por consumir ATP para condensar 

2 mn!&u!as de glicina en una de serina (Brechignac & Furbank 1987, Zelitch 

1992). 
a 
- 
m 
O 

Además, la inhibición de la fotosíntesis, con DCMU, implica que 
- O 

m 

los intermediarios fotosintéticos para la realización de la fotorrespiración no están E 

O 

disponibles. Estos resultados también fueron expuestos en la diatomea n 

E 

a 

Thalassiosira weisflopii. La adición de DCMU inhibió el flujo de electrones 
n 
n 

fotosintético y con ello el poder reductor necesario para la regeneración de la 
3 

O 

ribulosa 1,s bifosfato (Weger a &, 1989). 

Existen pruebas de la presencia de respiración mitocondrial en luz. 

Graham (1980) concluyó en su trabajo que existían evidencias bioquímicas que 

implicaban el funcionamiento del ciclo de los ácidos tricarboxilicos en hojas 

iluminadas, de la misma manera que, en la oscuridad. También Peltier & 

Thibault (1985), trabajando a concentraciones de C02 elevadas, obtuvieron que 

las tasas de consumo de oxígeno de Chlamvdomonas en luz fueron iguales en 

presencia de luz, oscuridad y tratadas con DCMU. Esto sugiere que en 

condiciones donde la fotorrespiración no tiene lugar, el proceso de consumo de 

oxígeno en luz es debido únicamente a la respiración mitocondrial. 
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La respiración mitocondrial juega dos papeles importantes en el 

metabolismo: uno catabólico encargado de la oxidación de los carbohidratos para 

la obtención de energía y poder reductor y otro anabólico donde los 

intermediarios del ciclo de los tricarboxílicos son usados para la biosíntesis de 

nuevos compuestos celulares, principalmente los aminoácidos (Bassham a A, 

1981, Elrifi & Turpin 1987, Weger @ A, 1989, Weger & Turpin 1989). 

Nuestros resultados tambikn demuestran, en presencia del glicerol, 

un aumento considerable del consumo de oxígeno cuánto mayor es la irradiación 

(Tabla IV.4), pero que sin embargo, se contraponen a unas tasas fotosintéticas, 

para la misma intensidad, muy inferiores a las obtenidas en medios sin esta fuente 

de carbono. A 700 pE mJ S", se alcanza la mayor tasa de respiraci6n, despuds 

del penodo de iluminación y, ocurre el mayor grado de fotoinhibición (Tabla 

N .2). Esto hace aún más dudoso el pensar que la fotorrespiración es activa bajo 

nuestras condiciones experimentales. 

Estimamos que en & borvr>hom, la respiración mitocondrial es la 

que contribuye, con la aportación de carbono y energía a la elevada tasa de 

crecimiento que presenta el alga en medios conteniendo glicerol (400% superior 

a la tasa normal). 

Esta observación también está de acuerdo con la recogida por 

diferentes autores sobre el fitoplancton: las tasas de crecimiento incrementan con 

las tasas de respiración estando a su vez correlacionadas con la biosíntesis de 

compuestos celulares (Geider & Osborne 1992). 

Además, la inhibición de la respiración mitocondrial con KCN y 

SHAM durante la incubación previa en luz provoca que no haya ningún consumo 

de oxígeno inmediatamente despuds del cese de la iluminación (Tabla N.5). Esto 

indica no sólo que la respiración es mitocondrial, sino que también, la 



dependencia de la luz no es fotosintética como lo demuestra los valores de 

respiración de plantas previamente incubadas en DCMU (Tabla IV.5). 

En Chlamvdomonas, Peltier & Thibault (1985) también pusieron 

en evidencia el efecto inhibitorio que sobre el consumo de oxígeno tenía la 

adición de KCN y SHAM, tanto en luz como en oscuridad. Estas observaciones 

soportan la idea de que la respiración mitocondrial estaría presente en luz. 

La respiración mitocondrial es también inhibida por KCN y SHAM 

en el alga roja Chondrus cris~us (Brechignac & Furbank 1987). 

Ta fjxibfi pfi d g ~  T Y . ~ Q ~  me&& p o g 0 -  m d a o s  por 
a 

la luz, pero pueden también ocurrir vía no fotosintética en la oscuridad (Raven - m 
O 

1974, Kremer 1978a,b,c, 1979, Bird &, 1980). Esto podría explicar las - O 

m 

E 

diferencias en las tasas de fijaci6n de COZ encontradas en medios con glicerol en O 

los cuales existen menos fotosíntesis (Tabla IV.3) n 

E 

- 

Bogges & Naylor (1975) encontraron en Gracilaria a, y en n 
n 
n 

general en todas las algas rojas mantenidas en oscuridad, que el mayor porcentaje 
3 
O 

de 14c fue recogido en la frncci6n catiónica. Bird y colaboradores (1980) no 

encontraron actividad de la PEP carboxilasa en & verrucosa y un alto porcentaje 

del carbono marcado estaba en la citnilina, lo que indicó que la ruta de fijación 

del CO2 en condiciones no fotosintéticas no procedía a través de la 0 

carboxilación. Bogges & Naylor (1975) han sugerido que el ciclo de la urea- 

ornitina juega un papel importante en la incorporación del bicarbonato en 

aminoácidos tales como la citrulina. Esta vfa o algunas modificaciones de ella 

pueden ser la/s responsable/s de la fijación no fotosintética de verrucosa. 

En el seguimiento del *C02, que realizamos en C, dory~hom, 

encontramos las mayores diferencias en la transición luz-oscuridad, por el 

contrario, fue donde se encontraron las mayores diferencias entre los medios 
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(Figura IV.2) lo que podría indicar que existen distintos flujos de carbono: la 

fracción catiónica aumentó considerablemente en glicerol, mientras que, 

disminuyó la aniónica. Esto podria indicar que la parte activa de la respiración 

mitoconcirial es el proceso anab6lico sustentado por la acumulación de 

aminoikidos (fracción catiónica) . 
Esta posibilidad podrla ser aceptada si consideramos que durante la 

fotosíntesis tiene lugar el periodo de mayor actividad biosintética (incubación en 

luz) y que la respiración mitocondrial puede ocurrir en luz y ser observados 

durante un periodo muy corto en la oscuridad (medida de la tasa de fijación en 

oscuridad) (Weger &, 1989). 

IV.4.3 EFECTO DE LA CALIDAD DE LUZ SOBRE LA 

RESPIRACION EN OSCURIDAD. 

En Gratelou~iq doryphow se recoge un aumento de la respiración 

en oscuridad tras un periodo de incubación en todos los tratamientos de luz y, 

fundamentalmente en luz azul a dosis pequeñas (18.000 pE m'2) (Figura IV.3). 

Por los experimentos realizados, en luz blanca no se registra ningún 

aumento de la respiración, salvo a una dosis de 720.000 pE mJ. 

Emerson & Lewis (1943) tambiCn registraron un incremento del 

consumo de oxígeno despuks de una etapa fotosintética con luz anil pero no fue 

hasta 1969 cuando Kowallik & Kowallik lo c o n h a r o n  tras un periodo de 

iluminación de 20 minutos. Los autores interpretaron este consumo extra como 

un indicador del aumento de la respiración independiente de la fotosíntesis. 



En C, dory~hom ocurre un aumento de la tasa de respiración al 

incubar en luz y glicerol (ver figura IV.3, línea continua). El glicerol, por su 

parte, incrementa su concentracidn intracelular a medida que transcurre el tiempo 

en luz (azul o roja). A dosis de 36000 y 54000 pE mma, la concentración interna 

inhibiría el efecto de la luz azul principalmente. 

Descartamos una activación de la tasa de respiración tras un periodo 

de incubación en luz azul, ya que, no se detecta el mismo efecto en muestras 

incubadas en agua de mar. 

El th&n de 1~ !~n@tudes de onda de !a luz sobre el crecimiento 

y desarrollo de las algas se ha llevado a cabo con la luz azul y la luz roja y 

ambas parecen estar íntimamente relacionadas (Ruyters & Kowallik 1980, 

Ruyters 1984, 1988, Kowallik & Grotjohann 1988, Schuller a &, 1990, 

Grotjoham fg A, 1991). 

El efecto de las diferentes calidades de luz no se deriva de una 

influencia de la fotosíntesis propiamente. En células de Eu~lena quedó patente 

que estos efectos son los mismos tanto en células tratadas con DCMU (Kowallik 

1969, Kowallik & Neuert 1984) como aquellas que no lo fueron (Kowallik & 

Neuert 1984). Sin embargo, subyace la idea de una conexión entre el incremento 

de la respiración y el aparato fotosintético. La bibliografía revisada recoge casos 

en los cuales el desarrollo primario del aparato fotosintético y su mantenimiento 

requiere de la irradiación azul (Brinkmann & Senger 1980). En luz roja 

prolongada, las membranas altamente organizadas pierden su orientación 

(Voskresenskaya A, 1968, Voskresenskaya 1972) y la capacidad fotosintética 

disminuye tanto en algas como en plantas superiores (Harnischfeger &, 1974). 

La luz azul estimula el consumo de oxígeno, acelerando la 

respiración mitocondrial y resultando en una pérdida de los carbohidratos de 

reserva y acumulación de proteínas (Pirson & Kowallik 1960, Kowallik 1962, 
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KowaUik 1982, Kowailik & Neuert 1984, Kowallik a A, 1990). Esta 

degdacicín de los carbohidratos es más activa bajo estas condiciones de 

iluminación que en oscuridad (Dwyer & Smillie 1970, Senger & Bishop 1972, 

Dresbach 1973, Georgi 1974, Schwartzbach &, 1975, Brinkmann & Senger 

1980, Kowallik & Schatzle 1980). 

Los efectos de la luz azul sobre el metabolismo del carbono, 

especialmente, sobre la degradación de los carbohidratos y la respiración han sido 

estudiados en Chlorella y Scenedesmus (Brinkmann & Senger 1980, Kowallik 

& Schatzle 1980, Kowallik 1982, Ruyters 1984, 1987, 1988). 

Estos cambios en el metabolismo por el efecto de la luz azul no se a 
- 

conocen bien como están regulados. Las hipótesis recogidas en la mayoría de los E 
- 

trabajos se basan en la influencia de esta calidad de luz sobre los enzimas 

respiratorios o sobre los niveles de ATP. O 

n 

Tanto la piruvato quinasa (PK) (Kowallik & Ruyters 1976) como 
2 

la fosfofnictoquinasa (PFK) (Kowaliik & Grotjohann 1988, Grotjohann & 

Kowallik 1989) podrían estar influidas por longitudes de onda especificas. 5 O 

En general, todos los resultados indican que la luz anil induce la 

biosíntesis de la PK en presencia de alguna fuente de carbono con la consiguiente 

activación del ciclo de los dcidos tricarboxíiicos (Kowallik & Ruyters 1976, 

Kowallik & Schatzle 1980, Kowallik 1982, Turpin 1991). 

En esta línea, la disminución de la concentración de ATP tambiCn 

puede acelerar la degradación de los carbohidratos vía glicolisis. 

La luz roja, por el contrario, causa una disminución del consumo 

de oxígeno y favorece la acumulación de carbohidratos (Kowallik 1962, 1987). 

Con estas perspectivas, seda lógico pensar que la distribución del 

carbono fijado sea diferente bajo condiciones de luz azul o roja. Asi 



- 

Voskresenskaya (1952) en plantas superiores y posteriormente Hauschild y 

colaboradores (1962a,b) en algas verdes recogieron una mayor actividad de 

azúcares-fosfato marcados en luz roja, mientras que, en luz azul predominó la 

presencia de aminoácidos. 

Sin embargo, el seguimiento de la partición, realizada únicamente 

a dosis de 18.000 pE m" en dory~hora, no indicó la existencia de flujos 

distintos, resultando en una acumulación en la fracción catiónica en ambas 

caiidades. 

a 
consiguiente aparición de compuestos nitrogenados (Raghavan & Demaggio 1971, 

= O m 

Voskresenskaya 1972, Turpin 199 1). Tanto la actividad de la nitrato reductasa 
- e m 

(NR), como la de la nitrito reductasa (NiR) estan bajo la acción de la luz azul 

(Stoy 1955, 1956, Strotmann 1967, Strotmann & Ried 1969, Aparicio A, 
1976, Calero a A ,  1980, Kowallik 1982, Turpin 1991). 

Según Quiñones & Aparicio (1990) las células de Chlamvdomonas 

reinhardtii procedentes de la oscuridad necesitan de la luz azul para adquirir la 

actividad de la nitrato reductasa (NR). El nitrato no entra con s61o la presencia 

de la luz roja incluso si las células son previamente iluminadas con luz azul y 

contienen una actividad alta de NR; esto indica claramente que la luz azul está 

actuando sobre la absorción de nitrato. Estos mismos resultados se obtuvieron en 

células de Euglena (Calero gg A ,  1980). 

Los resultados también demuestran que la actividad de la nitrito 

reductasa (NiR) está bajo el control de la luz azul. Luego esta luz actúa sobre el 

metabolismo del nitrógeno inorgánico en 3 pasos: 

- absorción de nitratos y nitritos 

- activación de la NR 

- activación de la NiR 
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La disminución, en presencia del .glicerol, de las tasas respiratorias 

en do-hora por la adición de nitrato sódico (Figura IV.3) podría deberse 

a que el poder reductor obtenido a travks del TCAC por la degradación de 

carbohidratos es utilizado en la asimilación de nitrato y su reducción a nitritos y 

a amonio. 

Resultados similares fueron recogidos en células de Chlorellti 

(Kanazawa a A, 1970) donde el suministro -de nitrato como única fuente de 

nitrógeno tampoco tuvo el efecto esperado, es decir, la activación del ciclo de los 

hcidos tricarboxíiicos. Este efecto fue debido a la reducción de nitrato a arnonio. 

Con dosis más elevadas, la luz azul y la roja alcanzan tasas de 

consumo de oxígeno similares entre ellas, pero sin lograr las tasas observadas con 

luz blanca. 

Esto podría sugerir otro efecto de la calidad de luz sobre las tasas 

respiratorias donde las luces monocromáticas (azul y roja) se complementaran y 

se alcanzara un equilibrio entre la síntesis y degradación de carbohidratos. 





V. IMPLICACIONES MORF'OGENETICAS DEL GLICEROL. 
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V. 1 INTRODUCCION 

La puesta a punto de un sistema de propagación "in vitro" en 

condiciones asépticas para el alga roja Gratelou~ia dory~hom ha permitido la 

propagación de fragmentos de talo (explantos) hasta originar nuevos individuos 

(Robaina a al., 1990a,b), así como, la propagación de carposporas y tetrasporas 

hasta la obtención y mantenimiento de talos gametofiticos y tetrasporofíticos, sin 

que, se presenten los clásicos problemas de contaminación que ocurren cuando 

se parte de un material no aséptico (Capitulo III). 

Sobre lo expuesto, el siguiente paso era determinar si las 

carposporas responden al glicerol, de igual manera que, los explantos extraídos 

de material recolectado en la naturaleza. 

La presencia de esta fuente de carbono influye tanto en el 

crecimiento como en el aumento de la tasa de propagación vegetativa e incluso 

puede relacionarse con su metabolismo si se favorece la acumulación de almidón 

y otros ficocoloides derivados del glicerol como son el floridosido e 

isofloridosido. El almidón, a su vez, ha sido relacionado con la morfog6nesis 

(formación de yemas) (Brown a A, 1979). 

El floridosido e isofloridosido han sido descritos como agentes 

osmóticos, cuya concentración varía en función de la salinidad del medio. En 

periodos de luz son sintetizados teniendo como precursores al glicerol 3 fosfato 

y a la UDP galactosa. No obstante, en periodos de oscuridad, éstos se forman a 

partir de las reservas polisacarídicas (Yu & Pedersen 1990a,b). 

Paralelamente, también se conoce que los niveles de nutrientes, 

principalmente nitrógeno, influyen en la acumulación de estos ficocoloides. 

Pruebas realizadas con carbono radiactivo han mostrado que con niveles de 

nitr6geno bajos se favorece el acúmulo de agar y carrageno (Macler 1986, 1988). 

En callos de tabaco, dónde la secuencia del desarrollo de las yemas 



ha sido descrita (Thorpe & Murashige 1970, Brown a &, 1979) y 

correlacionada con eventos fisiológicos, incluyendo el contenido de almidón y 

respiración (Thorpe & Murashige 1968, 1970, Thorpe & Meier 1972, Ross & 

Thorpe 1973, Thorpe & Laishley 1973, Thorpe 1974), se ha sugerido el enorme 

requerimiento energético necesario para este proceso a través de la degradación 

del almidón (Thorpe & Murashige 1970, Barg & Umiel 1977, Thorpe 1977, 

Brown a A, 1979). 

Así, conociendo el metabolismo del glicerol, y la ventaja que nos 

reporta el sistema de cultivo "in vitrow , podríamos llegar a utilizarlo como una 

h~rrnmienta qgp, 2 ~ s  pmia gccz~r e! cs%ci&fifq efifga& hg& ..-*a -..--..- 
cualesquiera de las formas de desarrollo que pudiera tener lugar. 

Para realizar este seguimiento es necesario describir los eventos que 

ocurren no s610 a nivel celular, sino también, en el cultivo. 

Asf pues, tendremos un material vegetal disponible para el estudio 

del crecimiento y desarrollo de C, d o m o =  sobre el que 1) caracterizar 

histológica e histoqufmicamente los cambios morfológicos que tengan lugar y 2) 

correlacionar las variaciones en determinados componentes estructurales 

derivables del metabolismo del glicerol (aproximación histoquímica) con esos 

cambios. 

La estructura y organización celular sufren una serie de 

modificaciones las cuales reflejan los cambios morfológicos que se suceden: 1) 

incremento en el número de dlulas, 2) cambios en el tamaño y la forma y 3) 

producción de diferentes células y áreas ("tejidos") con características fisiológicas 

distintas. 

En Rhodophyta, la formación de grandes cantidades de 

carbohidratos necesarias para la diferenciación y desarrollo, así como, para la 

liberación y fijación de las esporas ha sido descrita en multitud de ocasiones 
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(Chamberlain & Evans 1973, Kugrens & West 1972, Pueschel 1979, Scott & 

Dixon 1973, Tsekos 198 1, 1983, 1985, Tsekos & Schnepf 1983). La relación del 

aparato de Golgi con la síntesis de estos polisacáridos y con la formación de la 

pared celular también está ampliamente documentada (Mollenhauer & Morr6 

1966, Muhlethaler 1967, Beams & Kessel 1968, Konrad-Hawkins 1974, Ramus 

1972a,b, Tsekos 1985, Liu d A, 1992). 

El aparato de Golgi está implicado en la secreción de 2 tipos de 

productos los cuales contribuyen a la formación de la matriz amorfa de la pared 

celular. El primer producto procedente de las vesículas de Golgi participa 

directamente e la formación de la pared celular (Kugrens & West 1973, Scott & 

Dixon 1973, Tsekos 1983, Tsekos A, 1985). El segundo producto son las 

cored vesicles (Chamberlain & Evans 1973, Scott & Dixon 1973, Tsekos 198 1, 

1983, 1985, Tsekos a &, 1985). La secreción ocurre de dos formas diferentes: 

o bien se funden con la membrana o bien con otras vesiculas para formar 

vacuolas grandes de diferentes tamaños las cuales tambikn expulsan su contenido 

al exterior (Scott & Dixon 1973, Tsekos 1981, 1985). 

A diferencia del almidón de las plantas superiores y algas verdes, 

el almidón de las algas rojas, almidón de florideas, contiene únicamente la 

fracción de amilopectina y se sitúa en el citoplasma. 

Los granos de almidón se han visto unidos a dictiosomas y 

cloroplastos aunque no se conoce cuál es el significado concreto de estas 

asociaciones. 

La importancia de los granos del almidón radica en que forman 

parte de la fracción insoluble de las reservas de carbohidratos de las cuales 

también forma parte el floridosido como porción soluble (Pueschel 1990). 

Los lípidos tambi6n se encuentran en numerosas algas rojas y si 

bien no conoce su papel exacto en macroalgas se estima que pueden desempeñar 

una función similar a la presentada en algas unicelulares. En dlulas de 



Pomhvridium sometidas a bajas concentraciones de nitratos se ha recogido como 

productos de reserva granos de almidón y lípidos (Kost a &, 1984). Estos 

últimos se utilizan para regenerar los componentes de membrana cuando las 

condiciones nutricionales son favorables (Wanner & Kost 1984). 

L .  división celular juega un importante papel en el desarrollo ya no 

sólo, incrementando el número de dlulas y por consiguiente el tamaño del 

organismo, sino tambitn, porque la citocinesis permite la separación de las 

células con funciones diferentes, faciiitando la diferenciación en tipos y heas 

celulares. 

T n s  eshidion sobre divisihn celular se han redido pririncipdmente --- -------- ----- -- - ------ 

con el objetivo de contrastar las relaciones taxonómicas entre los distintos grupos, 

y establecer criterios de sistemdtica (Scott 1983, Davis & Scott 1986). En este 

sentido, por ejemplo, se han sugerido 5 tipos de mitosis entre las algas rojas que 

deben ser tomados con mucha precaucción, puesto que, todos tienen como 

finalidad establecer relaciones filogen6ticas (Scott & Broadwater 1990). 

El objetivo de esta parte del trabajo es estudiar si las carposporas 

responden a la luz y al glicerol de la misma manera que previamente lo han 

hecho los fragmentos de talo. 

Por ello, abordaremos las implicaciones morfogen6ticas de la luz 

y el glicerol sobre este nuevo material y, paralelamente si 6stas están relacionadas 

con la acumulación específica de productos del metabolismo. Esto es importante, 

ya que, de encontrar implicaciones morfogen6ticas por efecto de la luz sobre la 

fuente de carbono constituiría un efecto fotomorfogen6tico. 

Las técnicas de microscopía óptica y electrónica permitirán el 

control de los efectos del glicerol. 
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V.2 MATERIAL Y METODOS 

V.2.1 MATERIAL VEGETAL. 

El material vegetal, empleado en el seguimiento del desarrollo y la 

morfog6nesis de Gratelou~ia doy~hora en medios conteniendo glicerol, fueron 

esporas las cuales habían sido previamente liberadas espontáneamente en PES 

sólido según se describió en el capítulo III. 

Los pretalos con una edad máxima de un mes se sembraron en 

medios sólidos PES 70 + 0.3 M glicerol y PES (control). 

Las operaciones de recolecci6n fueron realizadas en una cámara de 

flujo laminar Glatt Labortecnic y el material de laboratorio usado fue esterilizado 

previamente con un paso por autoclave y con flameado en alcohol en el interior 

de la cámara de flujo. 

V.2.2 EFECTOS DEL GLICEROL Y LA LUZ SOBRE EL CULTIVO 

DE PRETALOS. 

a) Efecto de las distintas concenttmciones del glicerol con iluminación 
, 

constante. 

Se realiz6 un experimento dónde se estudiaba el efecto de distintas 

concentraciones de glicerol sobre el desarrollo de los pretalos a una intensidad 

de luz de 30 pE m" S-1 (Sylvania grolux) a nivel de las placas de Petri. 

Las concentraciones de glicerol probadas fueron de 0.3, 0.2, 0.1 

y 0.05 M. Con el fin de mantener la osmolaridad final de los medios de cultivo 



en un valor aproximado entre 0.9-1 Osmol 1-', los medios reahdos fueron de 

PES 70 (0.2-0.3 M) y PES 90 (0.05-0.1 M). Los ensayos controles se 

establecieron cultivando en medios PES 70, PES 90 y PES. 

Todos los medios de cultivo se establecieron por quintuplicados y 

con un número de pretalos asépticos entre 20 y 25 por placa. 

Los pretalos fueron colocados en una cámara de cultivo marca 

Koxka, a una temperatura de 19 f 2 "C y fotoperiodo 18 horas de luz: 6 horas 

de oscuridad. 

h) Efm-0 & 12 111.1. on m ~ d i n ~  e n  gEwm! ane&&6u ~ n c t n n k .  

Luz blana. 

Este ensayo fue reaiizado para evaluar el desarrollo de los pretalos 

crecidos en medios conteniendo glicerol (PES 70 + 0.3 M glicerol) bajo distintas 

intensidades de luz. Las intensidades de luz probadas heron de 20,40,60 y 100 
2 1 pE m' S' . 

Los pretaios, desmollados de aquellas carposporas liberadas 

espontáneamente, fueron cultivados en cada una de las intensidades en medios 

PES y PES 70 (ensayos controles) y PES 70 + 0.3 M glicerol. 

Los medios de cultivo tarnbidn se establecían por quintuplicados y 

conteniendo 20-25 pretalos por placa. 

Las condiciones de temperatura y fotoperiodo fueron las mismas que 

las anteriormente señaladas. 
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Luz azul y a. 

Este ensayo fue realizado para conocer el efecto que las distintas 

calidades de luz tenían sobre el crecimiento y desarrollo de los pretalos. 

Para ello, los pretalos fueron sembrados en medios sólidos PES, 

PES 70 (controles) y PES 70 + 0.3 M glicerol en luz roja, azul y blanca como 

control, durante 12 días. 

Cuando los cultivos se establecieron bajo las distintas calidades de 
-2 1 luz se hicieron a una intensidad de 17.6 pE m S' tanto para la luz azul y roja, 

como para, la blanca pero sin fotoperiodo para obtener un efecto de calidad de 
D 

- 

luz pura. - 
m O 

La luz azul se obtuvo con fluorescentes Mazda fluor TF 3611 8 y dos E 
filtros tipo Plexi62 de 3 mm, mientras que, la luz roja fue obtenida con d 

E fluorescentes Mazda fiuor TF 36/15 y un filtro tipo Plexi52 también de 3 mm. : - 
2 

El resto de las condiciones experimentales h r o n  las mismas de la i 
luz blanca. 5 

O 

V.2.3 ESTUDIO HISTOLOGICO DE LOS PRETALOS EN MEDIOS 

PES 70 + 0.3 M GLICEROL. 

El estudio del crecimiento y desarrollo fue seguido a las 2 y 6 horas 

de comenzar el cultivo, así como, al primer día, segundo, tercero, y 

sucesivamente hasta finalizar los 12 días 'de cultivo, en los cuales, se había 

determinado que se alcanzaba la morfogc5nesis máxima de los explantos en 

medios conteniendo glicerol (Robaina 1988). El control de ensayo fue establecido 

con pretaios de un mes de edad cultivados en medio PES. 



Para ello se cultivaron 500 pretalos repartidos en 4 placas de Petri 

con medios sólidos PES 70 + 0.3 M glicerol. En cada uno de los tiempos 

descritos se recolectaron 25 pretalos y se colocaron en tubos Eppendorf donde 

eran fijados con una soluci6n al 2.5% de glutaraldehído en tampón cacodilato al 

0.1 M; infiltrados, para la microscopía óptica, en Baic Resin (Historesin 

Embedding Kit, marca registrada) e incluidos en Glicol Metacrilato (Gerrids & 

Smid 1983). A nivel electrónico fue necesario un paso de post fijación al 1 % en 

Os%, seguido de la deshidratación en una serie alcohólica y la infiltración en 

óxido de propileno, para finalizar en la inclusión en Epon @ara más detalle 

cqít i i !~  m). 
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V.3 RESULTADOS 

V.3.1 EFECTOS DE GLICEROL Y LA LUZ SOBRE EL CULTIVO DE 

PRETALOS. 

a) Efecto de las distintas concentraciones de glicerol con iluminación 

constante. 

No se presentó ninguna diferencia de crecimiento y morfogénesis 

entre el material sembrado en los controles, PES, PES 90, PES 70. 

Los pretalos transferidos a medios PES 70 +(0.2-0.3) M glicerol 

desarrollaron masas celulares o masas morfogenéticas (budding-musses) con un 

diámetro superior a los 2 mm y con una elevada cantidad de nuevas 

proliferaciones (Foto V. 1). 

Estas masas se disgregaban con facilidad, en medios líquidos, dando 

lugar a fragméntos que regeneraban nuevas masas celulares. A los 50 días, de 4 

budding-musses iniciales se habían formado 38 nuevas masas (Foto V.2). 

En 12- 15 días, los budding-masses, creciendo en PES 70 + 0.3 M 

glicerol, tanto en sólido como líquido, se volvían pátidos y terminaron 

decolorando completamente. La depigmentación de las masas se podia retrasar 

algunas semanas recultivando cada 6-7 días en nuevos medios o disgregando las 

masas celulares formadas. La depigmentación liegó a ser irreversible en la 
a 

mayoría de los casos a partir de los 40 6 50 días del comienzo del cultivo. 

El recultivo de los budding-masses a medios sin glicerol permitió 

e b r a r  la pigmentación y la estructura de los pretalos en medios PES, pero, con 

un mayor número de yemas. 



En medios PES 90 + (0.05-0.1) M glicerol, si bien se evidenció 

la misma manifestaci6n morfogenética, ésta ocurre más tardíamente 

(aproximadamente 10 días despues) que a concentraciones de 0.3 M. 

b) Efecto de las diferentes intensidades de luz en medios con glicerol 

a concentración constante. 

pifigjng de !a ifiefi$&&~ & !ln f = x p i m e f i a u  se pre=,n.tm~fi 

diferencias entre el material sembrado en PES y el de PES 70. 

Los pretalos, cultivados en medios PES 70 + 0.3 M glicerol a 

intensidades de 20 y 30 pE m-2 S-', constituyeron masas celulares (Foto V.l), 

mientras que, en medios PES y PES 70 formaron talos jóvenes con 3-4 ejes de 

crecimiento, de apariencia similar que la descrita en el capítulo III (Foto III.2). 

El material permaneció pigmentado y únicamente fue necesario los 

recultivos en medios conteniendo glicerol cada 8 6 10 días para evitar la 

depigmentaci6n la cual ocumó a los 15-20 días de inicio del cultivo. 

Al incrementar la intensidad de luz (60 y 100 FE m" S"), el 

material cultivado en medios PES 70 + 0.3 M glicerol se depigmentó 

rspidamente y se hizo imprescindible reducir los periodos de tiempo del recultivo 

(5 días). Las masas celulares tuvieron un elevada friabilidad. Los nuevos 

fragmentos originados dieron lugar a otras masas con un elevado poder 

morfogenético . 
A estas intensidades, en medios PES y PES70, los pretalos 

crecieron más lentamente y los yemas originadas fueron más cortas (Foto V.3). 

La transferencia a intensidades bajas de luz (20-30 FE mm" S-') permite a los 

pretalos recuperarse y crecer y desarrollarse como lo hacen a tales irradiaciones. 





Foto V.l Masa morfogenética (budding-masses) de 14 días, cultivada en medio 
2 1 PES 70 + 0.3 M glicerol, fotoperiodo 18:6 e irradiación 30 FE m- S- . 

x6O. 

Foto V.2 Nuevas masas motiogenéticas origínadas por la disgregación de otra 

cultivada en las mismas condiciones experimentales que V. l .  . x60. 

Foto V.3 Talos de G. dorv~hora cultivados a una elevada intensidad de luz (60 

y 100 pE m-2 S-') y fotopenodo 18:6 en medios PES. x60. 
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La mayoría de los pretaios (398 de un total de 500) cultivados en 

glicerol tendieron a la depigmentación durante los primeros 4 días en ambas 

calidades de luz probadas, a diferencia del control bajo luz blanca. No obstante, 

el material alga1 se recuperó completamente y comenzó a repigmentar 

primeramente en la zona más interna de la masa celular morfogenetica. 

El material sembrado en PES, con luz continua y 17.6 pE S-', 

presentó las mismas características que aquel cultivado en PES a 20-30 pE m" 

S-' en fotoperiodo 18 h luz: 6 h oscuridad. (Foto V.4). 

En medios PES 70 + 0.3 M glicerol, el 75% de los pretalos 

cultivados (188 de un totai de 250 por ensayo) en luz azul desarrollaron en 5 días 

masas morfogeneticas con un diámetro aproximado de 2 mm y con una elevada 

cantidad de yemas. Estas yemas se distinguieron de aquellas presentes en luz 

blanca por su engrosamiento. 

Entre los 7 u 8 dias de cultivo, a lo largo de estas yemas, se 

originaron pequeñas protuberancias en número de 4-5 por yema (Foto V.5). Estas 

protuberancias se disgregaron con enorme facilidad, siendo capaces de regenerar 

nuevas masas morfogenéticas por separado (Foto V.6). La depigmentación 

comenzó a ser visible en la zona externa del pretalo, asi como, en los Apices de 

las yemas. 

En 11 días, todas las masas decoloraban completamente y 

terminaron muriendo. La depigmentación no se pudo evitar ni tan siquiera 

recultivando a nuevos medios, aunque estos fueran sin fuente de caróono. 

En experimentos donde se recultivó antes de la aparición de la 

depigmentación se encontró que la zona central del pretaio sufna un considerable 

alargamiento. 



Bajo la acción de la luz roja, a los 5 días de cultivo se observó la 

elongación de las yemas emitidas por estas masas morfogenéticas (2mm) junto 

con la emisión de otras nuevas. En ambos casos, todas tendieron a engrosarse y 

a emitir pequeñas protuberancias o verrugas (Foto V.7). 

A los 11 días, en medios sólidos PES 70 + 0.3 M glicerol, estas 

protuberancias se separaron de la yema debido a su alta capacidad de fiabilidad 

y constituyeron nuevas masas morfogenéticas. 

Este efecto se presentó con un retraso de aproximadamente 4 días 

en relación a lo acaecido en cultivos bajo la luz azul. 





Foto V.4 Talo de C, dory~hora de 1 mes de edad cultivado en medio 
-2 1 PES sólido, bajo luz blanca continua, a una intensidad de 17.6 pE m S- . 

x60. 

Foto V.5 Masas morfogen6tic.a~ (5-8 días de edad) cultivadas en medios 

s6lidos PES 70 + 0.3 M glicerol a una intensidad de luz azul continua de 17.6 

pE m" S". Nótese la gran cantidad de protuberancias o nódulos que se originaron 

por yema. x60. 

Foto V.6 Disgregación de los nódulos adosados a las yemas. Cada uno 

de ellos será capaz de originar nuevas masas. x60. 

Foto V.7 Masas morfogen6ticas (5-8 días de edad) cultivadas en medios 

sólidos PES 70 + 0.3 M glicerol a una intensidad de luz roja continua de 17.6 

pE m-2 S-'. ~ 6 0 .  
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V.3.2 ESTUDIO HISTOLOGICO DE LOS PRETALOS EN MEDIOS 

PES 70 + 0.3 M GLICEROL. 

Las fotografías (V.8 a V.49) recogen el seguimiento al microscopio 

electrónico, y controles de microscopía óptica con tinción de azul de tolouidina, 

de los pretalos en medios conteniendo glicerol, mostrándose correlativamente a 

fin de facilitar su comparación. 

Los plastidios se encuentran bien desarrollados, con los tilacoides 

dispuestos paralelamente unos a otros (Fotos V. 13, V.26). También es posible 

visualizar la presencia de plastoglóbulos (Fotos V.26, V.40), ficobilisomas (Foto 

V.13, V.49) y áreas transparentes a los electrones las cuales representan zonas 

de ADN (Fotos V.46). 

Esta disposición se mantiene durante todo el tiempo que dura el 

seguimiento en las células isodiamétricas internas, mientras que, en las ovoidales 

externas se produce la degeneración celular completa. 

La presencia de cuerpos osmofilicos, muy probablemente de 

naturaleza lipídica a juzgar por la coloración oscura que toman al ser teñidos con 

azul de toluidina y por la naturaleza de la fuente de carbono, se mantiene a lo 

largo de todo el seguimiento realizado, tanto en células internas como en aquellas 



situadas exteriormente (Foto V.14, V.24). No obstante, cabe destacar la gran 

superficie que estos cuerpos osmofílicos llegan a ocupar en las células internas 

a medida que transcurre el cultivo en medios conteniendo glicerol (Fotos V. 14, 

V.19, V.39, V.44). 

La posible fusión de pequeñas gotas lipídicas para formar estas 

"enormes" vacuolas provoca el arrinconamiento de los granos de almidón y 

plastidios hacia la periferia celular, al mismo tiempo que, acentúa, aún más, las 

diferencias enue ios tipos ceiuiares descritos en medios PES. En estos estadios 

finales podríamos hablar de células internas que sintetizan, o al menos, acumulan 

-idos en presencia del glicerole 
a 
N 

Dictiosomag. 
E 

O 

La estructura de los dictiosomas es similar a la encontrada en la 
n 

E 

a 

mayoría de las algas rojas (Tsekos 1981). A nivel ultrastructural están n n 

compuestos de una zona central densa con 3-5 cisternas delgadas que se 3 
O 

ensanchan en los extremos (Fotos V.14, V.30). 

El número de dictiosomas incrementa a medida que transcurre el 

tiempo de cultivo en PES 70 + 0.3 M glicerol. 

Los dictiosomas producen 2 tipos de vesículas cuyos contenidos 

mucilaginosos favorecen el engrosamiento de la pared celular. Las vesículas de 

Golgi se forman lateralmente y en la posición trans, mientras que, las vesículas 

de transición tienen lugar en la cara cis del dictiosoma (Foto V.30). Estas 

vesículas pueden encontrarse asociadas a ribosomas . 
Ambas vesículas emigran a la periferia citoplasmática y su 

contenido es secretado por exocitosis, favoreciendo la deposición de la nueva 

pared celular o el engrosamiento de la misma. Estas vesículas tambien pueden 

llegar a fusionarse formando otras de mayor tamaño. 
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Usando las tinciones específicas para microscopía óptica se observa 

que el componente mucilaginoso de la pared celular da una reacción positiva para 

polisacatidos (PAS) (Foto V.54), mientras que, es débilmente teñido con la 

tinción de proteínas. 

b) División celular. 

El primer aspecto notable que pudimos observar con el seguimiento 

histológico en medios PES 70 + 0.3 M glicerol fue la alta capacidad de división 

celular con tan s61o 2 horas en presencia del glicerol (Fotos V.8, V.9). 

Las células internas, asi como, las pertenecientes a la zona 

intermedia y comienzo de la externa se dividen repetidamente en un mismo 

plano dando lugar, estas últimas, a una capa subcortical mucho más engrosada 

que la observada en los pretalos procedentes de medios PES y de mayor espesor 

a medida que transcurre el cultivo en glicerol (Fotos V.50, V.51, V.52). 

Ultrastnicturalmente, esta enorme actividad rnitótica quedó reflejada 

por la presencia de núcleos los cuales se encuentran en la última profase y 

comienzo de la prometafase (Davis & Scott 1986). Los núcleos celulares alteran 

su forma esférica normal en PES (ver foto III.13, cap. Iii) a otra más ovalada 

(Foto V. 12). El nucleólo aparece menos compacto (Foto V. 12) y ya en momentos 

más avanzados del cultivo en glicerol es posible observar incluso el núcleo 

completamente dividido (Foto V.21). 

La división celular va disminuyendo en las células más internas a 

medida que se produce la deposición de nuevas capas celulares, en favor de 

aquellas situadas hacia el exterior y que conformaban la capa subcortical la cual 

llega a soportar la división celular (Foto V.28). Este hecho genera diferencias en 



el patrón de tinción específica que no se producían en PES, como el que se 

observa para proteínas (Foto V.53). 

En estadios más avanzados, los pretalos tienen del exterior al 

interior: la cutícula, la zona cortical, la subcorticai de células elongadas y 

bastante engrosadas y la zona de dlulas internas (Foto V.52), muy similares a 

los cultivados en PES (Foto III.7) pero las capas celulares de los cultivos con 

glicerol aparecen más estratificadas y contrastadas. 

La citocinesis se inicia por ia formación de pequeños canaies o 

invaginaciones laterales y concluyen cuando cruzan la célula completamente hasta 

dividirla en dos (Fotos V.15: V. 19). Las dos células hijas quedan conectadas por 

puntuaciones bit-connections) (Foto V. 20). 

La nueva pared celular se completa por acción de los dictiosomas, 

cuyas vesiculas expulsan el contenido al exterior (Fotos V. 15, V.24, V.36). 

Las puntuaciones probablemente degeneran y desaparecen a medida 

que las células hijas adquieren capacidad de división en posteriores ocasiones. Sin 

embargo, hemos recogido situaciones donde se están produciendo nuevas 

divisiones citoplasm&ticas sin que estas uniones hayan desaparecido (Fotos V. 19, 

V.36). Esto bien podría ser explicado por la activación mitótica que causa el 

glicerol o bien que la secuencia de división nuclear-citocinesis-pit connections 

descrita por numerosos autores (ver la revision de Davis & Scott 1986) no es el 

modelo aplicable en algas rojas ya multinucleadas. 

c) Formación de yemas. 

En medios PES 70 + 0.3 M glicerol la disposición celular en la 

yema se caracterizó por la ausencia de la capa medular constituida por células 

estrelladas y filamentosas. En su caso, fue normal observar células dispuestas 

concéntricamente y muy compactadas (Foto V.23, V.33), con un alto grado de 
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división en un s610 plano. Las capas celulares convergieron hacia la zona dónde 

se originó la protuberancia sin pejuicio para el mantenimiento de la 

concentricidad. Estas observaciones nos permite suponer que en medios PES 70 

+ 0.3 M glicerol no existen yemas en sentido estricto (Foto V.55) tal y como 

fueron definidas para un medio PES donde si aparecen las células filamentosas 

(Foto 111.17, capítulo III). 

Histoquímicamente, los polisadridos neutros se distribuyeron en 

gradiente, aumentado su presencia hacia las células que conforman el interior del 

pretalo. Las células de la capa subcortical, que mantienen la división celular y 

por consiguiente la formación de las protuberancias, tienen mayor cantidad de a 

granos de almidón aunque éstos también están dispersos por todas las células del 

pretalo. - 
0 

m 

Paralelamente con la formación de nuevas protuberancias o brotes 
n 

en los pretalos, el tamaño de los granos de almidón disminuye (Foto V.31, V.38, { 
2 

V.45) a medida que transcurre el cultivo en glicerol. Este hecho ha sido 

corroborado al observar, a traves de microscopio de luz polarizada y usando el 2 

sistema de cruces (Tsekos 1985), los granos de almidón los cuales aparecen 

deformados a medida que pasa el tiempo. A nivel de microscopía óptica, se 

refleja en la zona de acumulación de éstos una tinción más débil utilizando tanto 

la reacción de PAS como la de IAK. 
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Foto V.8 Sección semifina de 1 .S pm teñida con azul de toluidina, mostrando un 
n n 
n 

campo de dlulas de la zona intermedia-externa de un protalo cultivado en PES 3 
O 

70 + 0.3 M glicerol sólido durante 2 horas. 

Las flechas indican los lugares donde probablemente comience la citocinesis. 

x140. 

Foto V.9 Células del interior de un protalo cultivado en medios conteniendo 

glicerol durante 2 horas. Sección semifina de 1.5 pm teñida con azul de 

toluidina. x140. 

Foto V.10 Sección de la región externa de un protalo cultivado en medios 

conteniendo glicerol durante 2 horas. Nótese la formación de una nueva pared 

celular y las vesículas de Golgi descargando su contenido en la pared (flechas). 

~17250. 









(asteriscos) están produciendo vesículas las cuales descargarán su contenido en 

la pared. ~20000. 

Foto V.12 Parte de una célula del interior de un protalo creciendo en PES 70 

+ 0.3 M glicerol durante 2 horas. 

Nótese la presencia de almidón (a), mitocondrias (m), cuerpos osmofilicos 

(co) y un núcleo probablemente en la última etapa de la profase o comienzo de 

la prometafase. ~15350. 

Foto VI3 Parte de un cloroplasto de la célula interna anterior. Nótese como los 

tilacoides están dispuestos paralelamente. ~22000. 

Foto V.14 Sección interna de un pretalo crecido en glicerol durante 2 horas. De 

destacar los numerosos granos de almidón (a) y los cuerpos osmofilicos (co) los 

cuales parecen fusionarse (comparar con la foto 111.14). 

x4000 
T T  I i C  A&* --A 1- ..-- ... ..AA a- DEC 7n + CI 2 hA nl ;~~rn l  Fofo v .m ~e lu ias  externas be un prcav  ~ u j c t v u u  r , l.I 6UVV'V' 

durante 2 horas. La célula superior de la fotografía muestra la formación de una 

nueva pared, mientras que, la célula inferior muestra el comienzo de la 

invaginación que dará lugar a 2 células hijas. Nota la gran cantidad de vesículas 

de Golgi en la periferia de las células. x6850. 
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Foto V.16 Sección semifina de 1.5 pm teñida con azul de toluidina mostrando n 
n 
n 

un campo celular externo de un pretalo cultivado durante 6 horas en presencia del 
3 
O 

glicerol. 

Las puntas de las flechas indican los canales laterales o invaginaciones que 

se están produciendo y las flechas la formación de la pared celular. x130. 

Foto V.17 Sección semifina, de 1.5 pm teñida con azul de toluidina de un 

pretalo crecido en medios conteniendo glicerol durante 6 horas. 

Nótese el mayor tamaño de las células del interior (capa medular) en 

contraste con las externas (capa cortical). x60. 

Foto V.18 Sección externa de un pretalo cultivado en las mismas condiciones 

que la foto anterior. Son visibles la gran cantidad de vesículas de Golgi en 

la periferia de la célula. ~17000 









Foto V.19 Pretalo cultivado durante 6 horas en PES 70 + 0.3 M glicerol. 3 

células internas unidas por puntuaciones (pit-connections), al mismo tiempo, que 
....- de e ! ! ~  s i i k  eitíxificsis. NL?W. 

Foto V.20 La misma situación que la anterior, pero compara el difemte grado 

de asociación entre los cuerpos osmofilicos de ambas fotografías. ~5400. 









Foto V.21 Pretalo cultivado en glicerol durante 6 horas y mostrando cierta 

actividad celular. La división nuclear "podría" encontrarse en la telofase. ~22000. 

Foto V.22 Campo intracelular de una célula interna de un pretaio cultivado en 

PES 70 + 0.3 M glicerol durante 6 horas. Nótese la presencia de mitocondrias 

(m), 2 núcleos (n), granos de almidón (a) y cuerpos osmofiíicos (co). ~22000. 

Foto V.23 Sección (1.5 pm) de un pretalo cultivado en medios conteniendo 

glicerol durante 1 día. ~200. 









Foto V.24 ~ecci6n de la zona exterior de un pretalo cultivado en glicerol 
O 

durante 1 día. Visibles son los granos de almidón (a), los cuerpos osmofilicos 

(co) y las vesículas de Golgi, cerca de la periferia celular (flechas). x7700. 

Foto V.25 Célula de un pretalo de 1 día en medios conteniendo glicerol. Nota 

4 vesículas de Golgi (puntas de flechas) en la superficie celular. ~10000. 

Foto V.26 Sección de una célula del interior perteneciente a un pretalo de 1 día 

en medios PES 70 + 0.3 M glicerol. Visibles son las mitocondrias (m), granos 

de almidón (a), núcleos (n) y cloroplastos (c) con ficobilisomas (puntas de 

flechas) y plastoglóbulos (p). Además nótese que los tilacoides siguen 

manteniéndose paralelos entre sí. ~20000. 









Foto V.27 Formación de protuberancia en un pretalo creciendo en PES 70 + 
0.3 M glicerol durante 3 días. Sección semifina de 1.5 pm y teñida con azul de 

toluidina. x60. 

Foto V.28 Campo celular del pretalo anterior. Las flechas marcan las zonas 

probables para el comienzo de la citocinesis. x100. 

Foto V.29 Región externa del pretalo crecido en presencia del glicerol durante 

3 días. Nótese los núcleos (n), granos de almidón (a) y numerosos dictiosomas 

(flechas). ~5800. 









Foto V.30 Parte de una célula exterior de un pretalo cultivado durante 3 días en 

presencia del glicerol. Nótese la presencia de numerosas dictiosomas (d) y de las 

vesículas de Golgi (vg), además de, las vesículas de formación (cara Cis) 

asociadas a los ribosomas. ~35150. 









Foto V.31 Cklula subcortical de un pretalo crecido en glicerol (3 días). Nótese 

la mitocondria (m), cloroplastos (c), vesículas de Golgi (vg) y granos de almidón 

(a). ~13400. 

Foto V.32 C6lula binucleada creciendo en PES 70 + 0.3 M glicerol durante 3 

días. ~20250. 

Foto V.33 Pretalo cultivado en PES 70 + 0.3 M glicerol durante 6 dlas. Nótese 

la tendencia de la célula a estar altamente compactadas y concéntricas. x150. 









Foto V.34 Parte interna de la anterior sección semifina. Nota las células grandes 

centrdes en contaste c m  aquellas que las _rodean. x160. 

Foto V.35 Sección externa de la foto V.33. Nota cómo las células están 

alineadas perfectamente y se alcanza un alto grado de compactación en las capas 

externas. x160. 

Foto V.36 Sección externa de un pretalo visto al microscopio electrónico, 

cultivado durante 6 días en presencia de glicerol. 

Es de destacar la formación de la nueva pared celular después de la 

citocinesis (flecha) y los primeros estadios en la formación de los canales que 

separarán a las células hijas. Nota también las vesículas de Golgi (vg), sacos de 

mucílago (sm) y granos de almidón (a). ~7000. 

Foto V.37 Muestra la zona encuadrada en la foto V.36. Nota los dictiosomas 

M), granos de almidón (a)' y ribosomas (r) asociados a la formación de la nueva 

pared. ~20000. 









Foto V.38 C6lula derior de un pretalo creciendo 6 días en presencia del 

glicerol. Visibles son las mitocondrias (m), núcleos (n) y granos de almidón (a). 

Foto V.39 Celula del interior de un pretalo de 6 días en PES 70 + 0.3 M 

g!iceru!. Conpara el grado de asociación entre ios cuerpos osmofiilcos, así como, 

el grosor de la pared celular. x.5200 









Foto V.40 Pretalo creciendo en glicerol durante 6 días. 

Las celulas de las capas internas se encuentran unidas por puntuaciones 

(pit-connections) . ~5400. 

Foto V.41 Célula binucleada del exterior creciendo en las mismas condiciones 

que en la foto anterior. Visibles son las mitocondrias alrededor del núcleo. ' 

x8600. 

Foto V.42 Sección de un pretalo fotografiada al microscopio óptico después de 
12 en y=eSencia de glicerol. Noh qiie incluso en es&u, se han 

formado yemas, la división celular ocurre en un mismo plano. x50. 

Foto V.43 Parte de la foto V.42 mostrando la región central y la de transición 

hacia una yema (margen izquierdo). x60. 









Foto V.44 Células del interior, de un pretalo cultivado en presencia de glicerol 

durante 12 dias, enlazadas por un pit-connection. De importancia es la enorme 

superficie celular que ha alcanzado los cuerpos osmofílicos. ~5400. 

Foto V.45 Sección externa del mismo material anterior. Nota el contenido 

citoplasmático tan escaso. ~6300. 









Foto V.46 Cloroplasto de una célula interna perteneciente a un pretalo cultivado 

en PES 70 + 0.3 M glicerol durante 12 días. Son visibles los ficobilisomas y las 

zonas de ADN. ~17000. 

Foto V.47 Sección longitudinal de un pit-connection entre 2 células corticales 

de un pretalo cultivado durante 12 dias. x3 1350. 

Fotos V.48-V.49 Parte de una célula interna de un pretalo cultivado en presencia 

del glicerol durante 12 días. Nota en ambas fotos, los núcleos (n), y los 

cloroplastos (c) con sus ficobilisomas (puntas de flechas) y los tilacoides 

dispuestos paralelamente (flechas). ~23700. 









Foto V.50 Sección transversal de 5 pm, teñida con azul de toluidina, de un 

pretalo cultivado durante 2 horas en presencia de PES 70 + 0.3 M glicerol. Nota 

la existencia de las células internas (zona medular) y de las externas (capa 

cortical) . x250. 

Foto V.51 Sección transversal de 5 pm de un pretalo cultivado durante 6 días 

en presencia de glicerol. Nota la proliferacibn de nuevas capas celulares y la 

configuración de una capa subcortical. Tinción con azul de toluidina. x250. 









Foto V.52 Sección longitudinal de un pretalo con 12 días en cultivo con glicerol. 

En este caso, la capa subcortical es más prominente que en los casos anteriores. 

Tinción con azul de toluidina. x70. 

Foto V.53 Secciones longitudinales de un pretalo cultivado en PES 70 + 0.3 M 

glicerol durante 9 días. N6tese las diferncias que genera la tinción específica para 

proteínas (Hg-Azul de Bromofenol) entre los diferentes tipos celulares. x100. 









Foto V.54 Sección longitudinal de un pretalo de 3 días de edad en presencia del 

glicerol. Nótese como la tinción de Schiff (PAS) reacciona con el componente 

mucilaginoso de la pared. x150. 

Foto V.55 Sección longitudinal, teñida con PAS, de un pretalo cultivado en PES 

70 + 0.3 M glicerol durante 12 días. Nótese que la configuración celular de la 

yema es completamente distinta a la vista en la foto Iíí.17. 7200. 







Implicaciones morfogenéticas del glicerol. 
Resultados. 

Resumiendo los sucesos ocurridos durante el cultivo "in vitro" de 

pretalos de C, &ry~hom tanto a nivel macrosc6pico como microscópico, 

podremos decir: 

1) El aumento del tamaño del pretalo, a lo largo de los 12 días de 

duración de la morfogénesis, está sustentado por la inducción temprana de la 

división celular a las 2 horas de cultivo en presencia del glicerol (Foto V.8, V.9). 

Este crecimiento fue más patente entre el día 1 y el 6. 

2) El mayor número de yemas se formó pasados los 3 días de 

cultivo en PES 70 +0.3 M glicerol, prolongándose en algunos casos hasta los 12 

dfas, periodo en el cual se había estimado la completa morfogénesis, y por lo 

tanto, nos encontrabamos con masas morfogenéticas ya depigmentadas. 

3) La formación de yemas lleva aparejada la disminución de los 

granos de almidón (Foto V.44, V.45) y la acumulación de lípidos (V.39, V.44). 

La disminución de los granos de almidón, muy probablemente, está 

relacionada con la emisión de yemas siendo extremadamente notable en los 

últimos estadíos del desarrollo de las masas morfogenéticas. 

Los lípidos si bien se encuentran en todas las dlulas 

(internaslexternas) desde el inicio del seguimiento (Foto V. 14, V. 18), a medida 

que tiene lugar el crecimiento se sitúan en las dlulas más internas, ocupando 

toda la superficie celular. Este hecho coincide con la oclusión de las cdlulas 

internas por las nuevas cavas celulares que se están generando. 



V .4 DISCUSION 

V.4.1 EFECTOS DEL GLICEROL Y LA LUZ EN EL DESARROLLO 

DE LOS PRETALOS. 

El glicerol promovió en las carposporas, con todas las 

concentraciones probadas, los mismos efectos descritos en explantos por Robaina 

(i988j: i j crecimiento Zj desarroiio morfogenético y 3 j depigmentaci6n del 

maierial. 

Paralelamente, otro hecho sienificativo fue la obtención de masas 

susceptibles de separación (friables) las cuales permitían un incremento de la 

biomasa aigai. 

Efecto sobre d crecimiento; 1e &piementación 

El cultivo en medios conteniendo glicerol permitió el desarrollo de 

masas morfogenéticas, las cuales no lograban cierto grado de cohesión a 

intensidades entre 60-100 pE m-2 S'' y terminaban sepadndose. Pero además, en 

PES 70 + 0.3 M glicerol, los budding-masses sufrieron depigmentación. 

La depigmentación observada en las masas morfogenéticas 

(budding-masses) puede ser un efecto concomitante con la alta tasa de crecimiento 

y morfogénesis. La depigmentación tarda más en aparecer tanto si las masas son 

transferidas a medios líquidos como a nuevos medios sólidos, aunque ambos 

contengan glicerol. 

El hecho de que el recultivo de estas masas morfogenéticas en 

medios PES permita recuperar la pigmentación y desarrollarse como talos en 

estos medios, aunque con un mayor número de ejes de crecimiento, sugiere 

tambitn que el glicerol promueve algún tipo de cambio metabólico que a largo 
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plazo afectaría a la supervivencia del cultivo: retirada de fósforo, degradación de 

las membranas fotosintéticas, etc. 

En la bibliografía revisada se señala que para la metabolizacidn de 

glicerol, en bacterias y plantas superiores, es necesaria la fosforilación del mismo 

usando ATP (Hunter 1953, Stumpf 1955). Al mismo tiempo, los bajos niveles de 

fosfato limitarí'an la vía de la fotofosforilación y de la transferencia de electrones 

vía ATPIADP y con ella la disminución de las tasas de fotosíntesis (Harris & 

Kirk 1969, Farquhar & von Caemmerer 1982). 
2 -1 Las interacciones entre la luz (265 pE m' S ) y la presencia de 

glicerol (0.5 M) recogidas por Lewitus & Caron (1991b) en los cultivos de 
a 

Pyrenornona~ salina no son comparables a las de domhom. La inhibición ; 
del crecimiento en E miin_~ es explicable porque la presencia de sustratos i 
orgsinicos puede inhibir la sintesis de determinados compuestos involucrados en 

O 
n 

la fotoprotección (carotenoides, Hanis & Kirk 1969) o en la enzima encargada J 

de la fijación del C02 (Ribulosa 1 ,S bifosfato carboxilasa oxigenasa, Hase 1971). i 
Esos mismos cultivos a concentraciones de glicerol inferiores (0.2 M) no se ven 

afectados. 

No creemos, sin embargo, que la depigmentación sea debida 

exclusivamente a la disminución en la concentración de nutrientes, ya que, en tal 

caso, la zona principalmente afectada sería el centro del pretalo. La 

depigmentacidn en G, doryphora se caracteriza por comenzar desde las zonas 

más externas hacia el interior. 

Para comprobar si la depigmentación se debla a un aumento en las 

necesidades de nutrientes debido a la alta tasa de crecimiento, hemos mantenido 

un cultivo de pretalos de G, domhom los cuales han sido recultivados 

semanalmente. De estas observaciones, nosotros sospechamos que la presencia 



de nutrientes (nitratos, fosfatos, vitaminas,. . .) podría balancear los posibles 

desajustes provocados por el glicerol. Con estos estudios adicionales, recogimos 

que un suplemento pen6dico de nutrientes, el cual se acortaría cuánto mayor 

fuese el tiempo en contacto con el glicerol, permitiría la prolongación del 

crecimiento tal y como refleja la re-pigmentación del material en cultivo. 

La disminución de la concentración de nutrientes deteriora al buen 

estado del material en cultivo. En este sentido, existen numerosas referencias que 

deslacan como ia disminuci6n de íos niveles de nitrógeno afecta tanto a los 

pigmentos fotosintéticos (Calabrese & Felicini 1970, Chapman a &, 1978, 

arrninte le DeBoer & Ryther 1977, Hanisak 1983, Kupprs & Weidmr N80, L yvii.w - 
Ryther 1979, Lapinte & Tenore 198 1, Morgan &, 1980, Neish &, 1977, 

Ramus 198 1, Rosenberg & Ramus 1982) como a los niveles de proteínas (Fogg 

1959, Macler 1986, 1988, Syrett 1962). 

El hecho de que en cultivo "in vitro" de & domhom la 

depigmentación del material afecte primeramente a las zonas mis externas, 

contrariamente a lo que se espera si realmente se establece un gradiente de 

nutrientes hace pensar en que estas células son capaces de originar y mantener 

el crecimiento. Debido a esta función de "iniciadora" y "mantenedora" del 

crecimiento se identificaron a estas células como pertenecientes a un núcleo de 

regeneración. Este efecto se retomará en el seguimiento histológico. 

La presencia de un determinado tipo de células capaces de iniciar 

el crecimiento y desarrollo, así como, de desarrollar una función de 

mantenimiento de las mismas es la primera observación de este tipo que se ha 

realizado en algas rojas. 

Consecuentemente pensamos que este núcleo bien podría funcionar 

como un "meristemo" y que su aislamiento nos permitiría tener un cultivo de 

dlulas sobre las cuales poder realizar estudios de crecimiento, desarrollo y 
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diferenciación, entendikndose que todos los procesos estadan controlados por las 

condiciones experimentales (iuz, nutrientes, hormonas, etc.) . De hecho, hemos 

intentado el aislamiento de este "meristemow, y si bien ha sido un pequeño 

experimento-prueba, nos ha permitido constatar que es posible el crecimiento. 

Lawlor y colaboradores (1 988, 1989) han recogido el desarrollo del 

centro del explanto del alga parda Ecklonia radiata cuando el resto ha 

depigmentado y muerto. También en numerosos casos se ha visto la regeneración 

de plantas gametofíticas a partir de explantos depigmentados en cultivo (Fries 

1980, Lee 1985, Polne-Fuller a A, 1986). 

Consistente con la de un núcleo de regeneración en 

ratelouah ~ o m h o ~ ,  existen aspectos similares en la estructura de 

Chroomona mlina cultivada en estos medios (Cheng & Antia 1970, Antia a 
A, 1973). Cabe destacar que el crecimiento de este flagelado en presencia de 

glicerol se caracteriza por la acumulación de grandes cantidades de almidón, lo 

que lleva a una buena parte de las células a aumentar de tamaño y conducirlas a 

la lisis; no obstante dos aspectos contradictorios aparecen en el seguimiento de 

estos cultivos: primero la tendencia, en cierta forma "suicidan, de algunas células 

y segundo la capacidad de otras de continuar reproduciéndose. Esta dualidad en 

el comportamiento de C, salina no puede ser justificada por una posible 

adaptación a los medios con glicerol. Sucesivos controles realizados a lo largo 

dediferentes periodos de tiempo mostraron que todas las dlulas mantienen su 

crecimiento autotr6fico. 

La depigmentación que sufre el material durante los primeros 4 días 

de cultivo bajo la luz roja y/o azul y su posterior recuperación, cuando en luz 

blanca y en las mismas condiciones experimentales no ocurre, es una nueva 



prueba de la existencia de un tipo de célula capaz de adaptarse a estas 

condiciones, permitiendo asi, que los pretalos sigan dividiendose. 

Además el hecho de que el centro de los pretalos se agrande cuando 

el material está siendo recultivado en periodos de tiempo más cortos supondría, 

a falta de más datos, que estas células internas funcionan como una reserva de 

nutrientes las cuales suministrarían la energía necesaria para subsistir en 

condiciones desfavorables. 

Pero el efecto del glicerol no se manifiesta s61o con estos hechos. 

La depizmentación murre r4pidarnentP 8 slewch i~knsiddes hiicitidose 
a 

necesario recultivos muy frecuentes. La intensidad de luz empleada para el 
= O m 

cultivo de pretalos es de vital importancia para el desarrollo del cultivo "in vitro" - e m 

E 

en las mejores condiciones. O 

La rtípida depigmentación sufrida puede ser debida a un uso efectivo 
n 

E 

a 

del glicerol cuánto mayor es la intensidad de luz, que además como se ha n n 

comentado, podría originar un efecto fisiológico inhibitorio. 
3 O 

Las diferencias encontradas entre los cultivos en medios PES 70 + 
0.3 M glicerol en luz blanca y azul o roja, cuando en PES no las habia, permite 

pensar que cuando no está presente el glicerol, el alga puede acelerar o retrasar 

su crecimiento y desarrollo según sus necesidades, sin que por ello se vea 

alterada su estructura. 

En medios conteniendo glicerol, la existencia de diferentes 

condiciones experimentales afectarían al metabolismo. El uso efectivo de esta 

fuente ' de carbono, intensificado por la calidad de luz, @da ptovmar la 

acumulación de algún metabolito, el cual actuaría reprimiendo el desarrollo 

normal de los pretalos. 



Jmplicaciones moñogenéticas del glicerol. 
Discusibn. 

Efecto sobre d patrón: fiabilidad 

La alta produccidn de carposporas vista en el capítulo m, junto con, 

el incremento en el crecimiento, la morfogenesis y la friabilidad de los budding- 

masses, en medios conteniendo glicerol, permite aumentar en un periodo de 

tiempo muy corto (2 meses), la cantidad de material algal disponible para el 

establecimiento de cultivos. 

En medios PES 70 + 0.3 M glicerol, a intensidades de luz blanca 

de 20-30 pE m" S", se desarrollaban budding-mases con un didmetro de 

aproximadamente 2 mm, a intensidades superiores (60-100 pE m'2 S") el 

desarrollo de estas masas no alcanzaban cierto-grado de cohesión y podían ser 

fácilmente fiables por una ligera agitación del medio. Estos nuevos budding- 

masses originados, con un diámetro entre 0.5-1 mm, mantienen la misma 

capacidad morfogenbtica y son capaces de seguir desmembdndose 

paulatinamente. 

Las diferencias, entre los distintos niveles de intensidad, de 

carposporas cultivadas en los medios PES y PES 70 no fueron tan acentuadas 

como las observadas en aquellas cultivadas en medios conteniendo glicerol. 

En ambos medios, los cultivos se caracterizaban por el desarrollo 

de pequeños talos, con varias yemas cada uno de ellos, pero la diferencia más 

notable era el tamaño de estos ejes de crecimiento: cuanto mayor era la 

intensidad, estas ramificaciones eran más cortas, indicando que una elevada 

intensidad de luz puede ser perjudicial para el desarrollo normal del talo. 

El recultivo a intensidades bajas de luz permite el desarrollo normal 

de los pretalos. 



En lo referente al patrón altamente friable presentado por los 

pretalos cultivados bajo luz azul y/o roja, creemos que en medios PES 70 + 0.3 

M glicerol el aumento de esta fiabilidad en 1. masas morfogenkticas es causado 

posiblemente por una activa metabolización del glicerol. Recordemos que el 

patrón morfogen6tico y friabilidad de los pretalos en presencia de las calidades 

de luz tiene lugar entre 7 u 8 días de cultivo. 

Es de destacar tambih que bajo las mismas condiciones 

experimentales, los pretalos cultivados en medios sin fuente de carbono no 

mostraron ninguna diferencia con aquellos cultivados en luz blanca (20-30 pE m-2 

- - 
m 
O 

La pérdida de algún tipo de polisacárido estructural como 
- O m 

E 

consecuencia de esta canalización del glicerol podría ser la causa de la presencia O 

de este patrón fiable. n 

E 

a 

Se sabe que los efectos del glicerol están asociados a variaciones o 
n n 
n 

cambios tanto en la composición de las paredes celulares (Kloareg & Quatrano 3 
O 

1988) como en la morfología de la célula (Lewitus & Caron 1991a,b). 

La fiabilidad y los efectos de la luz (cantidad y calidad) son los 

fenómenos a desarrollar en una línea futura de investigación. 

V.4.2 ESTUDIO HISTOLOGICO DE LOS PRETALOS EN MEDIOS 

PES 70 + 0.3 M GLICEROL. 

a) Uitrastructura celular. 

Plastidios. 

La bibliografía consultada recoge casos donde los cloroplastos 

pueden verse afectados durante el cultivo en presencia de una fuente de carbono. 



Implicaciones morfogenéticas del glicerol. 
Discusión. 

El glicerol puede causar una reducción de los componentes 

fotosintéticos, afectando al contenido y composición pigmentarios y a la 

organización tilacoidal (Shihira-Ishikawa & Hase 1964, Antia a &, 1969, 

Doermel & Brock 1971, Faust & Gantt 1973, Ellis a A, 1981, Lewitus gf A, 
1991a,b). 

Las dlulas de Euglena eraciiis, al ser cultivadas en presencia de 

acetato (Bates & Hurlbert 1970, Droop I974), padecen la disminución del 

contenido de clorofilas y la actividad fotosintética (App & Jagendorf 1963, 

Buetow 1967). 

La represión total de la fotosíntesis y de la síntesis de clorofilas, por a 

efecto de las condiciones nutricionales, en cloroplastos ya existentes no ha sido i 
- 

registrada (Mego 1968, Nigon & Heizmann 1978, Schiff 1980), a excepción del 

caso presentado por Vannini (1983) en I-, praciiis la cual fue cultivada en un 

exceso de acetato (1 % en lugar del 0.1 % que es la concentración óptima). a E 

2 

Nuestros resultados no recogen ningún cambio en los cloroplastos 

de las células internas del pretalo (Foto V.46, V.48, V.49), mientras que, en las 2 

externas se encuentran completamente degeneradas (Foto V.45). Esto sería otra 

prueba que explicaría por qut? la pigmentación se mantiene en la zona interna del 

pretalo. 

Sin embargo, en experimentos ultrastructurales paralelos con 

pretalos de esta misma alga mantenidos bajo las mismas condiciones 

experimentales, pero suministrando luz continua, mostraron plastidios de 

diferente forma y comprimidos en la membrana plasmática con un sistema 

tilacoidal completamente degenerado (Foto V.56). 

Entre los 3-6 dias de cultivo, este material puede ser recultivado a 

condiciones no estresantes (fotoperiodo 18:6) siendo capaz de retomar un 

desarrollo normal de los plastidios. 



Este hecho, aún a falta de estudios más prolongados, podría ser 

explicado por la disminución de la concentración de nutrientes o por un uso 

efectivo del glicerol (los pretalos crecen más rápidos en presencia de luz continua 

pero al mismo tiempo depigmentan antes). 





Foto V.56 Parte de una célula interna de un pretalo cultivado en PES 70 + 0.3 

M glicerol a 17.6 pE m-' S''. Nótese la presencia de cloroplastos degenerados. 

~7000. 







Impiicaciones morfogenéticas del glicerol. 
Discusibn. 

La deficiencia de nitrógeno supone para el aparato fotosintético la 

reducción del estroma y el deterioro de la organización tilacoidal (Boussiba & 

Richmond 1980, Yamanaka & Glazer 1980, Stevens a A, 198 1, Wehrmeyer & 

Schneider 1975, Kost a A, 1984, Rhiel L, 1985). 

La utilización del glicerol tambien podría inducir la acumulación en 

el medio de algún metabolito que alteraría el desarrollo del cloroplasto. Cuando 

la concentración de este metabolito fuese baja (máxima la alcanzada a los 6 días 

en estos medios), el recultivo permitiría la "dilución" del mismo. Por el 

contrario, a concentraciones elevadas (9-12 días) se excedería un "cierto nivel 

crítico" y ya no sería posible recuperar el desarrollo normal del cloroplasto. 

Los ensayos control realizados en medios sin glicerol mostraron que 

siempre es posible regenerar los cloroplastos de células cultivadas en PES durante 

periodos prolongados. 

Acumulación & líoidos y almidón, 

La presencia de glicerol está asociada con cambios en la morfología 

y composición celular. Los pretalos de Cr, ~Ioryphora acumulan almidón y 

lípidos, aunque cuánto mayor es el tiempo en cultivo, predominan los lípidos en 

las células más internas (Foto V.32). Este efecto se puede relacionar con un 

incremento en la cantidad de carbono celular y una disminución en el contenido 

de nitrógeno. 

Esta observación es consistente con las descritas para 

Poterioochromona~ salina (Lewitus & Caron 1991b) y en Chlorella 

p~renoidosa (Rodriguez-López 1965) donde se producía una elevada acumulación 

de almidón y lípidos. 

La presencia de enormes gotas lipídicas que ocupan practicamente 

todo el volumen celular en los talos cultivados durante 9-12 días en glicerol son 



un reflejo del desacoplamiento entre los niveles de proteínas y los de 

carbohidratos (coincide con la depigmentación total del material; reacción Hg- 

azul de bromofenol negativa), así como, a la existencia de un tipo celular 

biosintético (en este estado, las células situadas más al interior están 

completamente ocluidas por otras capas celulares). 

Creemos que esta acumulación se debe a un crecimiento 

desequilibrado como consecuencia de la dificultad para la difusión de los 

nutrientes. 

La disminución del tamaño de los granos de almidón a medida que 

transcwm e! tiempo en glicerol =podría indicar que el almidón está siendo 
a 

digerido. Esta actividad autofigica es notable en células, las cuales sufren 
N - 
m 
O 

procesos de diferenciación, como son las esporas de las algas rojas (Matile 1975, - O 

m 

Tsekos 1981, 1985). 
E 

o 
La reacción positiva con mercurio azul de bromofenol n E 

a 

(determinación de proteinas) en la misma zona donde se recoge una reacción de 
n 
n 
n 

I/IK y PAS ha sido relacionada con la posible existencia de una actividad 
3 

fosfatasa dcida (~sekos 1985, Tsekos A, 1985). 
O 

El hecho de que los granos de almidón en algas rojas se digieran en 

los compartimentos líticos desarrollados a partir de membranas del retículo 

endoplasmático, a diferencia del almidón situado en los plastidios, que es digerido 

en ellos, permitiría usar este material cultivado "in vitro" para el estudio y 

desarrollo de estos compartimentos (citolisosomas). 

La asociación entre los granos de almidón y los cloroplastos visto 

en Ci idow~hom ha sido recogida en otros muchos casos (Alley & Scott 1977, 

Brown & Weier 1970, Gantt & Counti 1965, Konrad-Hawkins 1974, Kugrens & 

West 1972, Peyriere 1975, Scott & Dixon 1973, Simon-Bichard-Breaud 1972, 

Triemer & Vasconcelos 1977, Wetherbee & West 1977). Estas asociaciones, 



Implicaciones morfogenéticas del glicerol. 
Discusibn. 

como ya se comentó en el capitulo IJI, pueden representar zonas de sintesis y 

degradación del almidón, al ser este sintetizado y degradado en el citoplasma. 

Dictiosoma. 

El aparato de Golgi visto en los pretalos de Grateiou~ia 

d o r v ~ h o ~  tiene una estructura similar a los presentados en otras algas rojas. 

Según las observaciones de Peyriere-Eyboulet (1972), el aparato de Golgi consta 

de 2 caras: una de formación (Cis) y otra madura (Trans). 

En la cara Cis se encuentran las vesículas de transición. Las 

asociaciones que se presentan entre estas y las membranas del retículo e incluso 
a 

ribosomas, sugieren que Cstas vesículas son equivalentes funcionales a los 

citolisosomas, involucrados en la rotura del almidón (Konrad-Hawkins 1974). - 
0 

m 

En la cara Trans se forman las vesículas de Golgi y las cored 
n 

vesicles. La ausencia de las cored vesicles en los talos crecidos en glicerol podría [ 
2 

ser simplemente un efecto de madurez de las mismos. La bibliografia revisada 

siempre señala la presencia de estas vesículas durante los procesos de 2 

carposporogénesis y tetrasporogenesis y en los primeros estadios de desarrollo 

tras la liberación de las esporas (Tsekos 1983, 1985). 

Estas vesículas son ricas en compuestos glucoproteicos y su 

composición estaría en concordancia con la obtenida en & d o r y ~ h o ~  en vista 

de la coloración azul-violeta con la tinción de azul de toluidina (Tsekos 1970) y 

la tinción roja-celeste obtenida con AB-PAS. 

El componente fibrilar (fase cristalina) aparece en la superficie de 

la membrana plasmiitica (Delmer 1987, Tsekos a d, 1993). 

La formación de remolinos que algunas veces se presentan sobre la 

pared celular (Foto V.31) es debida a la alta actividad del aparato de Golgi de 



igual manera que lo describieron Chamberlain & Evans (1973) en Laurencia 

pinnatifida. 

Si asumimos que la cantidad de dictiosomas es indicativa de la 

actividad del aparato de Golgi y de la biosintesis de polisacándos entonces 

podemos decir que estos se presentan en una mayor proporción en medios PES 

70 + 0.3 M glicerol que en medios control. 

Al mismo tiempo, las observaciones realizadas sobre el alga roja 

uniceiuiar Yomniridium cruentum sobre la presencfa de "complejos 

tetraéúricos" en el aparato de Golgi y en la membrana plasmática e involucrados 

tambien en la síntesis de la matriz ce!u!at poMa tener rmt;nr_?nción c m  !es 

talos de dor_v~hoi.ai crecidos en glicerol. La presencia de estos "complejos" 

en cruentum fue posible gracias a la elevada actividad de los dictiosomas y 

la producción de polisacáridos (Jones 1962, Fogg 1966, Ramus & Robins 1975, 

Tsekos 1985, 1988). De llegar a confirmarse esta situación en 1;L boryhora 

sería de un enorme interés, considerando que la pared celular está compuesta 

principalmente de material sulfatado tal como agar y carrageno. (Percival & 

McDowell 1967, Tsekos 1988, Craigie 1990). 

Por tanto, el sistema de los pretalos cultivados "in vitro" en 

presencia de glicerol permitiría un buen punto de partida para futuros trabajos 

sobre la producción de polisacáridos, su biosintesis y los modos de deposición. 

Otro hecho destacado en la ultrastructura de los pretaios de 

Gratelou~ia doryphora es el engrosamiento de la pared celular a medida que 

transcurren los días de cultivo en PES 70 + 0.3 M glicerol hasta la aparición de 

una zona poco densa que, si bien podría tratarse de un artefacto en el 

procedimiento de fijación, el cual originaría la retracción del citoplasma, también 

podría ocurrir que se tratara de la síntesis de un componente nuevo de pared 

(Foto V.15, V.19, V.39). 



Implicaciones morfoge!néticas deJ glicerol. 
Discusión. 

b) División celular y células del núcleo de regenemci6n. 

Desgraciadamente, los estudios ultrastructurales sobre la división 

celular han sido realizados en muy pocos generos y con macroalgas de tipo 

tubular o filamentoso (Davis & Scott 1986, Cole & Sheath 1980, Markey & 

Wilce 1975). Además para nuestro conocimiento en ninguno de las familia 

Cryptonemiaceae a la cual pertenece Gratelou~ia doqmh01.a. 

La dificultad para encontrar un gran número de células en división 

explicaría la escasez de trabajos en esta área. 

Lo que si parece establecido para todos los géneros es la existencia 
a 

de la citocinesis (división del citoplasma) tras la división nuclear (Scott & 
- 

Broadwater, 1990). - 
0 

m 

En C, @omhor& esta sucesión (mitosis-citocinesis) tarnbidn h e  
n 

observada, y con ella, la formación de una nueva pared celular en la que estaría 
2 

implicada la actividad de los dictiosomas. n n 

n 

La citocinesis concluye con la formacidn de puntuaciones @it- 2 

c0nne~0n.s) las cuales terminarán por separarse en las células hijas. No obstante, 

en nuestras muestras hemos observado procesos de citocinesis cuando aún no se 

ha producido la separación del pit-connection. 

La rotura de los pit-connections pueden estar relacionadas con las 

condiciones requeridas para el crecimiento y el desarrollo. Probablemente, las 

células requieren estar fisica y fisiológicamente aisladas unas de otras para 

comenzar la diferenciación celular (Aghajanian & Hommersand 1978). 

La degradación de estas puntuaciones ocurre en una s6la dirección 

y tiene lugar hacia el centro de la masa celular (Chamberlain & Evans 1973). 

Muy probablemente esta es la razón por la cual vemos una mayor cantidad de pit- 

connections hacia el centro de los pretalos de flory~hom. 



Núcleo & regeneración 

Las primeras observaciones histológicas de los pretalos en medios 

sin fuente de carbono mostraron la existencia de diferentes capas de dlulas, de 

las cuales, la más interna era encargada de la génesis de las yemas (capitulo m). 
Los resultados obtenidos con los pretalos cultivados en PES 70 + 

0.3 M glicerol destacan el papel de estas mismas células en el crecimiento y la 

morfogenesis ai constituirse un nucíeo central que genera el resto de las capas 

celulares. 

A pesar de que este núdeo de regenemcih es ~ir.tjvn f n i t ~ ~ ~ ~ ~ e f i t e  
a 

en las primeras horas de cultivo en medios PES 70 + 0.3 M glicerol, a medida - m 
O 

que transcurre el tiempo (9-12 días), las divisiones son menos frecuentes, 
- O m 

E 

ocumendo la división a cierta distancia de este centro. Este hecho estarfa en O 

concordancia con la reacción negativa de la tinción con mercurio azul de n 

E 

a 

bromofenol en estos estadios (Foto V.53). 
n n 
n 

No obstante, este centro no es completamente inactivo siendo capaz 3 
O 

de regenerar nuevas capas celulares cuando las condiciones experimentales son 

adversas e incluso, como veremos, se ha producido la completa depigmentación 

del material. 

Este mismo fenómeno ha sido recogido en m'ces de ciertas 

angiospermas (Raven a &, 1992). 

Las técnicas histol6gicas empleadas por Whittier (1962) en el 

helecho Eauisetum aruense demostraron también que la primera señal para 

inducir el crecimiento fue la formación de un "centro de multiplicación celular" 

compuesto de pequeñas células cuya función era la de dividirse (Kuriyama a L, 

1990). 



Implicaciones modogenéticas del glicerol. 
Discusibn. 

Esta mayor actividad celular en las primeras horas de cultivo en 

medios conteniendo glicerol abre importantes oportunidades para el estudio de la 

mitosis en macroalgas y principalmente en algas rojas. 

e) Formación de yemas. 

La morfogCnesis vegetal depende de una expansión celular acoplada 

a la división. Las células en glicerol se elongan y sufren divisiones más 

raipidamente que en medios donde se encuentra ausente la fuente de carbono. 

La aparición de las yemas coincide con la acumulación y posterior a 

degradación de los granos de almidón en la zona intermedia del pretalo, i 
- 

simultaneamente con la ocupación total de la superficie celular interna de las 

gotas lipídicas . O 

n 

La existencia de una reacción positiva de iodo-ioduro polssico y de i 
2 

PAS, junto con, una reacción positiva para proteínas con el Hg-azul de $ 
bromofenol en la capa subcortical corrobora este hecho. 5 

O 

La bibliografía recoge ejemplos donde la presencia de glicerol 

implica la acumulaci6n de almidón (Antia a A, 1969, Antia p;t &, 1979, Cheng 

& Antia 1979, Faust & Gantt 1973). 

La frecuencia de incorporación de las vesículas de Golgi sobre la 

pared celular podría anticipar dónde se produciría la expansión celular con una 

mayor probabilidad (Konrad-Hawkins 1974). 

Este hecho aún siendo muy difícil de determinar explicarla la 

enorme cantidad de protuberancias que se forman en medios conteniendo glicerol 

comparadas con aquellas surgidas en medios PES y en dónde sólo es posible 

visualizar zonas puntuales. Paralelamente, la degradación de los granos de 

almidón, la enorme vacuolación del citoplasma y la fusión de las vesiculas para 



producir otras de mayor tamaño, en las cdlulas de los pretalos cultivados en PES 

70 + 0.3 M glicerol, suministrarían la suficiente presión para producir la 

extensión de la pared celular. 

Estos resultados son consistentes con la hipótesis de un crecimiento 

y expansión celular dirigido por el potencial de presión (Cleland 1967, 1971, 

1977, Zimmerman 1977, 1978, Brown a &, 1979) en dónde la pared celular 

desempeñaría dos importantes papeles, el primero como "conductora" del 

potencial de presión y ei segundo como "mantenedora" de ia estructura e 

integridad celular tal y como tambitn fue descrito para el alga parda filamentosa 

$~acela&a furcigera (Burns et _tal.. 1982a.b: 1984). 
a 

Los trabajos recopilados sobre la emisión y desarrollo de las yemas 
N - = 
m 
O 

no son abundantes aunque algunos factores han indicado que la discontinuidad de - - e 
m 

E 

la pared celular (Bartinicki-García 1973, Wertz 1974, Toth 1974, Bal a A, O 

1975, Fevre 1977, 1979) y la alteración de la organización vacuolar podrían ser 
n E - 
a 

indicativos de la emisión de una yema. Se sabe que la síntesis y10 degradación 
l n 
n 
0 

de la pared celular involucra la participación de ciertos enzimas (Roland & Vian 
3 
O 

1979). La bibliografía revisada recoge diversos casos sobre la determinación 

citoquímica de la actividad peroxidasa (Henry 1979, Bums &, 1984) o la 

presencia de adenosín trifosfatasa (ATPasa, Coupe & D'Auzac 1980) y fosfatasa 

bcida (ACPasa, Giordani 1980, Tsekos 1991) las cuales permiten esta suposición. 

La alteración de la organización vacuolar está caracterizada por un 

aumento del número de vacuolas antes de la emisión de las yemas y 

posteriormente la disminución de las mismas (Bums J;r A, 1982b). Esta 

alteración está relacionada con la existencia de un elevado potencial de presión 

el cual sería imprescindible para la genesis de la yema. La elevada actividad a las 

que están sometidas estas células es debida a la metabolización de los acúmulos 

de almidón. 



Implicadones morfogenéticas deJ glicerol. 
Discusibn. 

En definitiva, creemos que el papel del almidón celular en medios 

conteniendo glicerol y durante la formación de las yemas es principalmente como 

regulador osmótico, compensando la presión que ejerce la fusión de las diferentes 

vesiculas y la propia actividad de los dictiosomas que aportan los materiales 

necesarios para la expansión celular. 

El glicerol, por si sólo, favorecería el crecimiento de las "yemas" 

primero con la proliferación de capas celulares a partir de las dlulas internas 

(inducción de la división celular a las 2 h) y en estadios más avanzados actuando 

sobre las células de la capa intermedia las cuales tambiCn se dividirh y 

soportarán la acumulación y10 degradación del almidón. 

Es importante tener en cuenta que el metabolismo del glicerol 

conduce a la acumulación de almidón, pero tarnbien, aporta la energía y la fuente 

de carbono necesaria para el crecimiento. 





M. CONCLUSIONES 





(1.) La obtención de esporas, procedentes de la esterilización de 

los explantos Irtiles, es una vía adecuada parala propagación de macroalgas y 

el establecimiento de un cultivo de talos, en condiciones experimentales 

controladas, los cuales nos permitirá el estudio de fenómenos, tales como, la 

fecundación e inducción de carposporas y tetrasporas, así como, conocer el ciclo 

de vida de esta macroalga. 

(2.) Las características físicas del medio de cultivo inducen un 

cambio en el patrón de desarrollo de las carposporas (fijación a la placa en 

medios líquidos-no fijación en medios sólidos). El estudio citológico mostró que 

las cored vesicles no participan únicamente en la adhesión al sustrato, tal y como 
a lo demuestra su presencia en carposporas no fijadas. - 
m " 

(3 .) En este trabajo se recoge la primera aproximación a la génesis 
m 

I O U D ~ ~  d 0 ~ h 0 m .  de las yemas en macroalgas del tipo de Grate 
g 

(4.) A pesar de la aparente homogenidad celular en los talos de las ; 
E - 
a 

algas, se muestra la existencia de diferentes tipos celulares, los cuales ! 
n 
n 

conformarán la capa cortical y medular de la yema, con características % 
5 
O 

fisiológicas distintas. 

(5.) Los talos de C, firyphorq recolectados en la naturaleza son 

capaces de respirar el glicerol si se les incuba previamente en la fuente de 

carbono y en presencia de luz o en oscuridad. Esta respiración se incrementa a 

altas intensidades o en periodos cortos con luz azul; además es mitocondrial y no 

dependiente del efecto fotosintético de la luz. 

(6.) El glicerol reduce la tasa de desprendimiento de oxígeno, 

aunque la fijación de C02 es elevada, lo que se interpreta como un resultado de 

la metabolización del glicerol la cual implica pasos de carboxilación. 

(7.) El glicerol provoca en las carposporas el mismo patrón de 

crecimiento y morfogénesis visto en explantos de & doryhom, en todas las 

condiciones experimentales de cantidad y calidad de luz. 



(8.) La alta intensidad de luz y las condiciones de calidad de luz 

favorecen la morfogénesis y la fiabilidad de los pretalos, entendiéndose que, al 

mismo tiempo, se produce una activa metabolización del glicerol (mgxima 

morfogenesis) y se canaliza esta fuente de carbono hacia la perdida de algún 

polisachrido estructural (fiabilidad). 

(9.) La activa metabolización del glicerol provoca la depigmentación 

del material la cual se debe, a un efecto a corto plazo, relacionado con la alta 

tasa de crecimiento y morfogénesis que favorece la reducción de los nutrientes, 

y otro a largo plazo, en dónde algún tipo de cambio metabólico afectaría al 

cuiuvo. 

(10.) La presencia de un núcleo de regeneración, capaz de originar 

y mantener el crecimiento, nos permitid mantener un cultivo de células sobre las 

cuales realizar estudios de crecimiento, desarrollo y diferenciación. 

(1 1 .) El glicerol provoca cambios ultrastructurales relacionados con: 

1 .- las células del núcleo de regeneración, tales como, aumento de 

la división celular; la acumulación de gotas lipidicas las cuales constituyen un 

tipo celular biosintético; y la presencia de cloroplastos organizados, lo que 

explicaría, no sólo el tipo de depigmentación que se produce, sino tambih, la 

diferencia entre los tipos celulares. 

2.- la morfoghesis generando alteraciones como una intensa 

actividad de los dictiosomas, implicados en la formación y engrosamiento de la 

pared celular y en la formación de yemas; un aumento del tamaño vacuolar y la 

acumulación y degradación del almidón. 
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