
El glicerol como activador 
de la división celular y 
la actividad biosintética del 
alga Grateloupia doryphora 

PILAR GARCÍA JIMÉNEZ 

RESUMEN 

El alga roja Grateloupia 

doryphora creció en medios 

axénicos de agua de mar 
enriquecida (PES) con glicerol 
como una fuente de carbono 
orgánico. Las técnicas 
histológicas, histoquímicas y de 

microscopía electrónica revelaron 
que el glicerol fue utilizado para 
biosintetizar polímeros, 

necesarios para la elongación y 

la posterior división celular, tal y 

como Jo evidenció la acumulación 
de almidón y la actividad del 
sistema de endomembranas. 

ABSTRACT 

Glycerol as a11 activator of cellular 
di vis ion and the biosynthetic of the 
seawed Grateloupia doryphora 

The red alga Grateloupia doryphora 
was grown in axenic culture in 
Provasoli's enriched seawater 
medium (PES) supplemented with 
glycerol as an organic carbon 
source. Histologic and histochemical 
techniques and studies at the electron 
microsope level revealed that 
glycerol was used to biosynthesize 
polymers neededfor cell elongation 
and division as evidenced by starch 
accumulation and endomembrane 
system activity. 
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INTRODUCCIÓN 

l trabajo CIJ que a conti
nuación se presenta tie
ne como objetivo prin
cipal contribuir a la 
mejora de los cultivos 

in vitro de las macroalgas. 

El hecho de que nos centra
mos en las algas marinas viene 
dado por el gran interés indus
trial que éstas despiertan. No 
debemos olvidar que los vege
tales marinos, y principalmen
te las algas rojas y pardas, acu
mulan en las paredes de sus 
células y espacios intercelulares 
determinados compuestos (agar
agar, carrageno) cuyas propie
dades físicas los hacen in
sustituibles en su aplicación 
industrial. 

Por otro lado, su metabolis
mo secundario genera compuestos 
de características químicas y 
propiedades bioactivas, únicas 
en el Reino Vegetal , con acti
vidad farmacológica, antifún
gica, antivírica y antineoplási
ca (Fenical, 1982; McLachlan, 
1985). 

Sobre lo expuesto, el primer 
paso será la obtención y man
tenimiento del cultivo de algas 
que produzcan mayores y me
jores cantidades de compues
tos orgánicos de interés indus
trial y sobre los que se realice 
la extracción de productos 
macroalgales independientemente 
de la existencia de las pobla
ciones naturales. 

La dificultad de cultivar y 
manipular los cultivos de estas 
macroalgas y de mantenerlas en 
condiciones libres de contami
nantes (axénicas) ha hecho que, 
durante muchos años, no se le 
prestase la suficiente atención. 

El desarrollo, relativamente 
reciente, de cultivos axénicos 
de estos vegetales ha dado una 
oportunidad al estudio de los 
requerimientos no sólo nutriti
vos sino al de su crecimiento 
en condiciones controladas. El 
cultivo en condiciones libres de 
contaminantes también ha per
mitido la introducción de di
versas fuentes de carbono. Las 
mismas facilitarían el manteni
miento de cultivos con una alta 
tasa de propagación hasta ge
nerar nuevo individuos. 

En los últimos años hemos 
desarrollado un sistema de pro
pagación in vitro en condicio
nes libres de contaminantes para 
el alga roja multicelular Gra
teloupia doryphora. Dicho sis
tema permite no sólo la propa
gación de carposporas y 
tetrasporas hasta la obtención 
de talos gametofíticos y tetra
sporofíticos sin que se presen
ten los clásicos problemas de 
contaminación que ocurre cuando 
se parte de un material no axénico, 
sino que también, la adición de 
una fuente de carbono eficaz 
para el crecimiento y la mor
fogénes is (emisión de yemas) 
ha posibilitado un aumento en 
la tasa de crecimiento de 4 ve
ces superior a la tasa normal e 
inducido la formación de ye
mas. Esta fuente de carbono fue 
el glicerol y ninguna otra pro
bada: galactosa, glucosa, saca
rosa y manosa, provocó cam
bio alguno (Robaina et al., 1990). 

Para centrar el tema, lo que 
tratamos de comunicar es, a) , 
tenemos un sistema que nos 
permite la obtención de nuevos 
individuos, estando en vías de 
completar el ciclo de vida de 
esta alga en el laboratorio, per
mitiéndonos abandonar la po
blación natural, y, b), la pre
sencia de glicerol ya no sólo es 

importante por su efecto sobre 
el crecimiento, sino que tam
bién forma parte de los pro
ductos de reserva en las algas 
rojas como es el floridosido e 
isofloridosido (compuestos de 
galactosa-glicerol); y que su 
metabolismo favorece la acu
mulación de almidón y otros 
ficocoloides como el agar-agar 
y carrageno (Macler, 1986), los 
cuales, a su vez, han estado 
relacionados con la formación 
de las yemas (Brown et al., 1979). 
En definitiva, conociendo el 
metabolismo del glicerol y la 
ventaja que nos reporta el sis
tema, utilizarlo como una "he
rramienta" que nos permita ac
tuar sobre el crecimiento y la 
acumulación de estos produc
tos, al mismo tiempo que po
demos caracterizar histológica 
e histoquímicamente los cam
bios morfológicos que tienen 
lugar, y correlacionar las va
riaciones en determinados com
ponentes estructurales derivables 
del metabolismo del glicerol 
(aproximación histoquímica) con 
los cambios morfológicos. 

IMPLICACIONES 
MORFOGENÉTICAS 
DEL GLICEROL 

1 material vegetal em
pleado en el seguimien
to del desarrollo y la 
morfogénesis de G. dory-
phora fueron carpos

paras las cuales habían sido li
beradas en placas de Petri, 
conteniendo medios de cultivos 
agarizados. Para ello, las bases 
aplicadas por Robaina (1988) 
para la esterilización del mate
rial vegetal, así como para la 
obtención de carposporas nos 
permitieron mejorar los méto-
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FOTO 1. 

Talos de 
Grateloupia 
doryphora 
de 45 días 
de edad 
cultivados 
en medios 
sólidos 
control 
(PES). x60. 

FOTO 2. 

Masas 
morfogené
ticas de 45 
días de edad 
cultivadas 
en medios 
sólidos PES 
70 + 0.3 M 
glicerol. x60. 

FOTO 3. 

Fotografía al 
microscopio 
óptico de 
células 
pertenecientes 
a las capas 
interna
Intermedia de 
material 
cultivado en 
PES 70 + 0.3 
M glicerol 
durante 2 
horas. Las 
flechas 
indican los 
lugares donde 
probablemente 
comience la 
división del 
citoplasma. 
Sección 
semifina de 
1.5 im teñida 
con azul de 
toluidina. x140. 

dos de propagación del alga roja 
G. doryphora (García-Jiménez, 
1994). 

El estudio del crecimiento y 
el desarrollo fue seguido desde 
las 2 primeras horas hasta los 
12 días en cultivo. Para ello se 
dispuso de aproximadamente 950 
carposporas repartidas en 8 pla
cas de Petri conteniendo me
dios agarizados normales (4 pla
cas) y conteniendo glicerol (4 
placas) . Durante cada uno de 
los tiempos descritos, 25 espo
ras de cada medio fueron reco
lectadas y preparadas para su 
visualización al microscopio óp
tico y al electrónico. 

RESULTADOS 

i bien las carposporas cul
tivadas en presencia del 
glicerol era el material 
idóneo sobre el que ca-
racterizar los cambios 

morfológicos y la acumulación 
de derivados del glicerol, lo cierto 
es que este hecho pasaba por el 
conocimiento previo de "su patrón 
normal", es decir, aquel que tenía 
lugar en ausencia de la fuente 
de carbono. 

Las técnicas de histología e 
histoquímica, junto con, las de 
microscopía electrónica han cons
tatado no sólo los cambios es
tructurales que tienen lugar so
bre este tipo de material hasta 
la formación de una nuevo talo, 
sino también las posibles alte
raciones en el patrón de creci
miento. 

El examen del material, en 
medios conteniendo glicerol, re
veló un modelo de disposición 
celular muy diferente al encon
trado en medios control. Esto 
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se debe al hecho de que el cre
cimiento en medios con glice
rol induce un patrón de creci
miento diferente al encontrado 
en medios control (Fotos 1,2). 

El material a estudio mos
traba, en el momento inicial, 
una forma esférica con 3 capas 
diferenciadas (externa, intermedia 
e interna), mientras que, en es
tadios más avanzados ya se dis
tinguía la presencia de yemas. 
En este sentido, diremos que 
este aumento de tamaño de las 
carposporas está sustentado por 
una inducción temprana de la 
división de las células internas 
a las 2 horas de cultivo en pre
sencia del glicerol (Foto 3), hecho 
que no fue visto en los medios 
control. 

El mayor número de yemas 
se formó pasados los 3 días de 
cultivo en glicerol, prolongándose 
hasta los 12 días. Simultánea
mente, con la formación de ye
mas se obtiene la disminución 
de los granos de almidón y la 
acumulación de lípidos. 

La disminución de los gra
nos de almidón (Foto 4), muy 
probablemente, está relaciona
da con la emisión de las ye
mas, siendo extremadamente 
notable en los últimos estadios 
del desarrollo. 

Los lípidos si bien se en
cuentran en todas las células 
(internas/externas) desde el inicio 
del seguimiento (Foto 5, 6), a 
medida que tiene lugar el cre
cimiento se sitúan únicamente 
en las células internas, ocupando 
toda la superficie celular (Foto 
7). Este hecho además coinci
de, a nivel macroscópico, con 
la depigmentación total del ma
terial de cultivo entre los 9-12 
días y, a nivel microscópico, 
con la oclusión de las células 

FOTO 4. 

Sección de las 
capas interna
intermedia del 

material 
cultivado 

durante 6 días 
en medios 

contenieno 
glicerol. 
Nótese 

la escasa 
presencia 

de los granos 
de almidón 
(a). x13000. 

FOTO 5. 

Célula interna 
de material 

cultivado 1 día 
en presencia 
del glicerol. 

Nótese la 
escasa 

presencia de 
los granos 

de almidón (a), 
lípidos (cuerpos 

osmofílicos, 
co), núcleo y 
cloroplastos 
(e). x120000. 

FOTO 6. 

Célula externa 
de material 

cultivado en 
PES 70 + 0.3 M 

glicerol 
durante 1 día. 

Nótese la 
presencia de 
almidón (a), 

lípidos (cuerpos 
osmofílicos, co), 
mitocondrias (m) 
y cloroplastos(c). 

x17000. 
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internas por las nuevas capas 
celulares que se están generan
do, al mismo tiempo que se acen
túan las diferencias entre los 
distintos tipos celulares. 

En medios control, la for
mación de yemas ocurre entre 
los 2-3 meses por lo que estos 
cambios se producen paulati
namente y son más difíciles de 
determinar. 

La disposición celular en la 
yema en medios con glicerol 
se caracterizó por células dis-

FOTO 7. 

Células internas 
del material 
cultivado 
durante 9 días 
en presencia 
del glicerol. 
De importancia 
es la enorme 
superficie 
celular que 
ocupa los 
cuerpos 
osmoft1icos 
(co). xBOOO. 

puestas concéntricamente y muy 
compactadas (Foto 8), con un 
alto grado de división en un 
sólo plano. En los medios sin 
fuente de carbono fue normal 
observar una capa cortical o ex
terna y una medular o interna 
constituida por células elongadas, 
las cuales se originaron a par
tir de sucesivas elongaciones y 
bifurcaciones de las células in
ternas de la carpospora (Gar
cía-Jiménez, 1994). Estas ye
mas tienen una estructuración 
celular similar a la que presen
tan Jos talos en la naturaleza. 

Corte longitudinal de material cultivado en PES 70 + 0.3 M 
glicerol durante 6 días. Nótese la tendencia de las células 
a estar altamente compactadas. x150. 

Estas observaciones nos permiten 
afirmar que en medios con gli
cerol no existen yemas en sen
tido estricto. 

Paralelamente al crecimien
to y la emisión de yemas se 
observa que, a nivel ultrastruc
tural, se sucede el engrosamiento 
de la pared celular (Foto 9) . En 
este sentido, el número de dictio
somas o de aparatos de Golgi 
incrementan a medida que trans
curre el tiempo de cultivo en 
glicerol (Foto 1 O) . 

COMENTARIOS Y 
PERSPECTIVAS 
FUTURAS 

* El establecimiento de una 
línea de cultivo in vitro con
trolada nos permite propagar las 
carposporas y tetrasporas axénicas 
a medios líquidos con sistema 
de aireación donde se manten
drán los talos tetrasporofíticos 
y gametofíticos. Estos talos tienen 
la particularidad de ser un ma
terial mantenido durante largos 
periodos de tiempo en condi
ciones controladas en nuestro 
laboratorio y, por tanto, del que 
se conoce la fase del ciclo, edad, 
etc. Las algas, así mantenidas, 
servirán para estudiar cuáles son 
los requerimientos necesarios 
para inducir el desarrollo de las 
tetrasporas, el número de talos 
gametofitos femeninos, la fe
cundación y la obtención de los 
talos carposporofíticos. 

Esta línea de investigación 
ha tenido su continuación con 
la publicación de diversos tra
bajos en revistas internaciona
les (Rodrigo y Robaina, 1996), 
así como en la realización de 
una Tesis Doctoral (Rodrigo M., 
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fecha sin determinar) en la que 
se abordan los cambios fisioló
gicos y morfológicos que tie
nen lugar durante la formación 
de tetrasporas. 

* El estudio de las caposporas, 
a nivel ultrastructural, indica la 
disminución del tamaño de los 
granos de almidón la cual ha 
sido descrita previamente en 
callos de tabaco (Brown et al., 
1979). En este caso, los auto
res estimaban que el papel del 
almidón podría ser tanto de "su
ministrador" de esqueletos de 
carbono y energía, como de re
gulador osmótico durante la for
mación de yemas. 

En G. doryphora, este almi
dón funcionaría como regula
dor osmótico debido a que la 
presencia del glicerol como fuente 
de carbono ya suministraría todo 
el carbono y energía necesaria 
para el crecimiento (García-Ji
ménez, 1994; García-Jiménez 
et al., 1996). 

También, como hemos di
cho anteriormente, el material 
a los 9-12 días se depigmenta 
completamente. La depigmenta
ción del material afecta prime
ramente a las células más ex
ternas contrariamente a lo que 
cabría esperar si se establece 
un gradiente de nutrientes (2) . 

Simultáneamente, el recultivo 
del material completamente de
colorado a nuevos medios im
plica la repigmentación de las 
células de la zona interna. 

Experimentos paralelos nos 
han indicado que estas mismas 
células, en condiciones experi
mentales adversas, son capaces 
de regenerar nuevas capas ce
lulares. Este hecho, junto con 
la presencia de enormes gotas 
lipídicas en toda la superficie 
de las células internas en estos 

FOTO 9. 

Células de la 
capa interna 

de un material 
de 6 horas en 

PES 70+ 0.3 M 
glicerol. 

Compárese 
el grado de 

asociación entre 
los cuerpos 
osmofílicos 

(co), así como 
el grosor de la 

pared celular 
(pe). x5000. 

últimos estadios, podría indi
carnos la existencia de un de
terminado tipo celular capaz de 
iniciar (son las que se dividen 
en las dos primeras horas) y 
mantener el crecimiento. 

Estos hechos además son re
flejo, por un lado, de la acu
mulación del carbono celular y 
de la disminución del conteni
do de nitrógeno (equivale a la 
depigmentación total del mate
rial), y, por otro, de la existen
cia de un tipo celular biosintético 
(en este estado, las células del 

FOTO 10. 

Parte de una 
célula interna 

procedente 
de material 

cultivado 
durante 3 días 

en medios 
conteniendo 

glicerol. Nótese 
la presencia de 

numerosos 
dictiosomas 
(d). x25000. 

interior están completamente 
ocluídas por otras capas celu
lares y muy probablemente su 
capacidad fotosintética está re
ducida). 

Cuando el recultivo se hace 
a medios que no contienen la 
fuente de carbono, hemos ob
servado, que tiene lugar el pa
trón normal de desarrollo. Esto 
significa que estas células es
tán siempre disponibles, por lo 
que, su aislamiento puede sig
nificar el mantenimiento de un 
cultivo de células libres sobre 
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el cual se pueda ejercer cierto 
control, enfocándo el metabo
lismo hacia la acumulación de 
carbohidratos o hacia el desa
rrollo normal de los talos. 

En cuanto al engrosamiento 
de la pared celular, existen re
ferencias que indican que a lo 
largo de diferentes fases del ciclo 
de determinadas algas se pro
duce la predominancia de un 
componente de la pared celular 
(Mukai et al., 1981; Gretz et 
al., 1980). En G. doryphora, 
éste puede ser debido a la acu
mulación de productos deriva-

NOTAS 

1. El mismo forma parte de la Te
sis Doctoral desarrollada en 
el Departamento de Biología 
de la U.L.P.G.C., bajo la di
rección de los Ores. D. An
gel Luque Escalona y D. Ra-

GLOSARIO 

Cultivos axénicos: según la termi
nología aceptada por la So
ciedad Española de Fisiolo
gía Vegetal (Boletín 8, 1988) 
y la Tissue Culture Association 
(volumen 17, 1983) la defini
ción de cultivo axénico es aquel 
carente de hongos, bacterias, 
virus, micoplasmas y otros 
microorganismos. 

Medios de cultivos agarizados: son 
medios que, teniendo como 
base el agua de mar y la adi
ción de algunos nutrientes y 
vitaminas, se les ha solidifi
cado con agar. 

Carpospora: es una única célula 

dos del metabolismo del glice
rol. Sin embargo, este detalle 
debe ser objeto de un estudio 
detenido para determinar qué 
componentes polisacarídicos son 
susceptibles de acumularse. 

La relación del aparato de Golgi 
con la síntesis de estos polisacáridos 
y con la formación de la pared 
celular también está ampliamen
te documentada (Ra-mus, 1972; 
Konrad-Hawkins, 1974; Tsekos 
1985, Liu et al., 1992). Esto es 
perfectamente correlacionable con 
la enorme cantidad de dictioso
mas que hemos encontrado en 

fael Robaina Romero. 

2. Se entiende que la depigmentación 
del material está estrecha
mente relacionada con la di
minución de los niveles de 

capaz de germinar y dar lu
gar a nuevos individuos, de
nominados talos tetrasporofí
ticos. 

Tetrasporofito: Talo productor de 
tetrasporas, normalmente 
diploide. 

Tetraspora: 4 células producidas 
por meiosis en el tetrasporofito 
de las algas rojas. 

Gametofito: Talo originado a partir 
de la germinación y desarro
llo de la tetraspora. Son 
haploides y la fusión del 
gametofito femenino y mas
culino dará lugar al talo que 

medios conteniendo glicerol en 
comparación con los pocos pre
sentes en medios normales. 

Por tanto, el sistema de cul
tivo in vitro desarrollado para 
G. doryphora es un buen punto 
de partida para trabajos sobre 
la producción de polisacáridos, 
su biosíntesis y los modos de 
deposición, al mismo tiempo que 
el cultivo en medios conteniendo 
glicerol, permite aumentar en 
un periodo de tiempo muy cor
to (2 meses) la cantidad de ma
terial algal disponible para el 
establecimiento de cultivos. 

nutrientes, principalmente ni
trógeno, y que ésta deberá 
ser más acentuada en las 
células del interior, puesto que 
no existiría una correcta di
fusión de los mismos. 

sustenta las carposporas. 

Almidón: Polisacárido de reserva 
compuesto de uniones glu
cosídicas á 1-4, 1-6, y 1-3 
que se encuentra en las al
gas rojas. 

Células biosintéticas: son células 
que tienen reducida o anula
da su capacidad fotosintética 
y subsisten a partir de los 
productos de reserva acumu
lados. 

Aparato de Golgi: Orgánulo de re
cepción y/o síntesis de sus
tancias que son preparadas 
para su expulsión. 
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