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ULTRAESTRUCTURA DE ESPOROFITOS JOVENES DE Macrocystis pyrifera
(Linnaeus) C. Agardh (PHAEOPHYCEAE, LAMINARIALES).

César A. Cérdoval, Nélida S. Tejadarr y Mariela A. Gonzalez?

RESUMEN

Se investigd el desarrollo anatémico de esporofitos jovenes de Macrocystis pyrifera obtenidos a partir
de cigotos en cultivos de laboratorio. Los talos eran monostromaticos luego de dos semanas de creci-
miento y las células eran similares entre si, fotosintéticas y conectadas por campos de puntuacion
primarios. A las cinco semanas, los talos eran poliestromaticos y estaban diferenciados internamente
en meristodermo, corteza y médula. Filamentos cribosos longitudinales aparecieron en la médula, de-
sarrollandose de la corteza interna y rodeados por una matriz intercelular. Cada elemento criboso pre-
sentaba un nucleo, cloroplastos y varios plasmodesmos, los cuales estaban distribuidos mas o menos
al azar en paredes transversales o agrupados en campos de puntuacién primarios en paredes
longitudinales. Luego de nueve semanas, los talos eran mas gruesos y estaban diferenciados
morfolégicamente en una lamina, estipite y grampén rizoidal. Ademas de los filamentos cribosos, apa-
recieron filamentos menores o «hifas» en la médula. Se discute el desarrollo del esporofito joven y la
relacion de nuestras observaciones con estudios en otfras algas pardas.

ABSTRACT

The anatomical development of young sporophytes of Macrocystis pyrifera obtained from zygotes in
laboratory cultures was investigated. Thalli were monostromatic after two weeks of growth, and cells
were similar, photosynthetic, and connected by primary pit fields.

Thalli were polystromatic and differentiated internally into meristoderm, cortex and medulla in the fifth
week. Longitudinal sieve filaments appeared in the medulla developing from the inner cortex and they
were surrounded by an intercellular matrix. Individual sieve elements contained a nucleus, chloroplasts
and several plasmodesmata, which were more or less randomly distributed in transverse walls or they
were grouped in primary pit fields in longitudinal walls. Thalli were thicker and differentiated morphologically
into a single lamina, stipe and rhizoidal holdfast after nine weeks. In addition to sieve filaments, smaller
flaments or «hyphae» appeared in the medulla. Possible developmental pathways to adult stages and
the relationship of our finding with other studies for brown algae are discussed.
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INTRODUCCION

Laespecie Macrocystis pyrifera(L.) C. Ag.
(Phaeophyceae, Laminariales, Lessoniaceae)
es el alga de mayor tamano conocida. Habita
principalmente en el submareal rocoso y estad
ampliamente distribuida en las costas
subantarticas del hemisferio Sur y en las del
QOeste de Norteamérica (Ricker, 1987). En
Sudamérica, donde se la conoce cominmente
como «huiro» o «cachiyuyo», habita las cos-
tas del Perd, Chile y Argentina (Kihnemann,

1970; 1972; Ramirez & Santelices, 1991).
El esporofito adulto se caracteriza por ex-
hibir un alto grado de especializacién morfo-
anatémica (Parker, 1971; Lobban, 1978;
Schmitz, 1981). Presenta un talo diferencia-
do en frondas (incluyendo estipite, flotador,
ldmina) y grampdn (Fritsch, 1945; Parker,
1971, Schmitz, 1981) y, desde el punto de vista
anatémico, muestra un meristodermo, una cor-
teza de células parenquimdticas y una médula
formada por "hifas", tubos cribosos y filamen-
tos trompeta, estos ultimos asociados a la
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translocacion de fotosintatos (Oliver, 1887;
Sykes, 1908; Parker & Diboll, 1966; Parker,
1971; Barrales ~r al., 1981; Grenville et al.,
1982; Nanez & Alveal, 1988). Sykes (1908)
realizé un detallado estudio del crecimiento y
la diferenciacién de talos adultos de M.
pyrifera basandose en observaciones sobre
plantay macroscépicas. Hasta el momento, no
existe una descripcion anatémica de estadios
Juveniles que permita entender el desarrollo
de esta especie. Por ello, el objetivo del pre-
sente estudio es proporcionar informacién so-
bre la ultraestructura de esporofitos jovenes
de hasta nueve semanas de incubacién, obte-
nidos a partir de cultivos en el laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Se recolectd esporofitos fértiles de M.
pyrifera manualmente, mediante buceo
SCUBA, del submareal rocoso (2 m de pro-
fundidad) dc¢ Punta de Parra (36° 40" S; 72°
S8 W), Octava Regidn, Chile, en marzo de
1991. El matenial, sumergido en agua de mar,
fue trasladado al laboratorio en una camara
de aislamiento térmico.

Fragmentos de talo de 2 x 2 mm conte-
niendo soros fueron colocados en placas petri
con agua de mar enriquecida con solucién de
Provasoli y se incubd en una camara de culti-
voa 15 °C, con un foloperiodo de 16:8 (L:O)
' una densidad de flujo foténico de 3.5 pyEm’
sl Luego de 24 horas y una vez liberadas
las meiosporas, se elimmaron los trozos de
talo. Los gametofitos resultantes permanecte-
ron en fas mismas condiciones de cultivo has-
ta la aparicion de los primeros esporofitos. Los
esporofitos fueron colectados con una pipeta
Pasteur y se distribuyeron, agrupados de a
cuatro, en una placa multicelda, donde se de-
sarroilaron bajo las mismas condiciones an-
teriores, excepto la de;nsi‘dad de flujo foténico,
que fue de 35 uEm™s’

Para el estudio al microscopio electrénico
de transmisiéon (MET) se fijaron esporofitos
de ] a 9 semanas de incubacién, en una solu-
ctén de acroleina 10% y glutaraldehido 10 %
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en tampodn cacodilato de sodio 0,2 M (pH 7.2)
durante 12 h. La postfijacion se realizd en
tetréxido de osmio al 2 % por 2 h. La deshi-
dratacién se llevé a cabo con una serie ascen-
dente de acetona, para luego infiltrar ¢l mate-
rial en resina Spurr por 12 h a centrifugacién
lenta (Glauert, 1974). Se cfectuaron cortes de
40 a 50 nm de espesor con cuchilla de vidrio
en ultramicrétomo Sorval MT 5000 y se
tifieron con acetato de urantlo y citrato de plo-
mo (Reynolds, 1963). Finalmente, fueron ob-
servados en un MET Philips EM 200. La me-
dicién del didmetro de los poros en las pare-
des celulares se hicieron en fotografias de mas
de 1000 aumentos. Cortcs de | um de espesor
se colorearon con azul de totuidina al 1% y se
observaron al microscopio ptico.

RESULTADOS

Los esporofitos de 2 semanas de edad pre-
sentan un talo aplanado monostromatico (Fig.
1). Las c€lulas que lo componen tienen una
pared delgada, formada principalmente por
microfibrillas paralelas a la superficie celu-
lar, y sobre su cara externa se deposita una
«cuticula» microfibrilar. El nicleo ocupa gran
parte del volumen celular, los cloroplastos, de
ubicacién parietal, son elipsoidales con 6 a
10 lamelas y se observan una o mds vacuolas
(Figs. 1y 2). Entre células contiguas existen
campos de puntuacién primarios con
plasmodesmos de un didmetro promedio de
poro de 38,8 nm (Fig. 3).

A las 3 semanas de edad, los talos tienen
de 3 a4 capas celulares de espesor, las que no
presentan diferencias morfoldgicas importan-
tes entre si (i1g. 4). Ademds, sus caracteristi-
cas citologicas son similares a las de células
del estadfo anterior. Los camipos de puntua-
cién primarios siguen siendo comdnmente
obscrvados (Figs. 5y 6), con un didmetro pro-
medio de poro de 34,9 nm.

En talos de 5 semanas de edad, ya se ob-
serva diferenciacion celular. Es posible reco-
nocer células del meristodermo, de la corteza
y de la médula (Fig. 7), a la vez que las




Ultraestructura de esporofitos jovenes

Meristodermo (M), corteza (Co), médula (ME), «cuticula», pared celular (PC), nlcleo (N), nucleolo
(nu), cleroplasto (C), mitocondria (MI), campo de puntuacién (CP) y plasmodesmos (P).

Figs. 1-6. Observaciones al M.O. (1y 4) y al ME.T. (2, 3, 5y 6) de cortes transversales de
esporofitos jovenes de M. pyrifera. Figs. 1-3. De dos semanas de edad. Figs. 4-6. De tres
semanas de edad. Fig. 1. Talo uniestratificado. Barra = 2 nm. Fig. 2. Célula con una gruesa
«cuticula», cloroplasto con 7 bandas de tilacoides y nucleo prominente. Barra = 0,2 nm. Fig. 3.
Campo de puntuacién. Barra = 0,05 nm. Fig. 4.Talo de tres hileras de células. Barra =2 m. Fig.
5.Campos de puntuacion en la pared celular en vista longitudinal. Barra= 0,5 nm. Fig. 6. Campos
de puntuacion en vista tangencial. Barra = 0,4 nm.
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Meristodermo (M), corteza (Co), médula (ME), «cuticula», pared celular (PC), nucleo (N), nucleoclo
(nu), cloroplasto (C), mitocondria (Ml), campo de puntuacion (CP) y plasmodesmos (P).

F'gs. 7-14. Observaciones al M. O. (7 y 11) y al M.E.T. (8-10 y 12-14) de cortes transversales de
esporcefitos jovenes de M. pyrifera. Figs. 7-9. De cinco a seis semanas de edad. Figs. 11-14. De
siete a nueve semanas de edad. Fig. 7. Corte longitudinal del talo mostrando meristodermo, corte-
za y médula. Barra = 20 nm. Fig. 8. Filamento criboso de la médula mostrando un campo de
puntuacion lateral (flecha) compartido con un filamento adyacente. Barra = 1,25 nm. Fig. 9. Ele-
mento criboso con campos de puntuacién. Barra = 2,5 nm. Fig. 10. Campos de puntuacién con
plasmodesmos asociados con sistemas de membranas (flechas). Barra = 0,5 nm. Fig. 11. Corte
longitudinal del talo mostrando meristodermo, corteza y médula. Barra = 20 nm. Fig. 12. Area
cribosa con plasmodesmos. Barra = 0,5 nm. Figs. 13 y 14. Areas cribosas con plasmodesmos, apa-
rentemente distribuidos al azar, asociados a reticulo endoplasmico y mitocondrias. Barra = 0,2 nm.
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pléntulas incrementan el nimero de capa:. ce-
lulares. Las células del meristodermo son pe-
quenas y presentan varios cloroplastos simj-
larcs a los descritos. Las células corticales son
de mayor tamano, con un ndcleo relativamente
mds pequeno que el de las células del
meristodermo, un menor ndmero de
cloroplastos y un citoplasma reducido por la
presencia de una gran vacuola central. Se re-
conocen numerosos campos de puntuacién
primarios con plasmodesmos. En la regidn
medular, se observan filamentos longitudi-
nales de células de 5 a 10 um de didmetro,
con una matriz jntercelular amorfa abundante
(Figs. 7, 8 y 9). Presentan nicleo, mitocondrias,
cloroplastos y un mayor nimero de vacuolas
de menor tamafio que en las células corticales.
Las mitocondrias estdn concentradas en la
cercania de la pared transversal de los fila-
mentos (Fig. 8). Dicha pared, que oscila entre
5y 10 ymde didametro, se encuentra atravesa-
da por numerosos plasmodesmos con un did-
metro de poro de 43,5 nm.

En algunos casos, estos plasmodesmos se
encuentran distribuidos al azar; en otros, agru-
pados en la periferia y relativamente mas ais-
lados entre sien la zona central. En las cerca-
nias de los mismos se puede observar reticulo
endoplasmico (Figs. 8, 10 y 12). En ocasio-
nes, se pueden ver campos de puntuacidn pri-
marios con plasmodesmos conectando fila-
mentos medulares contiguos a través de sus
paredes laterales (Fig. 8).

Entre la sétima y novena semana de edad,
Jos talos presentan un mayor nimero de cs-
tratos celulares (Fig. 11) y estan constituidos
poruna ldmina, un estipite y rizoides. Frgcuen-
temente. y tal como en estadios mds jévenes,
se observan campos de nuntuacidn primarios
comunicando células del meristodermo, cé-
lulas de Ja corteza y células meristodérmicas
y corticales entre si. En la médula, los fila-
mentos longitudinales presentan plasmo-
desmos apurentemente dispuestos al azar en
sus paredes transversales (Fig. 14), en la cual
- observan dos capas. la interna mds
electrodensa que la externa (Fig. 13). Los po-

Ultraestructura de esporofiios jovences

ros presentan un didmetro promedio de 38.3
nm. Ademas. en la médula existen otros fila-
mentos mas delgados, que se disponen oblicua
o transversalmente, conectandose directamente
con células de la corteza mtema (Fig. 11).

DISCUSION

Los esporofitos de Macrocystis pyriferade
hasta dos semanas dc edad presentan un talo
uniestratificado con células indiferenciadas.
con alta capacidad de division y de realizar
Fotosintesis, caracteristicas que s6lo se man-
tienen en las células de fos estratos externos
hasta las nueve semanas de duracidn del estu-
dio. Estas caracteristicas corresponden a las
células del meristodermo ya descritas por
Fritsch (1945) v Parker (1971) en plantas adul-
tas del orden l.aminartales. Las cclulas
parenquimaticas de la corteza que se diferen-
cian posteriormente, coincide con lo sefiala-
do para esporofitos adultos de M. pyviifera
(Pairker, 1971) y de M. integrifolia (Shih et
al., 1983).

La presencia de campos de puntuacién con
plasmodesmos en el meristodermo y corteza
ha sido también senalada para ejemplares
adultos de otras especies de algas pardas, ade-
mas de M. pyrifera (Parker y Huber, 1965).
Asi, Davieseral,, (1973), Sideman y Scheirer
(1977), Schmitz y Kihn (1982) y Chung et
al., (1987) los citaron en Laminaria. Scrosati
(1993) en Lessonia, Bisalputra (1966) en
Egregia y Fucus, McCully (1965; [968) en
Fucus y Scrosati (1992) en Desmarestia. El
didametro promedto de los poros, aqui presen-
tado, se encuentra comprendido entre los va-
lores dados por dichos autores, aproximada-
mente entre 30 y 60 nm. kn esporofitos jove-
nes de M. pyrifera de solo dos células,
Gherardint y North (1971) también observa-
ron poros en la pared transversal, pero dis-
puestos de manera atslada. Las células de la
corteza se diferencian posteriormente como
resultado de divisiones anticlinales y
periclinales, coincidiendo con lo sefialado para
¢:porofitos adultos de M. pyrifera (Parker.
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1971) y de M. integrifolia Bory (Shih et al.,
1983).

Los primeros filamentos longitudinales
aparecen en la médula a la quinta semana de
edad, y cs el resultado de la diferenciacién de
las células mds internas de la corteza. Asi, pau-
latinamuvnte se produce un alargamiento
longitudinal de dichas células, formacién de
nuevos tabiques transversales y produccion de
abundante matriz intercelular, 10 que va sepa-
rando a los filamentos medulares de las célu-
las de la corteza mterna. [Los cambios obser-
vados en el protoplasto coinciden, en gene-
ral, con las observaciones efectuadas sobre
procesos semejantes en Nereocvsies (Schmitz
& Srivastava. 1976), Laminaria (Schmitz &
Srivastava, 1974; Sideman & Scheirer, 1977)
y Alaria (Schmitz & Srivastava, 1975). Ade-
mds de Jos plasmodesmos de la pared trans-
versal de estos filamentos, también se obser-
van campos ¢ puntuacién primarios conec-
tando paredes laterales, estructuras que toda-
vid no han sido descritas hasta el presente en
estudios anatémicos de otras especies del or-
den Laminariales. Es probable que dichas es-
tructuras se produzcan alli durante la forma-
cidén de las células, a partir de la corteza inter-
na. Sykes (1908) afirma que en etapas poste-
riores, la continua separacién que se produce
entre los filamentos medulares podria ser el
principio de conexiones filamentosas entre los
mismos a partir de esos campos de puntua-
cion.

A las nueve semanas de cultivo, la médula
s€ va engrosando como resultado de la incor-
poracién de nuevos filamentos longitudinales
que se diferencian desde la corteza, de la con-
tinua formacién de matriz intercelular y de Ja
produccién de los filamentos llamados «hifas»
(Sykes. 1908; Fritsch, 1945) o filamentos aso-
ctados (Parker & Huber, 1965) por parte de
fas células de la corteza interna.

Es va conocida la importancia que tienen
los «tubos cribosos» ' o filamentos cribosos
perimedulares en la translocacién de sustan-
cias a lo largo del talo adulto de Macrocystis
(Parker, 1965: 1966; Shih er af., 1983). Las
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células que los componen (elementos
cribosos) tienen placas cribosas con poros
entre 0,45 um y 4.50 um de didmetro, segin
las especies, la edad de la planta y la ubica-
cién anatémica (Parker & Huber, 1965;
Schmitz, 1981; Hay, 1986; Nuriez & Alveal,
1988). También se sefiala la presencia de otros
filamentos en la médula, de posicion mds in-
terna, los llamados filamentos trompeta
(Smith, 1939) o filamentos cribosos medulares
(Esau, 1969). Los elementos cribosos que o
constituyen poseen dreas cribosas (término
utilizado aquf segin Esau, 1969; Sideman &
Scheirer, 1977; Schmitz, 1990), con poros de
mucho menor didmetro (Parker & Huber,
1965). Los filamentos trompeta serian
homologos a los «tubos cribosos», pero se
formarian en etapas mds tempranas de Ja vida
del esporofito. La caracteristica forma de
trompeta se produce debido a la tensidn dife-
rencial al crecer la planta en longitud; ade-
mas, 10s poros finalmente se ocluyen con
calosa, perdiendo asi su capacidad de
translocacién (Sykes, 1908, Schmitz, 1990).
En el caso de los filamentos medulares
longitudinales aqui descritos, su ubicacién y
las caracteristicas de sus paredes transversa-
les y de los poros que hay en ella permiten
suponer que se trata de Lo primeros {ilamen-
tos cribosos en formacién, los que se diferen-
ciarian en filamentos trompeta al crecer la
planta. Los grupos de poros hallados en fa pe-
riferia de las paredes transversales de algu-
nos filamentos longitudinales medulares han
sido observados en dpices de plantas adultas.
Sykes (1908) postula que esas estructuras se-
rfan etapas intermedias en la formacién de los
grandes poros de 10s «tubos cribosos», en un
proceso que nvolucra la sintesis y posterior
degradacién de materiales de la pared celular,
dado que el didmetro de los poros encontra-

' El término «ubos cribosos» figura aqui entre
comiilas porque, si bien estas estructuras de las
Laminatiales son bastante parecidas a los tubos
cribosos del floema de las plantas vasculares te-
rrestres. difieren en algunos aspectos importantes
(Esau, 1969; Schmitz. 1990).



dos en las paredes transversales de estos pri-
meros filamentos cribosos es semejante al de
los campos de puntuacién primarios y, debi-
do a que no hay diferencias ultraestructurales
importantes entre ambos, se ha llamado
plasmodesmos a las conexiones citoplasma-
ticas que los atraviesan, criterio seguido tam-
bién por Parker & Huber (1965) y Parker
(1971). Dichas paredes transversales podrian
ser consideradas como campos de puntuacién
primarios especializados (Sideman &
Scheirer, 1977). El didmetro de poro medido
aqui en estas paredes es uno de los menores
entre los encontrados en elementos cribosos
de ejemplares macroscépicos de otras algas
pardas (Schmitz, 1990). Para determinar si los
filamentos medulares longitudinales de talos
de 9 semanas de M. pvrifera cumplen ya la
funcién de transiocacién de fotosintatos, es
necesario llevar a cabo estudios fisiolégicos.

En este estudio se han reconocido aspec-
tos de la ontogenia de las etapas juveniles de
los esporofitos de M. pyrifera.
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