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RESUMEN

Gracilaria corticata (J. Agardh) es una especie ampliamente distribuida en
el océano indico y que hasta la fecha no habia sido reportada para el Mar
Caribe. Estudios recientes de comparaciones moleculares indican que esta
presente en la Peninsula de Araya, dado que poblaciones de Gracilaria en las
localidades de EI Rincon y Punta Escarceo poseen secuencias de ADN
idénticas a las de materiales de Tanzania e Iran. En este trabajo se describe la
morfoanatomia y los procesos ontogénicos de las estructuras reproductivas de
poblaciones de G. corticata de Venezuela. Las algas fueron colectadas a
mano, preservadas en solucion formalina/agua de mar al 4% hasta su traslado
al laboratorio donde se coloco al 2%, luego fueron separadas de acuerdo a la
fase del ciclo de vida (gametofitos femeninos, gametofitos masculinos y
tetrasporofitos). Para los estudios anatdmicos y ontogénicos se prepararon
laminas de microscopio semipermanentes. Se obtuvieron microfotografias
usando una camara digital, fijada con un adaptador a un microscopio
compuesto. Gracilaria corticata es aplanada, con ejes en forma de cinta
ramificados dicotébmica a irregularmente, de color rojo a purpura o pardo a
verdoso, de consistencia membranosa. Los conceptaculos espermatangiales
son de tipo “henriquesiana’. El cistocarpo es muy prominente, en forma de
protuberancias, presenta células nutritivas tubulares. Las células gametofiticas
tubulares se fusionan con otras células gametofiticas vecinas a través de pit-
connections secundarias. Los tetrasporangios son radialmente alargados y se

encuentran dispersos en la superficie, presentando division decusada cruzada.
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INTRODUCCION

Las algas rojas incluyen aproximadamente 6 000 especies, abundan en
aguas tropicales claras y corrientes célidas (Starr y Taggart, 2008). En su
mayoria son algas marinas macroscoépicas benténicas que viven en la franja
intermareal, con algunas especies adaptadas a vivir en aguas profundas, con
muy poca iluminacion (Dawes, 1986). Varias algas rojas son de suma
importancia econémica, bien sea como fuente de alimentos para el consumo
humano (especialmente en Asia y Oceania) o de sustancias coloidales de
importancia industrial (agar-agar, agarosa y carragenina), como es el caso de
las algas pertenecientes a la familia Gracilariaceae (Hau y Lin, 2006), de las
cuales se extrae la mayor parte del agar-agar producido en el mundo (Oliveira
et al., 2000).

Las especies de importancia econdmica de la familia Gracilariaceae
pertenecen a los géneros Gracilaria, Gracilariopsis e Hydropuntia, los cuales
estdn estrechamente relacionados entre si y son muy parecidos
morfolégicamente, de manera que en muchos casos es muy dificil establecer
cudl es el Género exacto al que pertenece una especie determinada. Por esta
razon, las algas rojas de estos tres géneros se conocen también como algas

gracilarioides (Oliveira y Plastino, 1994).

Todas estas algas gracilarioides se caracterizan por presentar talo erecto
fijo a un sustrato por hapteros disciformes, de los cuales surgen uno o mas ejes
de morfologia y ramificacién altamente variable de acuerdo a la especie y a las
condiciones ambientales. Estructuralmente, el talo esta formado por una region
central conocida como meédula, que consiste de células grandes no
pigmentadas, de apariencia parenquimatosa, la cual es rodeada en toda la
periferia del talo por una corteza, constituida de una a varias capas de células
pequefias y activas fotosintéticamente. Muchas veces aparece también una

subcorteza de transicion entre la médula y la corteza. El crecimiento en longitud



de los ejes es producido en ultima instancia por una célula apical ubicada en el
extremo de cada eje, la cual es pequefia y de contorno triangular cuando es
observada frontalmente. La division de la célula apical, de las células iniciales
de las ramas carposporangiales, de los tetrasporangios y de Ilos
espermatangios, ocurre mediante cortes longitudinales oblicuos coéncavos-
convexos caracteristicos (Oza, 1976; Fredericq y Hommersand, 1989; Oliveira
y Plastino, 1994).

El ciclo de vida de estas algas es del tipo trifasico isomorfico, también
conocido como tipo Polysiphonia, con gametofitos y esporofitos
(especificamente, tetrasporofitos) independientes, de vida libre, e idénticos
morfologicamente. Ademas de estas dos fases, ocurre una tercera fase,
reducida y parasitica, sobre los gametofitos femeninos, conocida como
carposporofito. Una de las caracteristicas mas distintivas de la familia es que la
rama que produce los gametangios femeninos, o rama carpogonial, consiste
Unicamente de dos células, y que una vez que el gametangio femenino o
carpogonio es fertilizado, éste se fusiona con células gametofiticas adyacentes
no predeterminadas ni diferenciadas, formando una célula de fusion generativa,
a partir de la cual se forma progresivamente el carposporofito. La célula de
fusion suele ser visible inclusive en los cistocarpos maduros (Fredericq y
Hommersand, 1989).

Los gametos masculinos o espermacios son producidos a partir de células
corticales superficiales diferenciadas, formando soros superficiales, o bien, a
partir de filamentos internos, producidos dentro de conceptaculos o criptas que
se sumergen en el talo. Los tetrasporangios se producen a partir de células
corticales superficiales, las cuales sufren agrandamiento, meiosis y citoquinesis,
dando lugar a tetrasporangios con un patron de division cruzado o decusado

cruzado (Fredericq y Hommersand, 1989).



Por su importancia como productoras de agar, las algas rojas han sido
intensamente estudiadas e investigadas en las Ultimas décadas, con la finalidad
de conocer su biologia y refinar su taxonomia, para mejorar la exploracion y el
cultivo comercial (Oliveira y Plastino, 1994; Oliveira et al., 2000). Sin embargo,
un aspecto tan fundamental como la taxonomia especifica del grupo continda
siendo muy problematica. Este aspecto es importante para los fines aplicados,
puesto que especies genéticamente diferentes, aunque morfolégicamente
idénticas e inclusive simpatricas, pueden tener produccion de agar y calidad del

gel completamente diferentes.

El género Gracilaria fue propuesto por Greville en 1830, en su monografia
sobre las algas de las Islas Britanicas (Greville, 1830). Desde esa fecha han
ocurrido numerosos cambios en la nomenclatura del grupo, siendo reconocida
actualmente una Familia (Gracilariaceae) y un Orden (Gracilariales) exclusivos
para estas algas (Oliveira y Plastino, 1994). Asi mismo, se aceptan
aproximadamente unas 150 especies de Gracilariaceae (Kim et al., 2006), con
mas de 300 nombres especificos propuestos en la literatura que aguardan
revision (Bird, 1995). El reconocimiento de especies ha sido sumamente
complicado, debido principalmente al gran nUmero de especies descritas y a la
escasa cantidad de caracteristicas morfologicas que puedan ser propuestas
como criterios estables e inequivocos para delimitar estas especies (Oliveira et
al., 1983). Por una parte, la morfologia de las especies es altamente variable de
acuerdo a las variaciones en el ambiente, y por otra, especies genéticamente
diferentes muchas veces pueden tener una morfologia practicamente idéntica,
de manera que actualmente las técnicas de sistematica molecular,
especialmente las comparaciones de ciertas secuencias homdlogas de ADN,
han sido fundamentales para el esclarecimiento de la diversidad especifica de
estas algas en varias partes del globo (Bird et al., 1992; Bellorin et al., 2002;
Gurgel y Fredericq, 2004; lyer et al., 2005; Gargiulo et al., 2006).



En Venezuela, las algas gracilarioides han sido investigadas desde la
década de los sesenta con la finalidad de obtener biomasa para la produccion
de agar- agar, inicialmente en la Peninsula de Paraguana, por Rodriguez (1989)
de la Universidad Central de Venezuela, y luego en el Oriente del pais, en
particular en la Peninsula de Araya, por parte del Instituto Oceanografico de
Venezuela por varios investigadores Lemus 1992 y 1998 ; Brito y Lemus 1996 ,
en cuanto a la revision taxonomia del grupo fue revisada por Ganesan
1989,Silva et al., 2003 ; Brito y Silva 2005. En el pais, las técnicas modernas de
sistematica molecular fueron aplicadas en macroalgas por primera vez por
Bellorin et al. (2002), quienes sefialaron que la mayor parte de las especies han
sido mal identificadas sobre la base de la morfologia y, asi mismo, refiere

nuevas adiciones a la flora marina de Venezuela.

Una de las especies que amerita estudios detallados es la especie
descrita por Rodriguez (1989), bajo el nombre Hydropuntia pauciramosa. De
acuerdo a los resultados de comparaciones moleculares efectuados por Bellorin
(2002), esta especie de morfologia achatada, con ejes en forma de cinta
ramificados dicotdmica a irregularmente, no es distinta genéticamente de una
especie morfolégicamente similar ampliamente distribuida en el Océano indico,
denominada Gracilaria corticata, la cual fue descrita por primera vez por C.
Agardh en el siglo XIX (Bellorin, 2002) y nunca antes habia sido reportada para
el Mar Caribe, posiblemente por desconocimiento y por la dificultad de
establecer las identificaciones correctas Unicamente con base en la morfologia.
De esta manera, Gracilaria corticata es el nombre valido para Hydropuntia
pauciramosa en Venezuela y para muchas colecciones previas de Gracilaria
identificadas erroneamente con el nombre Gracilaria mammillaris, Gracilaria

foliifera y otros (Bellorin, 2002).

Hasta el momento, G. corticata (0 H. pauciramosa) es poco conocida en

Venezuela. Es por ello que con el presente trabajo se realizo una descripcion



detallada de la morfologia y el desarrollo ontogénico de las estructuras
reproductivas de esta especie, sobre la base de material colectado en la
Peninsula de Araya, con el propdsito de confirmar si el material venezolano
posee las caracteristicas morfologicas distintivas de la especie y contribuir a un

mejor entendimiento de la taxonomia de este importante grupo de algas.



METODOLOGIA

Area de estudio

Las muestras de G. corticata fueron recolectadas en la localidad de Punta
Escarceo (10°40°10.32°'N, 64°1548.94°0) y el Rincon (10°38°36.07 N,
64°14°14.84°°0), situadas ambas en la costa norte de la Peninsula de Araya,
Estado Sucre, Venezuela. (Figura 1). Estas zonas se caracterizan por presentar
sedimentos arenolimosos, con oleaje y corrientes fuertes durante la mayor parte
del afio. En estas localidades fue identificada una poblacién estable de G.

corticata por Bellorin (2002).
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Figura 1. Ubicacion geografica del area de muestreo de Gracilaria corticata.



Metodologia de campo

Los ejemplares fueron colectados manualmente mediante buceo libre y
también de material arribado a la orilla por el oleaje. Los ejemplares colectados
fueron preservados en solucién de formalina en agua de mar al 4% para su
fijacion durante 24 horas, luego se almacenaron en solucion de formalina/agua
de mar al 2%. En total se realizaron tres colectas en los dias 12/12/2009,
20/02/2010 y 24/07/2010.

Metodologia de laboratorio

En el laboratorio se hizo la separacidén de los ejemplares de acuerdo a la
fase del ciclo de vida (gametofitos femeninos, gametofitos masculinos y
tetrasporangios) mediante el microscopio esteroscépico. Se crearon laminas de
herbario que fueron incorporadas a la coleccion de la Ficoteca del Instituto
Oceanografico de Venezuela. Asi mismo se hicieron cortes transversales y
longitudinales a mano bajo el microscopio estereoscopico, usando hojillas, para
la preparacion de laminas de microscopio semipermanentes para los estudios
anatomicos y ontogénicos. Posteriormente, los cortes obtenidos fueron
coloreados con una solucion acuosa 1% azul de anilina (acidificada con HCI),
fijandolos con una solucién acuosa de glucosa de maiz (karo) al 30%. Cada una
de las preparaciones de interés fue fotografiada con una camara digital
Panasonic modelo Lumix DMCFZ30, acoplada a un microscopio compuesto
Motic modelo BA400. Las imagenes fueron transformadas a escala de grises y
optimizadas en cuanto al brillo y contraste con el programa Adobe Photoshop
CS2. En el microscopio se hicieron las observaciones anatémicas de interés y
se tomaron las medidas de las estructuras con un micrémetro ocular. Para el
estudio del desarrollo ontogénico y postfertilizacion se hicieron cortes seriados
en las regiones fértiles del talo y se observaron los cambios que ocurren en las

estructuras reproductivas.



RESULTADOS

Se reporta por primera vez para Venezuela y el Mar Caribe la especie
originalmente descrita para el Indo-Pacifico Gracilaria corticata (J. Agardh) J.
Agardh, la cual crece sumergida a poca profundidad en afloramientos rocosos,
generalmente de forma gregaria, en varias localidades de la costa norte de la
Peninsula de Araya. Gracilaria corticata en nuestro pais ha sido confundida con
otras especies aplanadas de Gracilaria, especialmente con G. mammillaris y
recientemente con G. pauciramosa; de hecho, la validez de esta Ultima especie
parece dudosa a la luz de los resultados obtenidos. En este trabajo se
presentan descripciones morfoanatdmicas detalladas de los procesos
ontogénicos en las estructuras reproductivas de esta especie, con la finalidad

de identificarla definitivamente.

HABITAT

Los talos de G. corticata viven en la zona submareal superior (hasta
aproximadamente un metro de profundidad), adheridos a rocas y otros
substratos duros, normalmente en lugares sometidos a la accién de un oleaje

moderado a fuerte.

HABITO

Gracilaria corticata es un alga macroscopica con talo erecto y fijo a un
sustrato por un pequefio disco del que surgen una o varias frondes erectas
ramificadas, las cuales alcanzan una altura de 5-20 cm, y el ancho de los ejes
es de 0,2-0,5 mm. La morfologia de sus ejes y ramas es en forma de cintas con
ramificacion dicotomica (hasta 10 ordenes), raramente tricotomica e irregular
con proliferacion en sus bordes y apices obtusos (Figura 2 A-D). Se caracteriza
por presentar consistencia membranosa. La planta produce unos brotes

laterales delgados que nacen desde la base del talo conocidos como estolones.



La coloracion normalmente es de rojo a purpura o pardo-verdoso en los
especimenes frescos, mientras que en los especimenes secos va desde
morado a negro. Las estructuras reproductivas se encuentran en la capa
cortical del talo. En el caso de las estructuras cistocarpicas éstas son visibles
ya que se presentan como protuberancias o tumores en la superficie del talo.
Sin embargo, los tetrasporangios y las estructuras reproductivas masculinas

sé6lo son visibles en un corte al microscopio.

A

Figura 2. Habito de G. corticata colectada en la Peninsula de Araya.

ANATOMIA VEGETATIVA

Estructuralmente el talo estd constituido por constituido por una corteza, la cual
es la capa que rodea toda la periferia del talo, y esta formada por 1 a 2 hileras
de células, una subcorteza y por una meédula, la cual estd compuesta por 6 a 9

capas de hileras de células que van aumentando gradualmente al centro del



talo (Figura 3). Comparativamente, las células corticales en el talo de G.
corticata son cuadrangulares o subcuadrangulares y van desde 0,5 a 1,5 pym
1,75 a 2,5 um de alto. La subcorteza, la cual es la capa de transicion entre la
corteza y la médula, consiste de células de forma globosa y van desde 1,56 a
2,44 pm de ancho por 2,44 a 4,2 um de alto; mientras que en la médula se
encuentran células grandes no pigmentadas que van desde 4,82 a 7,41um de
ancho por 4,44-8,52 um de alto. En esta especie se nota claramente la

evolucion que hay entre las células que conforman la estructura vegetativa.

Corteza

Medula

Figura 3. Anatomia Vegetativa de G. corticata.

DESARROLLO ONTOGENICO MASCULINO

Los ejemplares masculinos de G. corticata recolectados en la Peninsula
de Araya presentan espermatangios producidos dentro de conceptaculos
profundos (87,5-539 um) y compuestos por varias cavidades (2-4), los cuales
invaden los espacios intercelulares en la médula y abren por un Unico poro (tipo

“henriquesiana”).
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Estos conceptaculos se originan por la proliferacion de sistemas de
filamentos fértiles, los cuales se sumergen en la corteza, subcorteza o0 médula,
bordeando entonces el fondo y las paredes de los conceptaculos. Inicialmente,
estos filamentos son derivados de células corticales intercalares, los cuales
producen, mediante cortes longitudinales céncavos-convexos sucesivos, células
fértiles o células madre espermatangiales (cme) dispuestas en filamentos, las
cuales producen distalmente uno o varios espermatangios a traves de

divisiones transversales desiguales o concavos-convexos (Figura 4).

.

ke o

Figura 4. Diferentes estadios de desarrollo en las estructura reproductiva

masculina en G. corticata. (A-B) Desarrollo de los filamentos de las células madres

espermatangiales (C- E) Conceptaculos espermatangiales en diferentes cavidades.
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DESARROLLO DE LA POST-FERTILIZACION

El primordio consiste de células corticales transformadas, las cuales son
terminales; es decir, estan localizadas en la superficie de la fronda, en donde la
célula inferior se convierte en la célula de soporte mientras que la célula
superior se alarga y se divide transversalmente. De la célula apical resulta una
rama bicelular alargada la cual es el carpogonio y la célula hipdgina, mientras
gue la célula inferior se convierte en la célula de soporte (Figura 5). Ademas de
la rama carpogonial, la célula de soporte también produce dos o mas filamentos

laterales, que rodean a la rama carpogonial.

1O garm

e

Figura 5. Corte transversal de la rama carpogonial en G. corticata (A-B).

Ramas femeninas fértiles, mostrando la rama carpogonial, que consiste de un carpogonio (c)
terminal, con un tricégino que apenas sobresale de la superficie del talo y una célula hipégina
(ch); se muestra también la célula de soporte (cs) que produce a la rama carpogonial y también

a ramas laterales estériles.

La rama carpogonial generalmente puede encontrarse en toda la fronda
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excepto en la porcion basal y terminal. El tric6gino es pequefio y sobresale un
poco de la superficie de la fronda; las células vegetativas que rodean la rama
carpogonial son ricas en cloroplastos. En esta especie, como en otras

Gracilariaceae, no se observa una célula auxiliar propiamente dicha.

Después de la fertilizacion del carpogonio, éste se fusiona con las células
estériles de los filamentos laterales (producidos también por la célula de
soporte), formando una célula de fusion primaria que posteriormente se une a
otras células gametofiticas vecinas, incluyendo a la célula de soporte,
originando una célula de fusion secundaria (Figura 6 A-B). Esta célula de fusion
se comporta como una célula generativa de los filamentos gonimoblasticos en

la periferia.

Los gonimoblastos se inician desde la célula de fusién como I6bulos que
son cortados de ésta (Figura 6 C-D). Estos I6bulos se dividen en varias células
y dan lugar a filamentos gonimoblasticos de ramificacion dicotomica, que
forman finalmente un tejido compacto pseudoparenquimatico (las células
estériles del carposporofito). A partir de las células terminales de estos
filamentos se forman los carposporangios en forma de cadenas, dispuestas
mas o menos radialmente (Figura 6 E-F). En el cistocarpo maduro se puede
observar la presencia de fusiones irregulares, las cuales se extienden desde la
base de los gonimoblastos hasta el pericarpo (Figuras 6 G-H). Estos filamentos
son conocidos como filamentos nutritivos y se cree que sirven como un
mecanismo de transferencia de fotosintatos desde el pericarpo hasta el

carposporofito

DETALLES ANATOMICOS DEL CISTOCARPO

En los cortes transversales realizados en las regiones fértiles de plantas
femeninas se pudo observar que los gonimoblastos se encuentran envueltos

por un pericarpo externo denso, producido por el gametofito femenino. Este
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pericarpo externo consiste de varias capas de células corticales que proliferan
anticlinalmente durante la postfecundacion y desarrollo de los filamentos
gonimoblasticos. Los filamentos gonimoblasticos se desenvuelven a partir de la
célula de fusién secundaria (la cual usualmente permanece posicionada en la
base del cistocarpo) y establece fusiones celulares con las células de la base
del cistocarpo en los primeros estadios del desarrollo del cistocarpo. Los
carposporangios son producidos terminalmente a partir de células iniciales de
los carpogonios, las cuales se presentan en hileras de células dispuestas
irregularmente (Figura 5).

Figura 6. Diferentes estadios de desarrollo de las estructuras reproductiva

femeninas en G. corticata. (A-B) Cistocarpo joven, donde la célula de fusién ain no ha
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emitido los primordios del gonimoblasto, (C-D) Estadio posterior de desarrollo del cistocarpo, en
el que se observan los primordios del gonimoblasto (flecha), (E) cistocarpo inmaduro en el que
ya se han originado las células gonimoblasticas estériles, (F) cistocarpo maduro donde se
observa que las células gonimobléticas estériles forman un pseudoparénquima del cual se
originan las hileras de células iniciales de los carpogonios, dispuestas en cadenas mas o menos
rregulares, (G) cistocarpo viejo, en el cual las hileras de células iniciales de los carposporangios
y carposporangios forman una capa lobulada e irregular. (H) Detalle de una de las fusiones
celulares que se efectoan en la base del cistocarpo entre células gonimoblasticas estériles y

células del gametofito.

TETRASPORANGIOS

En cortes transversales de G. corticata colectada en la Peninsula de Araya
se observo que el tetrasporangio presenta una forma radialmente alargada y se
encuentra disperso en la superficie (Figura 7). Se pudo diferenciar las células
madres tetraspoéricas debido a que son células muy pigmentadas con una gran
acumulacion de material de reserva. Los tetrasporangios en esta especie
presentan una division decusada cruzada e irregular, en donde las células
corticales que rodean el tetrasporangio se dividen anticlinalmente y no forman

la corteza tradicional tipo nematecial.

Figura 7. Corte transversal de una rama fértil de un tetrasporofito de G.
corticata.(A-C) Tetrasporangios en formacion (flechas) y tetrasporangios maduros, donde se

observan los divisiones celulares dispuestas de forma decusada cruzada.
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DISCUSION

Gracilaria es un género de algas rojas altamente diversificado en las
costas tropicales y subtropicales, asi como también es el género mas
abundante dentro de la familia Gracilariaceae, incluyendo unas 150 especies
(Kim et al., 2006), con mas de 300 nombres especificos propuestos en la
literatura, los cuales ameritan revision (Bird, 1995). La taxonomia de estas
algas, al igual que en otros grupos de algas con muchas especies descritas, se
caracteriza por ser altamente compleja y dificil, a pesar de las décadas de
revision y de la aplicacion de métodos taxonémicos modernos, los cuales
muchas veces no han hecho mas que revelar nuevos problemas taxonémicos
(lyer et al., 2005).

En general la taxonomia de las algas rojas, histéricamente ha estado
basada en la morfologia y hoy sabemos que ésta no siempre es informativa
para distinguir poblaciones genéticamente aisladas o especies, especialmente
en Gracilariaceae (Bird 1995). Por ejemplo: 1) La morfologia dentro de una
misma especie es variable, lo cual ha conducido a que muchas veces se
propongan distintos nombres basados en la morfologia para una misma especie
(sinonimia de morfoespecies), y 2) Diferentes especies, aisladas
genéticamente, pueden tener morfologias muy parecidas o inclusive idénticas,
conduciendo a que un mismo nombre se aplique a entidades distintas (por

ejemplo, especies cripticas, 0 especies “hermanas”) (Bird y Rice, 1990).

Desde el punto de vista morfologico, las caracteristicas mas estables son
la anatomia de las estructuras masculinas, donde se reconocen unos cinco
patrones generales: tipo “chorda”, tipo “simmetrica”, tipo “textorii”, tipo
“verrucosa” y tipo “henriquesiana” (Anexo 5), y también la anatomia de las
estructuras femeninas. En este caso, en los cistocarpos maduros usualmente

se toman como criterios taxondmicos relevantes los siguientes aspectos: la

16



morfologia de la célula de fusion (y si es persistente o no), nimero de capas de
células del pericarpo y su arreglo, el tamafio de las células y el grado de
vacuolizacion del gonimoblasto, disposicion de las células gonimoblasticas
estériles, la presencia o ausencia del pericarpo interno, la presencia de células
tubulares nutritivas y la anatomia externa del cistocarpo (Bird, 1995). No
obstante, la cantidad de informacién que proveen estos pocos marcadores
morfologicos es muy limitada para poder permitir la distincion de mas de 100
especies, por lo que a partir de la década de los afios 80, se han venido
aplicando técnicas de taxonomia experimental modernas, como pruebas de
hibridizacion in vitro, con la finalidad de establecer la compatibilidad sexual
entre poblaciones separadas (Plastino y Oliveira, 1996), o comparaciones de
cariotipo (Bird y Rice, 1990). Mas recientemente se han empleado con mucho
éxito técnicas de sistematica molecular, especialmente comparaciones de
secuencias homélogas de ADN, las cuales han sido fundamentales para el
esclarecimiento de la diversidad especifica de estas algas en varias partes del
globo (Bird et al., 1992; Bellorin et al., 2002; Gurgel y Fredericq, 2004; lyer et
al., 2005; Gargiulo et al., 2006; Kim et al., 2006).

La historia taxonémica de G. corticata en nuestro pais es muy compleja
debido a que las caracteristicas morfologicas mas distintivas de esta especie
son los conceptaculos espermatangiales tipo “henriquesiana” combinados con
una morfologia achatada, cintiforme, ramificada dicotbmicamente. Esta
combinacion de caracteristicas, unica entre las especies de Gracilaria descritas
en el pais, llevo a que la profesora Nora Rodriguez de Rios, quien colect6 esta
especie en la Peninsula de Paraguana, la describiera como una nueva especie
para la ciencia, adscrita al género relacionado Polycavernosa, bajo el binomio
Policavernosa pauciramosa (Rodriguez, 1989). Mas tarde, Bellorin et al. (2002),
aplicando técnicas moleculares (rbcL y cox 2-3) a especies de Gracilaria y de
géneros afines (Gracilariopsis y Polycavernosa) de los océanos Atlantico,

Pacifico e Indico, no encontraron diferencias a nivel molecular entre los
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materiales venezolanos adscritos a P. pauciramosa y diversas colecciones de
G. corticata, la cual es una especie reconocida desde el siglo XIX. Este
resultado basado en comparaciones moleculares es intrigante porque sugiere la
presencia de una especie del océano indico en el mar Caribe, y asi mismo
conlleva a que la especie P. pauciramosa sea colocada en sinonimia bajo la
especie G. corticata. Sin embargo, en el trabajo de Bellorin et al. (2002) no se
aportaron muchos datos morfolégicos, en particular sobre los materiales

venezolanos, razon por lacual, se emprendié el presente trabajo.

Gracilaria corticata es una especie tipicamente acintada que inicialmente
fue descrita inicial como Rhodymenia corticata por J. Agardh en 1841, y luego
fue transferida al género Gracilaria por el mismo J. Agardh en 1852, como G.
corticata. La localidad tipo es Sri Lanka. Jacob Agardh, también propuso dos
variedades para la especie: G. corticata (J. Agardh) J. Agardh var. linearis J.
Agardh, y G. corticata (J. Agardh) J. Agardh var. ramalinoides J. Agardh. Mas
tarde, Umamaheswara Rao (1972) propuso la variedad G. corticata (J. Agardh)
J. Agardh var. cylindrica Umamaheswara Rao. Gracilaria corticata ha sido
reportada en Africa, tanto en la costa atlantica como la del indico, y a lo largo de
la costa tropical y subtropical de Asia en los océanos indico y Pacifico, y
también en la costa de Peru (Silva et al., 1996). Es una especie muy comun e
importante en su centro de distribucion (Indo-Pacifico), que inclusive ha sido

investigada como fuente de compuestos bioactivos (Zandi et al., 2010).

De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio molecular realizado por
Bellorin et al. (2002), no existen diferencias significativas entre el material
venezolano y materiales auténticos de G. corticata del océano Indico (Tanzania
e Iran), usando como marcadores moleculares a la region espaciadora
presente entre los genes del genoma mitocondrial citocromo oxidasa 2 y
citocromo oxidasa 3 (Anexo 1), y al gen del genoma plastidial que codifica a la

subunidad grande de la enzima RuBisCo o rbcL (Anexo 2). Tampoco se
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observaron diferencias en el gen nuclear que codifica el ARN ribosomal de la
subunidad pequefa (datos no mostrados). Todo esto lleva a concluir que no
existen diferencias genéticas entre estos grupos de poblaciones separadas
geograficamente de una forma tan amplia, y que se trata, en todas ellas, de
poblaciones de una misma especie que potencialmente deben ser interfértiles
sexualmente, tal como ha sido demostrado en numerosas poblaciones

separadas de Gracilaria (Bird y Rice, 1990).

Sin embargo, con la informacion molecular disponible hasta el momento, es
imposible dilucidar si esta especie ha sido introducida recientemente como
especie exética (via aguas de lastre de embarcaciones o a través de otra via) o
si ha estado presente desde hace mucho tiempo en nuestro pais, y no habia
sido identificada antes debido a las dificultades inherentes al estudio

taxondmico de estas algas.

Se discutira a continuacion las caracteristicas morfoldégicas mas relevantes

para esta especie:

MORFOLOGIA

El reconocimiento del valor econdmico de las algas gracilarioides ha
estimulado a varios autores a la busqueda de medios confiables para identificar
especies de este grupo de algas (Oliveria et al., 2000), entre las cuales es
frecuente la separacion en tres grandes grupos: (1) especies de talo cilindrico,
(2) especies de talo subcilindrico o comprimido y (3) especies de talo aplanado.
Estos patrones acostumbran a ser muy conservados dentro de una misma
especie y son utilizados como caracteres auxiliares, mas no como caracteres
diagnésticos de especies 0 géneros. Segun Bellorin et al. (2002), diferentes
aspectos en la morfologia, tales como: dimensiones, forma de las ramas, patron
de ramificacion, forma de los margenes, presencia de las constricciones en la

base de las ramificaciones, textura, entre otras, deben ser usadas apenas en la
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descripcion de especies, mas no como caracter diagnostico en la separacion,
ya que la morfologia puede ser muy variable dentro de una especie,

dependiendo de las diferencias ambientales.

CARACTERES VEGETATIVOS

Algunos aspectos de la anatomia vegetativa, como por ejemplo el nimero
de capas celulares en la corteza, médula y el grado de homogeneidad en el
tamafio de las células medulares (Oliveira et al., 1983; Bird et al., 1986), asi
como la presencia o ausencia de una subcorteza, pueden ser Utiles en la
discriminacion de algunas especies. En los cortes transversales de los
ejemplares de G. corticata recolectados en la Peninsula de Araya se puede
observar en el talo vegetativo la diferenciacion de una corteza, subcorteza y
médula, en donde se demarca cada estructura del mismo debido a la gradacién
en el tamafio de las células desde la corteza hasta la médula. La corteza con
una a dos hileras de células pequefias y activas fotosintéticamente; la médula,
la cual es pseudoparenquimatosa, de células grandes no pigmentadas y la
subcorteza que es una capa de transicién entre la médula y la corteza. Estos
criterios fueron usados por primera vez por J. Agardh para diferenciar entre dos
series de especies como es la Macrocystidae, la cual presenta una transicion

abrupta, y la Microcystidae, con una transicién gradual (Yamamoto, 1978).

CARACTERISTICAS DE LOS ESPERMATANGIOS

Numerosos autores (Dawson, 1949; Oliveira, 1984; Bird y Rice, 1990;
Abott et al., 1991) han discutido la utilidad de los espermatangios en la
caracterizacion de especies de Gracilariacea. Posteriormente, la diversidad en
la produccidon de espermatangios fue documentada por Ohmi (1958),
Umamaheswara Rao (1972) y Oza (1976). En la actualidad son reconocidos
cinco tipos o patrones de formacion de espermatangios para esta familia de
algas rojas (Yamamoto, 1984), como lo son: 1) el tipo “chorda”, en los cuales

los espermatangios forman soros superficiales continuos, no interrumpidos por
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la células orticales estreriles, 2) tipo “simmetrica”, los forman soros superficiales
superficiales interrumpidos por células corticales esteriles, 3) tipo “textorii”, los
espermatangios son producidos en el fondo de las criptas o conceptaculos poco
profundos, limitados a la corteza, 4) tipo “verrucosa”, los espermatangios son
producidos en las paredes y en el fondo de los conceptaculos profundos y
aislados, sumergidos hasta la subcorteza y 5) el tipo “henriquesiana”, los
espermatangios son producidos en conceptaculos profundos compuesto por

varias cavidades que abren por un Gnico poro (Anexo 5).

Los espermatangios son un caracter morfoldgico muy importante y (util,
puesto que, son conservados dentro de una misma especie (N0 muestran
variacion intraespecifica) y los distintos tipos normalmente se pueden reconocer
y diferenciar facilmente uno de otro, es decir, son un caracter con una variacion
basicamente discreta entre especies (Bird, 1995). En la especie recolectada en
la Peninsula de Araya, se pudo observar que los espermatangios son
producidos dentro de conceptaculos compuestos del tipo “henriquesiana”, los
cuales se originan por la proliferacién de un sistema de filamentos de células
fértiles, embebidos en los espacios intercelulares disponibles en la subcorteza o
en la médula externa, bordeando el fondo y las paredes del conceptaculo. Las
células iniciales espermatangiales (las cuales pueden ser células corticales,
subcorticales o medulares) producen filamentos de células madre
espermatangiales, bordeando los espacios intercelulares disponibles en la
subcorteza y en la médula, formando cavidades simples que luego se van
haciendo mas complejas a medida que se van desarrollando hasta formar un

sistema de cavidades que abre por un Unico poro (Anexo 6).

Esta configuracibn espermatangial es caracteristica de muy pocas
especies dentro del género Gracilaria y, de hecho, fue usada para segregar el
género Polycavernosa de Gracilaria, aunque esta propuesta nunca ha sido

aceptada mayoritariamente, y los estudios modernos nos muestran que el
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género Polycavernosa en realidad es invalido, dado que las especies que
poseen espermatangios tipo “henriquesiana” no forman un clado monofilético
separado del resto de las especies de Gracilaria, sino que por el contrario
aparecen de forma separada, entremezcladas con especies que forman
conceptaculos del tipo “verrucosa” (Bellorin et al., 2002; Gurgel y Fredericq,
2004).

Por otra parte, en nuestro pais son pocas las especies descritas que
presentan esta configuracion espermatangial (Bellorin et al., 2002): G. cornea,
G. crassissima, G. caudata, G. damaecornis, y G. corticata. De éstas, la Unica
gue posee un talo achatado es G. corticata (todas las demas son cilindricas),
por lo que su identificacion tomando en consideracion este caracter es facil. En
los cortes transversales de conceptaculos espermatangiales analizados en este
trabajo se observa que la configuracién espermatangial es muy parecida a lo
descrito para G. corticata de la India (Umamaheswara Rao, 1972; Liao y
Hommersand, 2003).

CARACTERISTICAS DEL CISTOCARPO

En los cistocarpos varios caracteres taxonémicos son muy Uutiles para
distinguir especies. Oliveira (1984) y Bird (1995) han discutido la aplicacién de
detalles anatomicos de los cistocarpos en el reconocimiento de géneros y
especies, tales como: 1) células nutritivas tubulares, cuya presencia o ausencia
ha sido muy controversial en la taxonomia de este grupo, asi como la
orientacion de las mismas; 2) presencia del pericarpo interno, el cual es un
caracter atil para el reconocimiento de género; 3) tamafo celular de las células
gonimoblasticos estériles, el cual puede ser util para la diferenciaciéon de
especies.

Segun Fredericq y Norris (1985), la cavidad del cistocarpo se forma por la

separacion entre las capas internas y externas del pericarpo en formacion
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durante las fases mas tempranas del desarrollo del gonimoblasto. Esta ruptura
se extiende a través del piso del cistocarpo para producir una cavidad
cistocarpica ancha, que contiene al gonimoblasto. En el presente estudio se
pudo observar que la cavidad del cistocarpo se forma de una manera similar a
la descrita, y que los cistocarpos maduros son formados encima de una
prominente protuberancia del talo, presentando una profunda constriccién
basal. Las células nutritivas tubulares son abundantes, en particular las que son
dirigidas desde los filamentos gonimoblasticos hacia las células localizadas en
la base del cistocarpo. También se observaron ocasionalmente células
nutritivas tubulares dirigidas hacia la parte superior del cistocarpo, haciendo
contacto con células del pericarpo externo. Las células madres de los
carposporangios se forman en cadenas mas o menos ordenadas y radiales, con

los carposporangios localizados terminalmente.

Comparando los cortes transversales de cistocarpo de este trabajo con los
presentados por Umamaheswara Rao (1972) para poblaciones de la India,
vemos que en este caso tampoco hay claras diferencias entre uno y otro
material, confirmando las observaciones moleculares que indican que se trata

de distintas poblaciones de una misma especie.

CARACTERISTICAS DE LOS TETRASPORANGIOS

La configuracion de los tetrasporangios ha sido poco usada para
diferenciar especies en Gracilariaceae, ya que existe una gran variedad de tipos
de corteza tetrasporangial y ésta es muy variable dentro de una misma especie,
de acuerdo al grado de madurez del talo y de las condiciones ambientales. Por
ejemplo, los tetrasporangios pueden estar localizados de forma dispersa en
todo el talo, o puede haber regiones fértiles especificas o soros, que van desde
pequefias modificaciones en la corteza de células anticlinalmente alargadas
hasta estructuras parecidas a nematecios bien definido. En esta especie se

pudo observar que los tetrasporangios son radialmente alargados y se
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encuentran dispersos en la superficie, presentando division decusada cruzada.

No existe un soro 0 nematecio tetrasporangial definido.

DESARROLLO DE LA RAMA CARPOGONIAL

En las algas gracilarioides, la rama carpogonial es un caracter muy
conservado entre especies y es de poca utilidad taxondmica (Plastino y Oliveira,
1996) al nivel genérico y subgenérico. La rama carpogonial se produce en la
corteza, y esta constituida por dos células: un carpogonio terminal y una célula
hipégina. Esta rama carpogonial es producida por una célula de soporte que
también produce dos filamentos laterales de células estériles, posicionados a
los lados de la rama carpogonial (Fredericq y Hommersand, 1989). Nuestras
observaciones de la rama carpogonial confirman este patron general de rama

carpogonial descrito para la familia.

Una vez que el carpogonio es fertilizado éste se expande y se fusiona con las
células estériles de los filamentos laterales, formando una célula de fusion
primaria que posteriormente se fusiona a su vez con otras células gametofiticas
vecinas, incluyendo la célula de soporte, pero no a la célula hipégina, dando
lugar finalmente a una célula de fusion secundaria que genera los primordios de
los filamentos gonimoblasticos. De esta forma, no existe una Unica célula
predeterminada en la cual el nucleo diploide, producto de la fecundacion, sea
transferido. Es decir, no hay una célula auxiliar propiamente dicha. De hecho,
ese nucleo permanece dentro del carpogonio, que después se fusiona con otras
células, y que se comporta directamente como célula generativa de los
filamentos gonimoblasticos. Tampoco existen células conectivas en los
filamentos de conexion entre el carpogonio fecundado y la célula generativa; la
cf se forma por fusién directa del carpogonio con las células laterales estériles
(Anexo 7).

En este trabajo se observaron cistocarpos jovenes en los que ya la célula de

fusiéon de habia formado, asi como los primordios del gonimoblasto y la cavidad
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del cistocarpo. Estas observaciones concuerdan con el patrén descrito para el

género Gracilaria en la bibliografia (Fredericq y Hommersand, 1989).
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CONCLUSION

Las observaciones morfolégicas realizadas en este trabajo confirman que
las poblaciones de Gracilaria corticata presentes en Venezuela poseen las
caracteristicas tipicas de la especie, tal como han sido descritas en poblaciones
del océano Indico. No se observaron diferencias entre el material venezolano y
lo publicado en la bibliografia sobre los materiales del indico con base a los
caracteres morfolégicos mas relevantes, como el tipo de conceptaculo
espermatangial, la anatomia detallada del cistocarpo, el desarrollo de la
postfertilizacién, etc.
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RECOMENDACION

Se recomienda ampliar el muestreo de esta especie para estudios morfologicos
y moleculares, para ver si se puede establecer una fecha aproximada de su
separacion de las poblaciones del océano indico. Asi mismo, es necesario
evaluar si existen poblaciones de esta especie en otras floras tropicales
costeras del Mar Caribe y del Atlantico americano.
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s 45 Y
Venezug]a GGGGGGAAAT GTGATGCTAT TCCAGGAAGA TTAAACCAAA CATCAAATTT TGTTAAAAGA
Tanzania GGGGGGAAAT GTGATGCTAT TCCTGGAAGA TTAAATCAAA CATCAAAATT TGTTAAAAGA
Iran GGGGGGAAAT GTGATGCTAT TCCTGGAAGA TTAAATCAAA CATCAAATTT TGTTAAAAGA
el . vk s el swaaleaeal wiesfie s s el
65 75 85 95 105 115
Venezug?a GAAGGGATTT TTTATGGTCA ATGTAGTGAA ATATGTGGTA TAAATCATGG ATTCATGCCT
Tanzania GAAGGAGTTT TTTATGGTCA ATGTAGTGAA ATATGTGGTA TAAACCACGG ATTTATGCCT
Iran GAAGGAATTT TTTATGGTCA ATGTAGTGAA ATATGTGGTA TAAATCATGG ATTTATGCCT
A [P | R P | T e (TP RNt IO YR [N
125 135 145 155 165 175
venezuela ATTGTAATTG AGGTAGTAAA ATTACCTAGT TATATTTCTT GAATTTCTAA TAAGTTAAAC
Tahzania ATTGTAATTG AGGTAGTAAA ATTACCTAAT TATATTTCTT GAATTTCTAA TAAGTTAAAC
Iran ATTGTAATTG AGGTAGTAAA ATTACCTAAT TATATTTCTT GAATTTCTAA TAAGTTGAAC
R IO A I I I I I IS DA T B
185 195 205 215 225 235
Venezuela GAATAAATTG ATGCGACTTT CTTTTTCACA GGTTATCGTA TTACTTTTAG TTTTTTTTAT
Tanzania GAATAAATTG ATGCGACTTT CTCTTTCACA GATTATCGTA TTACTTTTAG TTTTTTTTAT
Iran GAATAAATTG ATGCGACTTT CTTTTTCACA GATTATTGTG TTACTTTTAG TTTTTTTTAT
R R R N [ O IS I IR I I
245 255 265 275 285 295
Venezug?a ACTTTTTTCG ATAAATTCTA AAATTTGAAA AAAATTAATT AGACTTTTAA -GCCAATTTTT
Tanzania ACTTTTTTCG ATGAATTCTA AAATTTGAAA AAAAATAATT GGATTTTTAA ACCAATTTIT
Iran ACTTTTTTCG ATGAATTCTA AAATTTGAAA AAAATTAATT AGATTTTTAA ACCAATTTIT
soslinnnl wamalsias] el samelsid] enntl el ineleancd
305 315 325 335 345 355
Venezuela TAAAAACTTT TTAAAATAAA ATTATGATTT ACTTATCACA AATATCAAAG TCTATACAGA
Tanzania TAAAAATTTC TTAAAATAAA ATTATGTTTT ACTTATCACA AATATCAAAG TCTATACAGA
Iran TAAAAATTTT TTAAAATAAA ATTATGTTTT ACTTATCACA AATATCAAAG TCTATACAGA
-hl'iihi --II.
365 375
venezuela GACATCCTTT Covvvn s
Tanzania GACATCCTTT CC.......
Iran GACATCCTTT CC.......

Anexo 1. Alineamiento del espaciador mitocondrial complejo citocromo-
oxidasa 2-3
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Anexo 2. Alineamiento de la subunidad grande del espaciador plastidial

complejo ribulosa 1-5 bifofasto- carboxilasa-oxigenasa (RuBisCo)
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Anexo 3. Habito de Gracilaria corticata colectada en Tanzania.
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Anexo 4. Anatomia vegetativa de Gracilaria corticata colectada en

Tanzania.
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Anexo 5. Diagrama de las vistas superficiales en cortes transversales de
los tipos de configuracion espermatangial en las algas gracilarioides segun
Yamamoto 1984 (modificado por Bird 1995). Los nombres de los 5 tipos principales
aparecen en la izquierda. En el tipo “chorda”, los espermatangios forman soros superficiales
continuos, no interrumpidos por las células corticales esteriles. En el tipo “symmetrica”, los
espermatangios forman soros superficiales interrumpidos por células corticales estériles. En el
tipo “textorii”, los espermatangios son producidos en el fondo de las criptas o conceptaculos
poco profundos, limitados a la corteza. En el tipo “verrucosa”, los espermatangios son
producidos en las paredes y en el fondo de los conceptéculos profundos y aislados,

sumergidos hasta la subcorteza. En el tipo “henriguesiana”, los espermatangios son producidos
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en conceptaculos profundos compuesto por varias cavidades que abren por un Unico p.. ..

o ————
. Célula Inicd de los sspermatengios (cla).
O tdlula madre de loe aspavwnatangios (one).
O Esparmsiangio(s).

Anexo 6. Patron de desarrollo de los espermatangios. Las cie pueden ser

células corticales, subcorticales o medulares intercalares que producen filamentos de cme los

cuales bordean los espacios intercelulares disponibles en la corteza y médula externa.
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Anexo 7. Rama carpogonial y eventos de postfecundacion.(A) La rama
carpogonial esta formada por el carpogonio (c), por la célula hipdgina y por los filamentos (fl).
(B) Fusion del carpogonio fecundado (c) con una de las células de los filamentos laterales,
formando la célula de fusion primaria (cf). (C) Incorporacion de otras células gametofiticas la
célula de fusion (cf) formando una célula de fusién secundaria, y la proliferacion anticlinal de las
células corticales terminales vecinas, formando el pericarpo incipiente. (D) Cistocarpo en
formacién, la cf (vinotinto) ya produce las cig (rosa), originando la ruptura basal del pericarpo (p)
y asi la cavidad del cistocarpo. (E) Cistocarpo maduro, donde pueden ser visualizadas la cf, las
cge, las cie, los carposporangios (verde), las cnt (naranja) conectando el gonimoblastos con el

pericarpo y con la base del cistocarpo.
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