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ABSTRACT: Sanchez Puerta, M. V. & Leonardi, P. I. 2001. Life history, development and karyology of
Klebsormidium nitenglebsormidiales, Charophyte)arwiniana39(3-4): 223-230.

This research is focused on the studitlebsormidium nitengegetative and reproductive cells. The
following aspects have been considered for the identification of this species, which is a new record for
Argentina: morphological characters, growth habits, aperture of zoosporangial cells, zoospore
germination patterns and types of reproduction. As regards its life cycle, vegetative multiplication
through an easy fragmentation of the thallus into short flaments was the prevailing mode of
reproduction. Under adverse conditions, false (or pseudo) branches were formed from which new
filaments were born. Asexual reproduction was induced “in vitro”. Biflagellate zoospores with
subapically inserted flagella came out from a pore in the lateral wall of sporangial cells. After swimming
for a few minutes, zoospores withdrew the flagella, and germination was strictly unipolar. The basal cell
presented a rudimentary holdfast with a fine mucilaginous attaching disc. After successive mitosis and
cytokinesis a filament was formed which became planctonic after an eight-celled stage. The absence of a
holdfast has so far been considered a diagnostic character of the genus, and for this reason the
reconsideration of this feature at the generic level has been proposed. Sexual reproduction was not
observed. The chromosome number foundimitenswas n=6. A comparison among chromosome
number, nucleus size and filament width with other specieKlebsormidiumsuggests a basic
chromosome number x=6 and polyploidy as one of the processes involved in the evolution of
Klebsormidiumspecies.
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RESUMEN: Sanchez Puerta, M. V. & Leonardi, P. I. 2001. Ciclo de vida, desarrollo y cariologia de
Klebsormidium nitenélebsormidiales, Charophytd)arwiniana39(3-4): 223-230.

Se estudiaron las células vegetativas y reproductivdetbsormidium nitengrimera cita para la
Republica Argentina. La identificacion de la especie se realiz6 utilizando caracteres morfolégicos, habito
de crecimiento, la forma de apertura de los zoosporangios, forma de germinacién de las zo6sporas y el
modo de reproduccién. Con respecto a su ciclo de vida, la forma de reproduccion més frecuente fue la
vegetativa, por simple fragmentacién del talo en filamentos cortos. Bajo condiciones adversas se
produjeron pseudoramificaciones, a partir de las cuales se originaron nuevos filamentos. La reproduccion
asexual fue inducida “in vitro”. Zodsporas biflageladas con insercion subapical de los flagelos salieron por
un poro lateral. Las zodsporas después de nadar unos minutos retrajeron los flagelos y la germinacion fue
estrictamente unipolar. La célula basal presentd un rudimentario pie de fijacibn acompafiado de un
delicado disco de fijacién mucilaginoso; sucesivas mitosis y citocinesis originaron un filamento, el cual
paso a vida planctonica al superar las ocho células. La ausencia de un pie de fijacion ha sido considerada
hasta el momento un caracter diagndéstico del género; la presencia de dictka pieeessugiere que la
validez de este caracter para definir el género deberia ser revisada. No se verificd reproduccion sexual. El
ndmero cromosémico hallado &nnitensfue n = 6. Comparaciones entre el nimero cromosémico, el
tamafio del nicleo y el ancho del filamento con otras espe#{ézbdermidiunsugiere un nimero basico
X =6y ala poliploidia como uno de los procesos involucrados en la evolucion de las especies del género.

Palabras clav&lebsormidiumK. nitens Cariologia, Ciclo de vida, Charophyta.
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INTRODUCCION bito de crecimiento, las caracteristicas morfolo-

En el afio 1843 Kiitzing cre6 el géneformidium gicas de las células vegetativas, la forma de apertu-
a de los zoosporangios, la forma de germinacion

incluyendo varias especies de algas verdes filg- X .
mentosas. Posteriormente, estudios comparados S las £00sporas f”a,d"’?s y el m9do de reproduc-
velaron la heterogeneidad del género y asi la consto™ preusapdo IO$ I|fn|_tes del genero.

tucién especifica deHormidium fue variando Los estudios carlologlpos en el genero que pre-
(Kiltzing, 1845; Romer, 1845: Nageli, 1847). En 1845eden al presente trabajo fueron realizados en un

Kitzing incluyé aHormidium como una seccién Ei?jltjzm)dli)oknhuor:]sijzo bierloivsi%ericr:ei IE r:;gclfg:jrr:
dentro del génerblothrix Kutzing. Posteriormen- | ' gsh. K.

te, las especies de esa secéigron transferidas a (Kitz.) Silva, Mattox & Blackwell . rivulareKiitz.

distintos géneros de Schizogoniales (Gay, 1888()$aém?’ 1263; StgrmafLC'haui?Iarg, 1972).'
Alli concluye una linea de la historiatdermidium N la Argentina €l genereiebsormidium es

Sin embargo, Klebs (1896) continué utilizando err62°° conocidpanteriormente s6lo habia sido cita-

neamente el nombkormidiumpara designar otras doK. subtile(Kiitz.) Heering (Tell, 1976). El hallazgo
or primera vez deK. nitens(Menegh. in Kitz.)

especies de algas verdes filamentosas. A su v€ \ . i
okhorst en nuestro pais, permitié realizar un aporte

Fott (1960) descubrio que el nombrormidium mas amplio al conocimiento de la biologia de esta
existia para un género de orquideas tropicales, qué?1 P 9

tenia prioridad de acuerdo al Art. 53.1 del Cadigo specie,.poni,endo énfasis,en lamorfologia, ciclo de
Nomenclatura Botanica (Greuter et al., 2000). Pc\>/rjda’ cariologia y taxonomia.
ello, Silva et al. (1972) propusieron el nombre genéri- .
coKlebsormidiunsSilva, Mattox & Blackwell para MATERIALES Y METODOS
reemplazar al delormidiumen el sentido aplicado ~ Filamentos de&X. nitensfueron recolectados del
por Klebs. El nuevo género comprende algalrroyo del Loro en Villa Ventana, centro-sur de la
filamentosas con células con un plastido que efrovincia de Buenos Aires (Argentina). Los culti-
vuelve de forma incompleta el lumen celular, coNOS unialgales crecieron en medio basal de Bold
margen no lobulado y con un solo pirenoide{Stein, 1973). Los cultivos de stock se mantuvieron
zoodsporas biflageladas y sin estigma, que germinarf° C, con un fotoperiodo de 12:12 h, luz:oscuridad.
sin la produccién de un pie de fijacion. El género Para inducir la zoosporogénesis, se colocaron
Klebsormidiumincluye mayoritariamente organis- filamentos del alga en una caja de Petri con un
mos terrestres, que viven en sustratos humedd@gguerio volumen de medio de cultivo, a 5° C 'y en
también se conocen algunas especies dulcegscuridad durante 9 dias. Luego se agregé medio de
cuicolas y una especie marina (Lokhorst, 1991). cultivo fresco y se mantuvieron a la misma tempera-
Primeramente, y basandose en estudios céwa y un ciclo de 8:16 h, luz:oscuridad. Las
microscopia Optica, se relacion6 al génerdoosporas se liberaron después de 48-72 h. Para
KlebsormidiumconUlothrix (Lokhorst, 1974). Sin observar el disco de fijacion mucilaginoso con mi-
embargo, estudios ultraestructurales y molecular€g0scopio 6ptico se aplico tinta china a material

revelaron diferencias notables entre ambos génigesco.
ros, siendo clasificadoUlothrix en la clase Para inducir la reproduccién sexual, se colocaron

Ulvophyceae (Lokhorst, 1984, 1985) yfilamentos en medio de cultivo carente de nitrogeno
Klebsormidiumen la clase Charophyceae (Mattoxy €n agua destilada.
& Stewart, 1984; Zechman et al990). La clase Para el estudio carioldgico, filamentos cultivados
Charophyceae presenta células méviles con ins&-25° C, con un fotoperiodo de 12:12 h, luz: oscuri-
cion lateral de los flagelos, un sistema de raicillagad, se fijaron a intervalos de 30 min a partir del
microtubulares de disposicion lateral y sin rizoplagnicio del periodo luminico, obteniéndose los mejo-
to, mitosis abierta con huso persistente en telofaggs resultados luego de una hora. El material se fijo
y division celular mediante un fragmoplasto (Bold &on Carnoy y la tincion de los cromosomas se
Wynne, 1985; van den Hoeck et al., 1995; Lee, 1999kalizé con hematoxilina aceto-férrica con hidrato
Recientemente, Lokhorst (1996) realiz6 un estide cloral (Wittmann, 1965). Los ndcleos también
dio comparado de las especiesklebsormidium se tifieron con el fluorocromo DAPI (4',6
de Europa, fundamentalmente sobre la base del tthamidina-2-fenilindol), siguiendo el protocolo
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descripto por Coleman (1985). las células vecinas.
Las observaciones se documentaron con mi- También en filamentos viejos, con escaso me-
croscopios Leitz SMLux y Carl Zeiss Axiolab condio de cultivo y en condiciones de alta temperatura

contraste de fases y fluorescencia. (35- 40° C), se forman pseudoramificaciones
(Fig.1 H-J), verificandose otra forma de propaga-
RESULTADOS cion vegetativa. Las pseudoramificaciones se ori-

Klebsormidium nitense cita por primera vez ginan cuando una, o dos células adyacentes de un

para la Republica Argentina. Dicha especie presefiamento (Fig. 1 H, J, respectivamente), se ensan-
ta las caracteristicas que se detallan a continuaci&ii@" ¥ Protruyen, continuando su crecimiento en
Filamentos uniseriados, no ramificados (Fig. psa direccion sin cambiar su pla,m(_) de division (Fig.
C), aunque bajo condiciones adversas (medio de ): Una envoltura translicida, amorfa y
cultivo agotado y alta temperatura) se Observemgcnagmosa envuelve d|<_:hos ensanchamientos
pseudoramificaciones (Fig. 1 H-J). Largo méxim(SF'g' 1 H-J)_._ Con frecuencia, a la altura de estas
de los filamentos entre 100-150 células. CéluldiSeudoramificaciones se produce una ruptura del
cilindricas, cloroplasto Gnico parietal, con formd!lamento, originando dos filamentos relativamen-

de plato, ocupando % a % del lumen celular, U 'ar90s. y )
pirenoide central (Fig. 1 C). Pared celular no con- Durante la reproduccion asexual cada célula (1 o

formada por piezas con forma de H. Zoéspora‘éarias células no distinguibles morfologicamente de
ovoides a piriformes, con dos flagelos de insercigftS Vegetativas) forma una (Fig. 2 A-B) o excepcio-
subapical, sin estigma (Fig. 2 E). Dimensionedaimente dos (Fig. 2 A) zo6sporas que salen al
células vegetativas entre 4,7-5,6 (6,5) um de anchyterior (Fig. 2 C) por un poro lateral, visible en las
y 5,6-14 (25) um de largo, siendo mayores eg:]élulas vacias como una abertura circular regular
filamentos cultivados, 6,2-9,4 (10,9) um de anch@19- 2 D). Las zodsporas nadan aproximadamente 5-
y 7,8-15,6 (24) um de largo. ZoGsporas entre 5'5L_o min, luego se detienen (Fig. 2 E), se hacen esféri-
6,2 um de ancho por 6,2-7,8 um de largo. cas y retraen sus flagelos (Fig. 2 F). La germinacion
En cultivo se observan dos tipos de habitos d& g§trictamente_unipolar y un rudimentari_o pie de
crecimiento: filamentos no sumergidos, cubriendfiacion preanuncia el lugar por donde las mismas se
la pelicula superficial de manera homogénea, paralédn @ filar (Fig. 2 G). Las zoosporas sufren una
los entre sf (Fig. 1 A), de color verde brillante, y#!ongacion (Fig. 2 H) y un delicado disco hialino y
filamentos sumergidos relativamente largognucilaginoso acompafa al pie de fijacion (Fig. 21).

entrecruzados, formando un manojo (Fig. 1 B) deicha estructura, en los primeros estados sélo es
color verde méas 0scuro. claramente distinguible con tinta china (Fig. 2 I).

La multiplicacién vegetativa consiste en la frag_Suce_sivas mitosis y citocinesis orig_inan un filamen-
mentacion de los filamentos en otros nuevos d@ (Fig- 2 J-K), el cual permanece fijo al sustrato por

reducido ndmero de células y sin polaridad distirE! Pi& de fijacion (Fig. 2 I-K) y pasa a vida

guible (Fig. 1 E). Esta fragmentacion se lleva a catjanctonica al superar las 8-9 células de longitud.

en distintos Iugares a lo largo del filamento entrB© € verifica reproduccion sexual. _

dos células muertas, sin contenido citoplasmatico UN@ representacion diagramatica del ciclo de

(Fig. 1 D). Un proceso similar de fragmentacién ocuid2 deK. nitensse presenta en la figura 3 A-L.

rre a la altura de los zoosporangios vacios, presen-El nucleo presenta 1,25 a 1,5 um de diametro en

tes en forma discontinua en el filamento (Fig. 1 F).Interfase. Se ubica en posicion media en la célulay
En filamentos viejos, con medio de cultivo agotaP®Ximo a una de las paredes longitudinales (Fig. 4

do, en los cuales las células se vuelven doliformed)- E! estudio cariologico revelé un namero
la fragmentacion también se produce por la muerf0mMosomico n=6 (Fig. 4 B).

de una o mas células intercalares (Fig.1 G). El conte- i

nido citoplasmatico de estas células se preserftdCUSION

sumamente desorganizado y con una coloracion La presencia d&lebsormidium nitensasta el
verde oscura, adquiriendo la apariencia de los distomento fue detectada en el oeste y centro de
cos bicéncavos separadores de las cianoficeas, &eropa (Lokhorst, 1996). Ahora, dicha especie se

bido probablemente a la presion lateral ejercida paeita por primera vez, en el presente trabajo, para la
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Fig. 1.-Klebsormidium niten#\-B: habito de crecimiento. A: filamentos no sumergidos, dispuestos aproximadamente
paralelos unos con otros. B: filamentos sumergidos, entrecruzados. C: detalle de una porcion de un filamento adulto. D-
J: propagacion vegetativa. D: filamento con grupos de células separadas por células muertas. E: fragmento de reducido
namero de células. F: filamento con zoosporangios vacios (puntas de flecha), a partir de los cuales ocurrira la
fragmentacion del mismo. G: filamento con células doliiformes y células muertas o “discos biconcavos separadores”
(puntas de flecha) entre ellas. H-J: pseudoramificaciones, las puntas de flecha indican la envoltura translicida
mucilaginosa que rodea a una célula (H-I) o a dos células (J) en la pseudoramificacién. Escalas: A, B=100 um, C, D, E,
F, G, H, I, J =5um

Republica Argentina. apertura de los zoosporangios, la forma de
La determinacion a nivel especifico del materig@erminacion de las zoosporas fijadas y el modo de
estudiado se realizé teniendo en cuenta fundamdgproduccion, caracteristicas éstas utilizadas por

talmente el habito de crecimiento, las caracteristich@khorst (1996) para delimitar las especies del géne-

morfolégicas de las células vegetativas, la forma dé-
K. nitensse caracteriza por desarrollar en el me-
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A ) -

Fig. 2.- Reproduccién asexual Klebsormidium niten#\-B: zodsporas en distinto grado de desarrollo. A: la flecha

indica dos zodGsporas en el interior de un zoosporangio. C: zodspora saliendo por un poro lateral. D: zoosporangio
vacio, nétese que la abertura circular permanece bien discernible (punta de flecha). E: zo6spora liberada, con insercién
lateral de los flagelos. F-H: germinacion de las zo6sporas. F: las flechas indican la reabsorcion de los flagelos. G: se
observa un rudimentario pie de fijacién (flecha). H: zodspora recientemente fijada. I: estadio bicelular, nétese el disco de
fijacion mucilaginoso, visible con tinta china (puntas de flecha) y el rudimentario pie de fijacion (flecha). J: talo
tetracelular; la flecha indica el rudimentario pie de fijacion. K: talo octocelular fijo al sustrato por el rudimentario pie de
fijacion (flecha). Escalas: A, B, C, D, I, J, K=5um; E, F, G, H=2 pm.

dio de cultivo liquido utilizado dos habitos de cre{Lokhorst, 1996). Sin embargé. nitensse dife-
cimiento morfolégicamente distintos, uno sumerrencia claramente de esta especie por poseer fila-
gido y otro flotante. La forma cilindrica de lasmentos muy facilmente disociables constituidos
células, la ausencia de piezas con forma de H yp@r un nidmero menor de células (50-100), por la
reproduccion asexual facilmente inducible, son capertura del zoosporangio a través de un poro cir-
racteristicas que comparte cdf. flaccidum cular, en lugar de un poro irregular, y por la

227



Darwiniana39(3-4). 2001

Fig. 3.-Klebsormidium nitensA-L: representacion diagramatica del ciclo de vida. A-E: propagacion vegetativa. A:
filamento adulto. B: fragmento de reducido nimero de células. C: filamento con células doliiformes y células muertas o
“discos bicéncavos separadores” entre ellas. D-E: formacion de pseudoramificaciones. F-L: reproduccion asexual. F:
formacion de zoosporas. G: zoosporangio vacio. H: zoospora biflagelada. I: reabsorcién de flagelos. J: germinacion. K:
talo bicelular. L: talo tetracelular.
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del filamento. Esta forma de propagacion
vegetativa también ha sido descripta éh
flaccidumy K. fluitans(Lokhorst, 1996).

K. nitens exhibié una profusa produccion de
zoosporas. La zoosporogénesis ya habia sido men-
cionada para la misma especie (Lokhorst, 1996).
También fue descripta é¢h flaccidum(Cain et al.,
1973; Lokhorst, 1996K. marinum(Deason) Silva,
Mattox & Blackwell (Cain et al., 1973K. fluitans
(Lokhorst, 1996)K. bilatum (Lokhorst, 1996)K.
crenulatum(Lokhorst, 1996) y no se conoce kn
sterile(Deason & Bold) Silva, Mattox & Blackwell
Fig. 4.- Cariologia efKlebsormidium nitensA: tincion (Cainetal, 1_973)'
con DAPI para evidenciar la posicién de los nécleos: B: EN los primeros estados del desarrollo de las
tincion con hematoxilina, nmero cromosémico n=6. Es200sporas deK. nitens se observo un disco de
calas: A=5um; B =2 pm. fijacion mucilaginoso y extracelular que fue discer-
germinacic’)n de las Zoc’)sporas estrictamenﬂéble Unicamente en presenCia de tinta china. Las
unipolar, en lugar de germinacion uni o bipolar. Zodsporas poseyeron germinacion estrictamente

La forma mas comun de propagacion He unipolar, aunque en algunos casos el desarrollo del
nitensen las condiciones de este estudio fue IdiSco mucilaginoso se ubico lateralmente. A su vez,
multiplicacion vegetativa a partir de la fragmentase observé en estados tempranos de la germinacion
cién de filamentos en porciones con un reduciden rudimentario pie de fijacion, el cual persistio en
ntimero de células. En la mayoria de los casos §§tados mas avanzados. Es importante destacar que
fragmentacion del filamento se produjo a la altur® ausencia de un pie de fijacion ha sido considerada
de células que perdieron su contenido o céluld@sta el momento un caracter diagndstico del géne-
zoosporogénicas vacias. ro (Lokhorst, 1991). Sin embargo, con la aparicion de

Resulta novedoso para el género, la formacid#? reducido pie eK. nitens el uso de este caracter
enK. nitensde nuevos talos a partir de fragmento@ Nivel genérico deberia ser revisado.
provenientes de entre dos discos separadores. Qui-El numero cromosémico hallado knnitensfue
zé4s estos discos sean comparables con las piePa$, Mientras que los nimeros cromosémicos de
con forma de H presentes en varias especies 8§as especies del género estudiados fueron mayo-
Klebsormidiumcomo por ejemplK. fluitans(Gay) €S Y generalmente mdiltiplos de 6 (ver Tabla 1).
Lokhorst,K. dissectuniGay) LokhorstK. bilatum Asimismo se observo cierta correlacion entre el au-
Lokhorst,K. elegandokhorst,K. crenulatumy K.~ Mento del nimero cromosomico y el aumento del
mucosum (Boye Petersen) Lokhorst (Lokhorst,tamafio del nlcleo; esa relacion se extendio también
1996) pero que estan ausentexenitens al aumento en ancho del filamento (ver Tabla 1).

Las pseudoramificaciones observadas ken ESto nos permite postular la posible existencia de
nitenspueden ser consideradas pasos intermediBgliploidia en la evolucion del género, asi como ha
que derivaran en una ruptura compleja y definitiv&ido reconocida en distintos érdenes de la clase

Tabla 1.- Estudios carioldgicos y citoldgicos en el gélrbsormidium[1] H. rivulare fue considerada por Lokhorst
(1996) como perteneciente al géndtathrix.

Especie Tamafio del nlcleo Numero cromos6mico Ancho del filamento Autores
K. crenulatum 3-4um 44-48 9-18ume Sarma (1963)

a Lokhorst (1996)
K. flaccidum 2,5-3,5um 22 5,7-8,5um Sarma & Chaudary (1978)
H. barlowi 1,5-2um 22-24 No se conoce Sarma (1963)
H. rivulare [1] 2-3pm 26 6,5-10um Sarma & Chaudary (1978)
K. nitens 1,25-1,5um 6 4,7-5,6um Presente trabajo
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Charophyceae (Sarma, 1982). Como el nimere—. 1991. Synopsis of genera of Klebsormidiales and
cromosomico deK. nitenses el mas bajo de las ~ Ulotrichales.Cryptog. Bot2/3: 274-288.
especies estudiadas hasta el momento, éste serfa- 1996. Comparative taxonomic studies on the

muy probablemente el nimero basico. genus Klebsormidium(Charophyceae) in Europe.
Cryptogamic Studied/ol. 5. En W. Jilich (ed.),
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