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Abstract. Garcia, M. D.; A. B. Miravalles & P. 1. Leonardi. 2007. Hair formation in the agarophyte alga Gracilaria
chilensis (Gracilariales, Rhodophyta). Darwiniana 45(1): 7-12.

Gracilaria chilensis (Gracilariales) is an agarophyte red alga belonging to class Florideophyceae.
The purpose of this study was to describe the hair formation mechanism. Thalli were maintained in
culture with enriched seawater under controlled conditions of light and temperature. Hair formation
was induced on portions of thalli growing in a nitrogen-free culture medium. Light (bright field)
microscopy, transmission and scanning electron microscopy techniques were used. Hairs develop from
large ovoid hair-producing cortical cells (HPCs). These cells are multinucleate, contain small plastids,
and abundant endoplasmic reticulum apically positioned. Each hair begins as a protuberance initially
covered by a multilaminar wall, this is, in turn, ruptured along with the thallus wall as the protuberan-
ce elongates. Hairs are formed when cytokinesis occurs at the base of the protuberance. An asymme-
tric pit plug is formed between the hair's base and the HPC. Hairs are unicellular, with a vacuole and
numerous nuclei. They have an active growth, and leave a concentric scar on the wall after detach-
ment. Hair formation mechanism in G chilensis is also compared with that observed in other species
of the same class. In nitrogen-free culture media, the thallus of G chilensis grows less, but the num-
ber of hairs increases.
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Resumen. Garcia, M. D.; A. B. Miravalles & P. I. Leonardi. 2007. Formacion de pelos en el alga agarofita Gracila-
ria chilensis (Gracilariales, Rhodophyta). Darwiniana 45(1): 7-12.

Gracilaria chilensis es un alga roja agar6fita perteneciente a la clase Florideophyceae. En este
estudio se describe la formacion de pelos en talos mantenidos en cultivo en agua de mar enriquecida,
bajo condiciones controladas de luz y temperatura. La induccion de los pelos fue realizada colocando
porciones de talos en un medio de cultivo carente de compuestos nitrogenados. Se emplearon técnicas
de microscopia Optica y electronica de transmision y barrido. Los pelos se desarrollan a partir de célu-
las corticales ovoides grandes. Estas células formadoras de pelos (CFPs) son multinucleadas, poseen
pequeiios plastidos y una abundante red de reticulo endoplasmatico de disposicion apical. La forma-
cion de los pelos comienza con el desarrollo de una protuberancia, inicialmente cubierta por una pared
multilaminar, la cual se rompe junto con la pared del talo, con la consecuente elongacion de la protu-
berancia. El pelo queda establecido cuando se produce una citocinesis en la base de la protuberancia,
formandose una conexion citoplasmatica obliterada o “pit plug” asimétrica entre la base del pelo y la
CFP. Los pelos son unicelulares, poseen una vacuola y numerosos nucleos. Tienen un crecimiento acti-
vo dejando, al caerse, una cicatriz de forma concéntrica en la pared. Se compara este proceso con el
descrito en otras especies de la clase. En medios de cultivo carentes de nitrégeno, el crecimiento del
talo de G chilensis fue menor, aumentando el numero de pelos.

Palabras clave. Florideophyceae, Gracilaria, pelos, Rhodophyta, ultraestructura.
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INTRODUCCION

Las primeras observaciones del desarrollo de
los pelos unicelulares de las especies de la Clase
Florideophyceae fueron realizadas por Rosenvin-
ge (1911). Aunque aproximadamente 4000 espe-
cies de esta clase producen pelos (Kraft & Woel-
kerling, 1990), los estudios de estas células son
escasos. Se ha indicado que los pelos de las algas
rojas son unicelulares, uninucleados, vacuolados,
carecen de plastidos y son de corta vida (Dixon,
1973). Se originan de células formadoras de
pelos (CFPs) que, dependiendo de la morfologia
del talo, pueden ser células apicales de filamen-
tos axiales o células apicales diferenciadas de
filamentos corticales (Oates & Cole, 1994). La
presencia de pelos en distintas especies del géne-
ro Gracilaria ha sido indicada en diferentes estu-
dios taxonomicos (Boraso, 1983; Taylor, 1960;
Bird et al., 1986; Nelson, 1987). Las observacio-
nes ultraestructurales realizadas en pelos de Flo-
rideophyceae incluyen: formacion de pelos de
corta vida en Nemalion helminthoides (Velley)
Batters (Duckett et al., 1974); citologia de los
pelos de Ceramium rubrum (Hudson) C. Agardh
y Audouinella hermannii (Roth) Duby (Chamber-
lain, 1974; Hymes & Cole, 1983); estructura y
desarrollo de pelos en Gelidium caulacantheum
J. Agardh, Gelidium vagum Okamura y Gracila-
ria pacifica Abbott. (Dromgoole & Booth, 1985;
Oates & Cole, 1994).

Ademas se han investigado los factores que
influyen en la formacion de pelos, tales como el
fotoperiodo (West, 1971), la concentracion de nu-
trientes (Schonbeck & Norton, 1979; DeBoer &
Whoriskey, 1983; Rueness et al., 1987), la inten-
sidad de la luz (O’Conner & West, 1991; Kratz &
Manoli, 1999), la salinidad (Mahasneh et al.,
1990) y la temperatura (Mansfield, 1975). La for-
macién de pelos en laboratorio en Gracilaria
pacifica y Gelidium vagum fue inducida en
medios de cultivo carentes de nitrégeno (Oates &
Cole, 1994).

En este trabajo se describe el proceso de for-
macion de pelos con microscopia optica y elec-
tronica en talos de Gracilaria chilensis Bird,
McLachlan & Oliveira mantenidos en cultivo.
La estructura fina de sus células vegetativas ha
sido estudiada en un trabajo previo (Leonardi et
al., 2000).
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en talos de Gracilaria chi-
lensis provenientes de cultivos en Caldera (27°
04’ S, 70° 50° O), norte de Chile. Se cortaron 30
porciones de talos de 1 cm de longitud a partir del
apice y se colocaron en un medio de cultivo SFC
(Correa, 1990), el cual contenia 21,2 g/l de Na
NOs. A los 20 dias de encontrarse los talos en este
medio, se traslado la mitad de ellos a Erlenmeyers
con medio de cultivo carente de nitrégeno. Los
restantes talos permanecieron en el medio con ni-
trogeno.

El material en estudio se mantuvo en una cama-
ra de cultivo bajo condiciones controladas de luz
(fotoperiodo de 12:12 horas de luz/oscuridad) y
temperatura (12° C).

Se realizaron observaciones periddicas (2 6 3
veces por semana) durante 35 dias con un micros-
copio Leitz SM Lux. Se midi6 el ancho del talo
(um), la distancia desde el apice al primer pelo
(um), el nimero de pelos y el largo y ancho de los
pelos (um, promedio de 10 pelos tomados al azar).
Estas medidas se tomaron a los 20 y 35 dias de ini-
ciada la experiencia en los talos mantenidos en
medio de cultivo con nitrégeno y a los 35 dias en
los talos creciendo sin nitrégeno. También se cal-
cul6 en ambos casos la densidad de pelos como el
nimero de pelos por mm? de talo. Se calcularon
los errores estandar de cada variable y se compa-
raron los tratamientos con y sin nitrégeno con un
test t para varianzas heterogéneas.

Para la tincioén de los nticleos de los pelos, se
fijaron porciones de talos de G chilensis en etanol-
acido acético glacial (3/1) durante 2 h y se tifieron
con orceina acética (La Cour, 1941).

El procesamiento de muestras para microscopia
optica y electronica se realizdé con porciones de
talos de 2-3 mm de longitud que se fijaron en 3%
de glutaraldehido en buffer Na-cacodilato 0.1M
(pH 7.4), con 0.25M de sacarosa. Los fragmentos
se seccionaron luego en porciones menores y se
transfirieron a una nueva solucion de fijador a la
cual se le agregd 1.5% de paraformaldehido. Las
muestras se post-fijaron durante 2 h en 2% de
Os0g4 buffer Na-cacodilato 0.1M, se deshidrataron
en series de acetona y se infiltraron en resina Spurr
(Spurr, 1969). El material se incluyé mediante el
método de inclusion plana (Reymond & Pickett-
Heaps, 1983).
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Para microscopia Optica se tifieron secciones
semifinas (de 0,5-1 um de espesor) con azul de
toluidina 0,25%.

Para microscopia electronica de transmision, se
contrastaron secciones de 70-90 nm de espesor
con acetato de uranilo acuoso y citrato de plomo y
se observaron en un microscopio electrénico de
transmision JEOL 100CX-II en el Centro de
Investigaciones Basicas y Aplicadas de Bahia
Blanca (CRIBABB).

Para microscopia electronica de barrido se utili-
zaron porciones de talos de Gracilaria chilensis de
0,5 - 1 cm de longitud que contenian pelos. Se fija-
ron en glutaraldehido 3% buffer Na-cacodilato
0,1M (pH 7,4), con 0,25M de sacarosa. Las mues-
tras se deshidrataron en series de acetona y poste-
riormente se sometieron a punto critico y metaliza-
do con oro. Las observaciones se realizaron con un
microscopio electronico de barrido EVO 40 XVP
Leo en el CRIBABB.

RESULTADOS
Formacion de pelos

Gracilaria chilensis posee un talo que alcanza
hasta 2 m de largo, formado por uno o varios ejes
filamentosos largos, ramificados en forma alterna,
opuesta o irregular. Los ejes son cilindricos, de 1-
2 mm de didmetro. Los pelos de G chilensis se
desarrollan a partir de células corticales diferen-
ciadas, denominadas células formadoras de pelos
(CFPs) (Fig. 1A-B, flecha). Estas células poseen
mayor tamafio (18 — 29 pm), que las células corti-
cales normales (10 — 13 pm); son multinucleadas,
tienen pequefios plastidos, sacos de mucilago y
una red de reticulo endoplasmatico dispuesta en su
extremo apical (Fig. 1C-D). Inicialmente la por-
cion apical de la CFP se encuentra cubierta por una
pared multilaminar y abundante mucilago (Fig.
1E). El proceso de formacioén de los pelos comien-
za con el desarrollo de una protuberancia en la
parte apical de la CFP (Fig. 1D). A medida que la
protuberancia crece, se forma una constriccion
entre su base y el extremo apical de la CFP (Fig.
1F, flecha). Con la consecuente elongacion de la
protuberancia se rompe la pared multilaminar
junto con la pared del talo (Fig. 1G). El pelo queda
establecido cuando se produce una citocinesis en

la base de la protuberancia, formandose una cone-
xion citoplasmatica obliterada o “pit plug” asimé-
trica entre la base del pelo y la CFP (Fig. 1H, fle-
cha).

Los pelos son unicelulares, poseen una vacuola
(Fig. 1A) y numerosos nucleos (Fig. 11, puntas de
flecha). Tienen un crecimiento activo y son de vida
corta, dejando, al caerse, una cicatriz de forma
concéntrica en la superficie del talo (Fig. 1J, pun-
tas de flecha).

Induccion de la formacion de pelos

La densidad de pelos fue significativamente
mayor (t=-4,542, p=0,0001) en talos cultivados
en medio carente de nitrégeno (21,8 +1,26 pe-
los/mm?, media +ES) que en talos mantenidos en
cultivo en medio con nitrogeno (12,3 £1,66
pelos/mm?). También incrementd significativa-
mente el largo y ancho de los pelos (t =- 3,484, p
=0,002 y t =-5,641, p = 0,0001, respectivamente)
en medio sin nitrégeno (616 +15,33 um, y 12,19
+0,36 um, respectivamente), comparado con su
desarrollo en medio con nitrogeno (534,25 £17,76
pm y 9+£0,44 pm respectivamente). Por el contra-
rio, se registrd una significativa disminucion en el
ancho de los talos (t= 4,312, p=0,001) en medio
carente de nitrégeno (601,3 +8,63um), con respec-
to a los que desarrollaron con nitrégeno (809,4
+47,48 um,).

DISCUSION

Las caracteristicas de las células formadoras de
pelos (CFPs) de Gracilaria chilensis indican que
estas células corticales son especializadas y muy
activas metabodlicamente. La condicion multinu-
cleada de estas células constituye una caracteristi-
ca de las especies del género, ya que también son
multinucleadas las CFPs de G pacifica (Oates &
Cole, 1994), G. compressa (C. Agardh) Greville y
G confervoides (L.) Greville (Kylin, 1930). La
presencia de pequeilos plastidos en la porcion
media inferior de las CFPs de G chilensis coinci-
de con lo indicado para otras células especializa-
das multinucleadas de algas rojas, como por ejem-
plo las células gonimoblasticas de Gigartina teedi
(Roth) Lamouroux (Tsekos, 1982) y las células de
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Fig. 1. Formacion de pelos en Gracilaria chilensis. A-H, corte transversal de una porcion del talo. A, fotomicrogra-
fia en la que se observa una célula formadora de pelos (CFP, flecha) y dos pelos en distinto grado de desarrollo. B-H,
micrografias electronicas de transmision. B, vista general de una CFP (flecha). C, detalle de una CFP. Nétese el reti-
culo endoplasmatico de disposicion apical. D, formacion de una protuberancia (flecha) en la porcion apical de una
CFP. E, detalle de la pared multilaminar de la CFP. F, constriccion entre la base de la protuberancia y el extremo dis-
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fusion de Gracilaria verrucosa (Delivopoulos &
Tsekos, 1985). La abundante red de reticulo endo-
plasmatico en la porcion apical de las CFPs indi-
caria su participacion en la sintesis del mucilago
que acompaifia a la pared multilaminar durante los
primeros estados de la formacion del pelo. En las
CFPs de G pacifica (Oates & Cole, 1994) y en las
células de fusion de G. verrucosa (Delivopoulos
& Tsekos, 1985) el reticulo endoplasmatico se dis-
pone de forma similar. A diferencia de lo observa-
do en las especies de Gracilaria, las CFPs de Geli-
dium vagum (Oates & Cole, 1994) y de Gelidium
caulacantheum (Dromgoole & Booth, 1985) son
uninucleadas, poseen plastidos mas desarrollados
y reticulo endoplasmatico inconspicuo.

El desarrollo de los pelos de Gracilaria chilen-
sis es comparable con lo descrito para otras Flori-
deophyceae (Dixon, 1973). Durante los estados
tempranos en la formacion del pelo, en las CFPs
de G chilensis, al igual que en las CFPs corticales
de Gracilaria pacifica y Gelidium vagum (Oates
& Cole, 1994) y en las CFPs axiales apicales de
Nemalion helminthoides (Duckett et al., 1974) y
Audouinella hermannii (Hymes & Cole, 1983), se
forma una protuberancia apoplastica. Esta forma
de exclusion de plastidos de células especializadas
durante la citocinesis fue descrita por Duckett et
al. (1974) y es considerado un evento inusual en el
reino vegetal. Un proceso similar ocurre durante el
desarrollo de pelos celulares apoplasticos en el al-
ga verde Bulbochaete hiloensis (Nordst.) Tiffany
(Fraser & Gunning, 1973). Como en muchas algas
rojas (Duckett et al., 1974; Dromgoole & Booth,
1985; Oates & Cole, 1994) los pelos de G chilen-
sis son unicelulares, incoloros, carecen de plasti-
dos y poseen una vacuola central rodeada por una
delgada capa de citoplasma. Si bien Dixon (1973)
ha indicado que los pelos de las algas rojas son
uninucleados, en el caso de G chilensis, al igual
que en G pacifica (Oates & Cole, 1994) los pelos
presentaron numerosos nucleos.

Las conexiones citoplasmaticas obliteradas o
“pit plugs” de G chilensis entre la base del pelo y

la CFP son asimétricas, con el tapon proteico mas
grande del lado de la CFP; “pit plugs” similares
fueron descriptas en Gracilaria pacifica y Geli-
dium vagum (Oates & Cole, 1994). En Audouine-
lla hermannii se registraron “pit plugs” tipicamen-
te simétricas entre los pelos y las CFPs (Hymes &
Cole, 1983).

La localizacion de los pelos en Gracilaria chi-
lensis es subapical al igual que en Gelidium vagum
(Oates & Cole, 1994) y G caulacantheum (Drom-
goole & Booth, 1985). Sin embargo, en G verru-
cosa (Rueness et al., 1987), G pacifica (Oates &
Cole 1994), G foliifera (Edelstein et al., 1978), G
confervoides y G. compressa (Kylin, 1930), los
pelos se distribuyen por todo el talo, excepto en la
porcién inmediatamente apical. En las Floride-
ophyceae Nemalion helminthoides (Duckett et al.,
1974) y Audouinella hermannii (Hymes & Cole,
1983) los pelos, producidos repetidamente por
células apicales, que actiian como las CFPs en fila-
mentos axiales, se localizan apicalmente.

En este trabajo se observo en G chilensis un
incremento en la formacion de los pelos, asi como
en su largo y ancho en talos cultivados en medio
carente de nitrogeno. Estos resultados coinciden
con estudios realizados en Gracilaria verrucosa
(Rueness et al., 1987), Gracilaria pacifica y Geli-
dium vagum (Oates & Cole, 1994), Ceramium
rubrum (DeBoer & Whoriskey, 1983) y Spyridia
filamentosa (Wulfen) Harvey (O"Conner & West,
1991), cultivadas en similares condiciones de cul-
tivo.

Cuando los nutrientes son escasos, el creci-
miento del talo de G chilensis es menor, aumenta
el numero de pelos, incrementando asi el area dis-
ponible para el intercambio de nutrientes.
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tal de la CFP (flecha). G, ruptura de las paredes multilaminar y del talo por elongacion de la protuberancia. H, “pit
plug” asimétrica (flecha) entre la CFP y el pelo. I, fotomicrografia de un pelo maduro plurinucleado (puntas de fle-
cha). J, micrografia electronica de barrido de la superficie del talo. Cicatrices dejadas por los pelos al caerse (puntas
de flecha). Escalas: A=20 um; B=10 um; C, D, F, H=4 pum; E, G =2 um; I = 50 um; J = 35 pm. Abreviaturas: m,
mucilago; n, nucleo; p, pared celular; pl, plastido; pm, pared multilaminar; re, reticulo endoplasmatico; sm, sacos de

mucilago.
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