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LA ULTRAESTRUCTURA DE LAS ESPORAS DE RHODOPHYTA

ALDO AVANZINI*

RESUMEN

Las carposporas y tetrasporas de las algas de la division Rhodo-
phyta carecen siempre de una pared celular rigida y estdn  enyueltas
en un mucilago transparente. A pesar de los numerosos trabajos de
microscopia electronica de transmision acerca de la esporogénesis,
muy menos ha sido publicado acerca de 1la ultraestructura de la
espora libre.

En esta relacidon se describen algunos aspectos ultraestructurales
de las esporas libres en unas especies de algas rojas marinas y en
el género de agua dulce Batrachospeamuim. Ellos son  sobre todo el
mucilago, las invaginaciones tubutares del plasmalema Yy los
materiales en el citoplasma periférico que parecen tener un  papel
durante la adherencia y la germinacidn de las esporas. Ademis se
discuten las informaciones logradas por tecnicas citoquimicas, como
el rojo de rutenio y el test de Thiery. Brevement se trata también
el aspecto de la espora germinada investigada por el nicroscopio
eletronico de scanning.

Las algas de la divisidon Rhodophyta estan caracterizadas por la
falta de esporas moviles. Todas las  esporas de 1las Rhodophyta
ademds no presentan, por lo menos en las primeras horas después de
la liberacidn al médio acmatico, una pared celular rigida. En lugar
de ella, las tetrasporas, carposporas y monosporas tienen una
envoltura mucilaginosa que parece ser encargada de la proiecci&n y
de la primera adherencia de las celulas a un substrato. Aquella en-
voltura se presenta perfectamente transparente y se puede mirar en
microscopia Gptica por contraste negativo en tinta china o por
coloracidn positiva con ciertos colorantes como el verde Janus o el
rojo rutenio.

Los trabajos acerca de la ultraestructura de las esporas de las
algas rojas describen sobre todo los- varios aspectos de la
esporagénesis. En este sentido he hallado trabajos que describen la
ultraestructura de las carposporas de 15 especies, la de las
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tetrasporas de 11 especies y ademas la de 1as monesporas de 3
especies. En total hay por lo menos 35 publicaciones desde 1970
que describen la esporogénesis en el microscopio electrénico de
transmisidon, pero solo 3 de aquellps trabajos presentan una
fotografia de espora libre. En las varias fases de la esporogénesis
se observa una sucesion de secreciones, producidas sobre todo por
el Golgi, que van a formar la serie de estratos de la pared del
esporangio y el mismo mucilago que envuelve la espora (CHAMBERLAIN
§ EVANS, 1973).

Las investigaciones en curso en nuestro laboratorio se refieren
a la ultraestructura de las esporas después de su salida de los
esporangios. Las esporas son liberadas en capsulas de plistico de
1 ml que contienen agua de mar y un trozito de talo com esporangios
maduros. Después de 1la liberacién, las esporas se quedan sobre el
fondo de las cdpsulas y asi toda la preparacién para el estudio en
el microscopio electrdnico de transmision se hace sin remover las
c€lulas de ese sitio. Las esporas libres estan llenas de cloroplas-
tos y de granos de almidon. Esta ausente el gran vacuolo que se
puede encontrar en las células vegetativas bien desarrolladas. Al
nivel del plasmalema no hay evidentes actividades de secrecidn
durante las primeras horas. El mucilago que ya era transparente en
el microscopio optico, queda también transparente frente a los
electrones, por 1o menos cuando se utiliza el método standard de
preparacion: aldeido glutdrico y tetrdxido de osmio para 1las
muestras, sales de uranio y de plomo para las secciones ultrafinas.
Para hacer visible el mucilago utilizamos la técnica de mezclar el
rojo de rutenio a la disolucidn de tetroxido de osmio durante la
preparacion de 1las esporas (AVANZINI § HONSELL, 1984). Por esa
manera el mucilago aparece como una envoltura de fibrillas al
rededor de la espora (Fig. 1). Esta técnica ya fue wutilizada por
FLETCHER § FLOODGATE (1973) para hacer visible el mucilago de
bacterias marinas. LUFT (1971) estudié las reacciones del rojo. de
rutenio con varias substancias. Los polisaciarides 4cidos y las
substancias grasas presentaron la mayor afinidad para el rojo de
rutenio. Pués polisacidridos dcidos parecen estar presentes en el
mucilago de las esporas.

Si volvemos a investigar el citoplasma de 1las esporas, parece
interesante que algunos autores describan en la fase final de la
esporogénesis unas estructuras semejantes a microtibulos que se
localizan en la parte periférica de las células. Durante el estudio
de las esporas maduras y libres hemos hallado semejantes estructuras

en las tetrasporas de Nitophyffum punctatum Y Acrosornium venulosum,
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y tambien en las carposporas de Gracilaria verrucosa Y »Gaacilania
bunsa-pastonis del Iar Mediterrianeo (Fig.l). Estas estructuras
tienen un diametro constante: en NitophyfLum 25 nm. Pero al final
de la esporogénesis de Caloglossa Leprieunii (TRIEMER § VASCONCELOS,
1977) se encuentran tubulos con un didmetro de 45-50 nm. Por supues
to el tamano puede variar segun la especie. En ciertos casos
excepcionales hemos encontrado tambien trifurcaciones de estos tubu
los en Nitophyffum punctatum (AVANZINI § HONSELL, 1984).

Habria que subrayar que seguramente no se trata de microtubulos,
aunque el didmetro sea muy semejante. Los tibulos de 1as esporas
parecen ser continuos con el plasmalema y sus paredes tienen el
aspecto de una membrana unitaria. Los tubulos aparecen al final de
la esporogénesis y no se encuentran mas después de la germinacidn.
Pues pueden tener cualquier funcidn durante la fase libre de 1las
células, cuando las células todavia carecen de una pared rigida.
Quizds tienen una importancia para la osmoregulacidn de las células,
pero esa es solo una suposicién sin pruebas.

Hasta hoy estos tibulos se han encontrado en unas especies
marinas de Ceramiales, Gigartinales y Cryptonemiales en el curso de
investigaciones ultra-estructurales de los esporangios © de las
esporas. No parecen estar presentes en los esporangios de otras
especies, sobre todo las que pertenecen a otros ordenes, y no estan
presentes en las carposporas libres de la especie de agua dulce
Batrachospermum monilifonme, del Srden Batrachospermales (AVANZINI
et al., 1984). Una investigacion mas detallada de las esporas li-
bres de las algas rojas podra aclarar si la presencia de estos tu-
bulos tiene un sentido sistematico o wuna relacién con el medio
marino.

En un trabajo publicado en el afio 1973, CHAMBERLAIN § EVANS for-
mularon la expresion en ingles 'cored vesicles" para describir nu-
merosas vesiculas presentes en las tetrasporas y carposporas de
Cenamium nrubrum. Estas vesiculas, ocbservadas en el microscopio
electronico de transmisi6n, tienen una estructura de tipo fibrillar
condensadas en su centro (Fig.2). Las investigaciones citoquimicas
indican una naturaleza glicoproteica de estas estructuras. Los
autores vieron en estas vesiculas una materia adhesiva que la espo-
ra secreta su germinacidn. En semejantes vesiculas en la especie
Polysiphonia sertularioides (TRIPODI § DE MASI, 1975) fue demonstra
da la presencia de polisacdridos. La presencia de "cored vesicles"_
ha sido describida en casi todos los trabajos de esporogénesis pu-
blicados. Pero en las carposporas de la Delesseriacea Caloglossa
Leprieunii estas vesiculas faltaban tambien en la ultima fase de la



esporogénesis (TRIEMER § VASCONCELOS, 1877). Nosotros en Triste he-
mos estudiado en el microscopio electronico de transmisidn otras dos
especies de Delesseriaceae: Nitophyflum punclatum y Acnosonium
venulosum. Después de su liberacidon sus esporas tambien careciam de
las numerosas vesiculas con centro condensado. Estaban sin embargo
presentes pequefias estructuras fibrillares aisladas que iban a ser
secretas después de unas horas. Entonces no solo la morfologia de
estos cuerpos fibrillares es un poco diferente de aquella classica
de las vesiculas con adhesivo que ‘se encuentran en otras especies,
también la cantidad de la materia adhesiva parece diferente.

Sin embargo los polisacaridos adhesivos se encuentran en gran
cantidad también en la familla Delesseriaceae, como nos ha revelado
la aplicacidn del test de Thiery en el caso de las tetrasporas 1i-
bres de Nitophyflum punctatum. Este test se efectua con secciones
de muestras preparadas para el microscopio electrdnico de transmisién
y recolectadas sobre un soporte de oro. Grupos glicdlicos cercanos
se oxidan con acido periodico a grupos aldeidicos. Después se ligan
estos ultimos con tiosemicarbazide, una substancia que hace precipi
tar el proteinado de plata que es opaco frente a los electrones.
Asi se visualizan los sitios en los cuales estan presentes polisaca
ridos (HALL, 1978) con un test semejante .a la tecnica PAS en
microscopia dptica. En el caso de Nitophyflum el test de Thiery nos
ha revelado la presencia en el citoplasma periférico de agregados
fibrillares de polisacaridos que antes no estaban visibles y que po
siblemente serian secretados durante la germinacidén de las esporas
junto a los cuerpos fibrillares mas pequefios que ya se pueden  ver
sin el test de Thiery. Ahora estamos investigando otras especies de
Delesseriaceae para ver si hay una ultraestructura de las esporas
que caracteriza toda la familia.

El microscopio electrdnico de scanning no ha sido utilizado tan
frecuentemente para el estudio de las esporas como el microscopio
electrénico de transmisién. Con esta técnica vimos la envoltura de
mucilago de las tetrasporas de Nitophyffum punctatum recolectadas
sobre varios soportes. Tambien estudiamos la morfologia del algula
y su disco de adherencia (AVANZINI et al., 1982). La germinacién de
las esporas de Polysiphonia urceolata fue tambien estudiada en el
microscopio electronico de scanning por FLETCHER (1976). El autor
describié las variaciones en la forma del disco del adherencia sobre
un substrato de pldstico. Anadid también que sobre un substrato de
vidrio el dlgula crecia con un rizoide largo en vez de desarrollar
un disco de adherencia.

Para conservar las estructuras de las algulas sin dafio es necesa
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rio que la desecacidén se haga en anhidrido carbonico liquido con
aparatos para el punto critico. En caso que la desecacion se haga
con etanol y en el aire, muchas células quedan colapsadas. Hace muy
poco traté de utilizar una técnica mas simple y barata, ya utiliza-
da por NATION (1983) para preparar tejidos blandos de insectos. Pa-
sé las esporas, recolectadas sobre el vidrio, al etanol y luego pa-
ra unos minutos al hexametildisilazano, un liquido toxico. Por
ultimo las muestras fueron desecadas en el aire. Aunque los resulta
dos no fueron idénticos a los que se logran con el aparato para el
punto critico, ellos fueron aceptables. No se pudo ver bien el muci
lago de las esporas, pero las células quedaron sin dafios grandes Yy
no colapsaron. Otras investigaciones tendran que confirmar la utili
dad de esta técnica para el estudio de las esporas de las Rhodophy-
ta.
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