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Resumen

HERNANDEZ-MARINE, M. C. & M. A. REVILLA-ESTRACH (1989). Ciclo vital y posicidn sistema-
tica de Jaagiella alpicola Vischer (Chlorophyceae). Anales Jard. Bot. Madrid 46(1): 61-69.

Jaagiella alpicola fue aislada de suelos del Cap Norfeu (Gerona) mediante cultivos de enri-
quecimiento. Las células vegetativas son uninucleadas y contienen un cloroplasto parietal sin
pirenoide. La reproduccién asexual se lleva a cabo por biparticién y mediante acinetos y
esporas méviles biflageladas. Las zoosporas se desarrollan directamente, después de su libe-
racién, dando lugar a un talo heterétrico. El estudio de la division de las células vegetativas,
mediante MET, ha revelado que se forma un huso mitético metacéntrico en la telofase.
Todas las caracteristicas observadas indican que J. alpicola debe situarse en el orden Pleuras-
trales (Pleurastrophyceae).
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Abstract

HERNANDEZ-MARINE, M. C. & M. A. REVILLA-ESTRACH (1989). Life history and systematic
position of Jaagiella alpicola Vischer (Chlorophyceae). Anales Jard. Bot. Madrid 46(1):
61-69 (in Spanish).

Jaagiella alpicola isolated from soils of Cap Norfeu (Gerona, Spain) was cultured in the labo-
ratory. Vegetative cells are uninucleate and have a parietal chloroplast without pyrenoid.
Asexual reproduction was accomplished by repeated bipartition and by akinetes and biflage-
llate swarmers with direct development. The development from zoospore to adult heterotri-
chous stage was followed in detail. Observations on the ultrastructure in vegetative cells
revealed the presence of a metacentric-spindle during mitotic telophase. All the characters
observed suggest that J. alpicola belongs to the Pleurastrales (Pleurastrophyceae).
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INTRODUCCION

En cultivos de suelo provenientes de Cap Norfeu (Gerona), aislamos un alga
verde de aspecto sarcinoide que identificamos como Jaagiella alpicola Vischer.

Jaagiella alpicola fue descrita como nuevo género y nueva especie por Vis-
CHER (1960), que la aislé de un césped de Carex sempervirens Vill. procedente de
los Alpes suizos.
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De acuerdo con la descripcién original, las células son globulosas y presentan
un cloroplasto parietal débilmente lobulado, sin pirenoide. Se agrupan en un talo
que presenta paquetes cibicos parenquimatosos en la parte central y filamentos
pluriseriados que se transforman en uniseriados en el exterior. El conjunto apa-
rece rodeado por una membrana gelatinosa comin. Se reproduce asexualmente
por aplanosporas y acinetos.

Segiin la clasificacién taxonémica de BOURRELLY (1972), que es la dnica que
sitda el género Jaagiella, queda incluida en el orden Chaetophorales, familia
Chaetophoraceae. SILVA (1982) circunscribi6 el orden Chaetophorales utilizando
aspectos morfolégicos y en algunos casos los caracteres ultraestructurales asocia-
dos con la mitosis y la citoquinesis propuestos por STEWART & MATTOX (1975),
con los que no concuerda J. alpicola. Siguiendo similares criterios, JOHN (1984),
en su revision del orden Chaetophorales, excluye los tdxones que carecen de pire-
noide. O’KELLY & FLOYD (1984) incluyen los miembros de este orden en las Ulva-
les. MATTOX & STEWART (1984) establecen una nueva clasificacion, basada en cri-
terios evolutivos y ultraestructurales, en especial de las células méviles. Segiin
esta clasificacion, los miembros del antiguo orden Chaetophorales se reparten
entre las clases Ulvophyceae y Pleurastrophyceae.

MATERIAL Y METODOS

Las muestras del suelo, de las cuales se aislé Jaagiella alpicola procedian del
Cap Norfeu situado en el nordeste de la Peninsula Ibérica. Las caracteristicas de
la zona, la recogida de muestras y los métodos de cultivo y aislamiento de las algas
han sido descritos previamente (VELA & HERNANDEZ, 1986). El medio de cultivo
empleado ha sido el BBM (NicHOLs, 1973), doblando, en algunos casos, la con-
centracién de K,HPO, o suplementandolo con extracto de suelo. Los cultivos de
enriquecimiento se incubaron a 18 °C y fotoperfodo 12-12. J. alpicola, en cultivo
unialgal, fue sometida a temperaturas entre 4 y 20 °C y fotoperiodo de 10-14.

Las muestras para microscopia electrénica de transmisién fueron fijadas en
solucién de paraformaldehido al 2,5 % y glutaraldehido al 2,5 % en tampén caco-
dilato, lavadas en el mismo tamp6n, postfijadas con osmio al 1%, deshidratadas
con acetona y embebidas en Spurr (Fluka). Los cortes fueron retefidos con ace-
tato de uranilo y citrato de plomo. La observacién se realizé con un microscopio
Philips EM-301 a 60 kV. Las muestras para microscopia de barrido fueron fijadas
mediante el mismo proceso. La observacién se realizé con un JSM 840.

RESULTADOS

El crecimiento vegetativo mas favorable ha tenido lugar en medio BBM suple-
mentado con un 10 % de extracto del suelo y solidificado con agar al 1 %. Las colo-
nias en superficie son redondeadas y se elevan sobre el substrato, mientras que las
que crecen en el interior del agar adoptan forma estrellada.

El crecimiento vegetativo del talo tiene lugar por divisién binaria de todas las
células, primero con tabicacion perpendicular a la direccién de crecimiento, y
posteriormente, paralela a dicho eje, originando un sistema basal, que forma
paquetes cubicos, y otro erecto, formando una estructura heterétrica (fig. 1). El
conjunto parece rodeado de una matriz gelatinosa.
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Las células que forman parte del talo son redondeadas o alargadas; en el inte-
rior de cada una se encuentra un plasto parietal sin pirenoide, con pequenos gra-
nulos de almidén, y en el citoplasma se observa gran niimero de vesiculas.
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Figs. 1a 5.—Jaagiella alpicola. Fig. 1.—Aspecto del talo vegetativo (obsérvese la tendencia a formar paque-
tes celulares en el centro del talo). Fig. 2.—Esporas recién liberadas. Fig. 3.—Masas de esporas quicscentes
agrupadas. Figs. 4 y 5.—Talos jévenes procedentes de la germinacion de esporas. Fig. 4.—Cultivo de
una semana en condiciones normalizadas; inicio de ramificacion en més de un plano. Fig. 5.—Cultivo
de un mes, con clara ramificacién heterétrica; son claramente visibles los plastos parietales.
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Al envejecer o desecarse el medio, las células vegetativas se transforman en
acinetos, engrosando las cubiertas y perdiendo el nexo de uni6n entre ellas.

Figs. 6 a 10.—Jaagiella alpicola. Figs. 6,9 y 10.—Microfotografias (TEM). Fig. 6.—Seccion longitudinal
de una célula de un filamento. Figs. 7 y 8. —Microfotografias (SEM). Fig. 7.—Zoospora. Fig. 8.—Zoos-
porociste. Fig. 9.—Profase; proliferacion de vesiculas derivadas de los dictiosomas. Fig. 10.—Profase;
perfil de la membrana nuclear irregular y con microtibulos que rodean al nicleo (flecha).

Nota.—Las siguientes abreviaciones se aplican a todas las figuras: A, almidén; C, centriolo: P, cloroplas-
to; CH, cromosomas; D, dictiosomas; M, mitocondrias; MA, matriz; N, nicleo; NE, envoltura nuclear;
PC, pared celular; T, microtubulos; V, vacuolas.
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" Aunque en J. alpicola no se habia descrito el proceso de zooesporulacién,
hemos observado la formacién y liberacién de esporas biflageladas desnudas. Las
condiciones desencadenantes de la zooesporulacién son: temperaturade 5a8°C,
fotoperiodo de 10 horas de luz y 14 de oscuridad y afiadir doble cantidad de
K,HPO, al medio de cultivo BBM.

La formacién de las esporas tiene lugar por tabicacién de una célula vegetati-
va, que se convierte en esporociste sin variar ni de forma ni de tamaiio. Las prime-
ras esporas se forman en los paquetes celulares centrales, pero pueden transfor-
marse en esporocistes todas las células.

Las esporas se liberan de forma individualizada, en nimero de dos por esporo-
ciste y salen al exterior por la rotura de la pared (fig. 8) sin que exista ninguna
estructura especializada. A medida que va progresando el proceso, la pareddel
esporociste se gelifica y se confunde con la matriz, de ahi la dificultad que existe
de ver un esporociste entero vacio.

Las esporas recién liberadas presentan movimiento de giro ondulante con
bruscos cambios de direccion. Tienen fototropismo positivo. Se inmovilizan y
redondean répidamente, aunque en presencia de una luz brillante pueden recupe-
rar el movimiento.

Al salir del esporociste muestran una forma piriforme tipica, ligeramente irre-
gular (figs. 2 y 7), su tamaiio oscila entre Sy 6 um de longitud, 1,8 um como media
en la zona transversal més ensanchada y 0,6 pm en la zona estrecha.

En la parte apical de la espora se insertan dos flagelos iguales, acroneméticos,
ligeramente mas largos que ¢l cuerpo de la espora (fig. 7), legando a alcanzar
hasta 8,6 um, de las que aproximadamente 1 pum corresponde a la porci6n termi-
" nal més estrecha. En su interior se encuentra un plasto parietal en cazoleta, con
una mancha ocular dorsal, en el extremo ensanchado y un nucleo cerca del punto
de inserci6n de los flagelos.

En muchas ocasiones se observan masas de esporas quiescentes que quedan
agrupadas gracias a una gelatina envolvente (fig. 3). En cada una de ellas se
empieza a formar una protuberancia, que costituye una de las fases mé4s tempra-
nas del crecimiento. Seguidamente se inicia la divisién binaria, inicialmente con
tabicacién perpendicular a la direccién de crecimiento, dando cortos filamentos,
cuyas células centrales se dividen después en otras direcciones (fig. 4) cuando se
trata de iniciar la formacién de ramificaciones o el crecimiento en grosor, que con-
ducir4 a la forma vegetativa adulta (figs. 1y 5).

Las observaciones del MET amplfan y completan las anteriores.

En el exterior de las células vegetativas (fig. 6) se observa una pared celular
formada por capas paralelas unidas al plasmalema. Su espesor oscila entre 0,04 umy
0,14 um. El cloroplasto es tipicamente parietal y desprovisto de pirenoide. Esté -
constituido por tilacoides cuyo espesor medio es de 0,05 pm y se encuentran orde-
nados en grupos de dos a cinco. Distribuidos por el cloroplasto se encuentran gra-
nulos de almidén, més abundante en las células centrales. Nunca hemos obser-
vado pirenoide. El nicleo se encuentra en posicién lateral y su tamafio oscila
entre 0,7 um y 1,2 pm. Los centriolos no se observan en ninguna célula en que el
estadio de divisién nuclear corresponda a la interfase, por lo que creemos que
estdn ausentes durante gste tiempo.

Al iniciarse la mitosis, el miicleo permanece en la proximidad de la pared celu-
lar enfrentado al cloroplasto. El perfil de la membrana nuclear se hace irregular y
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discontinuo (fig. 10). Simultdneamente se observa en el citoplasma la prolifera-
cién de vesiculas derivadas de los dictiosomas, que se sitian preferentemente
entre el nicleo y el plasmalema (fig. 9).

Figs. 11 y 12.—Jaagiella alpicola. Microfotografias (TEM). Fig. 11.—Niicleo en metafase [obsérvense la
posicién de uno de los centriolos (flecha) y la envoltura nuclear incompleta]. Fig. 12.—Formacion del
tabique; uno de los nicleos hijo permanece en el extremo de la célula, junto a la futura pared celular.
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En el inicio de la profase, aparecen los centriolos en el lado del micleo opuesto
al cloroplasto y desaparece el nucleolo. A medida que transcurre la profase, los
centriolos se van acercando a la membrana nuclear. En esta fase se desarrollan
microtibulos; éstos y las vesiculas se encuentran alineados con el futuro plano de
divisién (fig. 9).

En la metafase la membrana nuclear estd desigualmente vesiculada y se
encuentran discontinuidades (fig. 11), los microtibulos que parten de los centrio-
los o de su proximidad y penetran en el nicleo forman una “u” abierta. Los cen-
triolos permanecen a los lados del futuro tabique y en el mismo plano en el que se
encuentran los cromosomas (fig. 11), por lo cual consideramos que se trata de un
huso metacéntrico.

En la telofase no persiste el huso interzonal. Por lo general, el tabique se
empieza a formar desde el lado de la célula enfrentado al cloroplasto, se encuen-
tra finalmente en el lado opuesto con una pequeiia invaginacién del plasmalema,
ocupada por vesiculas. Durante la formacién del tabique, los micleos hijos se
colocan cercanos a €l y en un extremo de la célula.

DISCUSION

J. alpicola Vischer fue localizada y descrita en un hébitat distinto al que la
hemos hallado nosotros. Son factores diferenciales la altitud mucho menor y la
salinidad elevada del Cap Norfeu, por su proximidad al mar, la naturaleza rocosa
del terreno y el pH biésico. Otra diferencia fue la condicié6n epifitica y la gran difi-
cultad que tuvo Vischer para aislarla, que no se dieron en nuestro caso, ya que se
encontraba como edéfica libre y su crecimiento en los cultivos de enriquecimiento
fue bueno.

Los puntos de discordancia, bisicamente relativos al hdbitat, lo vinico que
demuestran es la adaptabilidad de las algas edéficas en general y de ésta en par-
ticular. La descripcién de Vischer coincide con la del alga aislada por nosotros en
los aspectos morfolGgicos externos; en la presencia de una matriz gelatinosa
comiin, a la que Vischer denomina “parénquima primitivo”, y en la existencia de
un plasto parietal sin pirenoide. La diferencia fundamental entre ambas es que
nosotros hemos observado la formacién de esporas méviles flageladas y. hallado
unas condiciones para su liberacién, de manera que el proceso es repetible. No es
posible ensayar estas condiciones con los cultivos originales de Vischer, dado que
se han perdido (Girtner, com. pers.) y esta especie no se encuentra tampoco en
las colecciones de cultivos que hemos consultado.

Este trabajo parece ser la tnica cita de este raro y poco conocido género, con
la salvedad de la publicacién original.

Existe un cierto niimero de algas acuéticas y edéficas sarcinoides, productoras
de zoosporas, que pudieran tener relacién con la que estudiamos, pero hemos
encontrado en todas ellas diferencias suficientes para no sinonimizarlas.

VISCHER (1960) describié Cedercreutziella savoniensis al mismo tiempo que
J. alpicola, considerdndolas tdxones afines y separiandolas por la forma del talo,
que es uniseriado en la parte central en C. savoniensis. No encontré formas mévi-
les en ninguna de las dos.

Otros dos géneros de algas de aspecto sarcinoide, que presentan un plasto
parietal sin pirenoide y zoosporas biflageladas desnudas son Chlorosarcina y
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Friedmannia (CHANTANACHAT & BOLD, 1962). Respecto a Chlorosarcina las
diferencias m4s sobresalientes se encuentran en la forma del talo, en el caso de
que forme filamentos cortos es a partir de paquetes sarcinoides, mientras que
J. alpicola forma paquetes de tipo sarcinoide a partir de los filamentos pluriseria-
dos; ademds, en Chlorosarcina las zoosporas carecen de estigma, con la excepcién
de C. stigmatica, de la que se diferencia en la formacién de la matrizy en el tamaiio
y en la forma de las células vegetativas y de las esporas. En Friedmannia israelien-
sis (CHANTANACHAT & BoOLD, 1962) las zoosporas se forman en gran nimero y se
liberan dentro de una vesicula. Su divisién tiene lugar por biparticiones sucesivas,
formando tetradas de células.

Otros taxones filamentosos o pseudoparenquimatosos de algas verdes que
pudieran ser susceptibles de crear confusion se diferencian de J. alpicola por la

forma del plasto o por poseer pirenoide.
Dado que la actual circunscripcién de los grupos taxonémicos de las algas ver-

des se basa en criterios ultraestructurales més que en los aspectos morfolégicos,
tratamos de establecer las razones para situarla correctamente.

La clasificacién de SILVA (1982) la excluye del orden Chaetophorales, al esta-
blecer como requisito indispensable la presencia de pirenoide. Tras la valoracién
de los caracteres delimitantes de cada orden, segiin este autor, Jaagiella podria
ser incluida en el orden Ctenocladales.

Los criterios empleados por JOHN (1984) en su revisién del orden, similares a
los de SiLvA (1982), no permiten tampoco la inclusién de Jaagiella.

La informacién de que disponemos acerca de J. alpicola no es lo suficiente-
mente completa (ain carecemos de la ultraestructura de la espora) para compro-
bar que cumple todos los requisitos de pertenencia a alguna de las cinco clases
creadas por MATTOX & STEWART (1984), pero no es contradictoria con las carac-
teristicas que definen a la clase Pleurastrophyceae. Los datos coincidentes son:
células méviles desnudas, huso mit6tico metacéntrico y microtiibulos paralelos al
plano de divisi6n, carece de plasmodesmos y no es marina. De los dos 6rdenes de
que consta la clase Pleurastrophyceae, comparten con Pleurastrales el ser sarcinoi-
des y carecer de pirenoide.

Los géneros actualmente asignados al orden Pleurastrales son Pleurastrum,
Friedmannia, Microthamnion, Trebouxia y Pseudotrebouxia (MATTOX & STE-
WART, 1984) y Chlorosarcina (DeEAsoN & FLOYD, 1987), que son similares en
aspecto, habitat y caracteres ultraestructurales conocidos a J. alpicola.

Por todo ello pensamos que la inclusién taxonémica correcta de Jaagiella al-
picola debe efectuarse en la clase Pleurastrophyceae, orden Pleurastrales.
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