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Resumen

CaMBRA, J. & M. Lopez (1991). Observaciones al M.E.T. de Microspora quadrata Hazen
(Microsporaceae, Chlorophyta). Anales Jard. Bot. Madrid 48(2): 121-129.

Se presentan los resultados de un estudio sobre la ultraestructura y la multiplicacién asexual
de Microspora quadrata Hazen (Microsporaceae, Chlorophyta) en muestras procedentes de
los lagos prepirenaicos, de tipo cérstico, de Basturs y Estafia. M. quadrata presenta las carac-
teristicas ultraestructurales propias de la familia Microsporaceae; sus filamentos producen
dos tipos de zo6sporas biflageladas: esféricas y elipticas. Se describe, asimismo, el proceso
de elongacion de las zosporas y se discute su funcién.

Palabras clave: Chlorophyta, Microspora quadrata, ultraestructura, multiplicacién asexual,
z04sporas.

Abstract

CAMBRA, J. & M. LoPEZ (1991). Microspora quadrata Hazen (Microsporaceae, Chlorophy-
ta) observed with transmision electron microscopy. Anales Jard. Bot. Madrid 48(2): 121-129
(in Spanish).

Results of a study of ultrastructural and asexual reproductive features of Microspora qua-
drata Hazen (Microsporaceae, Chlorophyta) are given. M. quadrata filaments were found
within Phragmites australis (Cav.) Trin. stems in karstic pre-Pyrenean lakes (Basturs and
Estafia). M. quadrata has ultrastructural features that conform to the pattern characteristic
of members of the family Microsporaceae. The filaments produce two different kinds of bifla-
gellate zoospores: spherical and elliptical. Zoospore elongation and function is discussed.
Key words: Chlorophyta, Microspora quadrata, ultraestructure, asexual reproduction, zoos-
pores.

INTRODUCCION

Durante los estudios sobre las algas epifiticas llevados a cabo en diversos siste-
mas lacustres espaioles, entre los afios 1986 y 1989, se observé la presencia de
Microspora quadrata Hazen (Microsporaceae, Chlorophyta) entre tallos de
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Phragmites australis (Cav.) Trin. en los lagos de Basturs (31TCG3667) y de
Estana (31TBG9556), situados en el nordeste de la Peninsula Ibérica, cerca de las
poblaciones de Isona (Lérida) y Benabarre (Huesca).

En Espania, el género Microspora est4 representado por ocho especies (ALVA-
REZ-COBELAS & GALLARDO, 1986; CAMBRA, 1985), la mayor parte de ellas esca-
samente citadas; asi, Microspora quadrata, que se considera especie cosmopolita
(PRINTZ, 1964; RAMANATHAN, 1964), en nuestro pais tinicamente ha sido citada
de turberas de Sphagnum, para Andorra (MARGALEF, 1952), y de un torrente de
la provincia de Gerona (MARGALEF, 1957).

A pesar del gran nimero de trabajos que se han realizado en las dGltimas déca-
das sobre la ultraestructura celular de los cloréfitos, Microspora quadrata ain no
habfa sido estudiada a fondo desde este punto de vista (Pickett-Heaps, comm.
pers.). PICKETT-HEAPS (1973) describe el mecanismo de la divisién celular de
Microspora sp. y comenta su similitud con el descrito para Ulothrix.

En este trabajo se presentan los primeros datos sobre la ultraestructura celular
de los filamentos de Microspora quadrata, se describen la zoosporogénesis, los
tipos y funcién de las zo6sporas y se esquematiza la multiplicacién asexual de este
cloréfito.

METODOLOGIA

Los ejemplares de Microspora quadrata recolectados se introdujeron en pla-
cas de Petri con agar-agar y se mantuvieron a 4 °C hasta llegar al laboratorio. Los
filamentos se resembraron en un medio acudtico, que se obtuvo a partir de agua
filtrada y esterilizada procedente de los mismos puntos donde fueron recolectadas
las muestras. El cultivo se mantuvo a temperatura ambiente (14-16 °C), ilumina-
cién artificial de 3.000 lux y un fotoperiodo de 16: 8 (luz: oscuridad). Al cabo de
un dia se observé la aparicién masiva de zodsporas, en las primeras horas de la
maifiana. Posteriormente, para su conservacion, el material se fijé con formal-
dehido al 4 % ; también se fijaron algunas submuestras para estudiarlas al micros-
copio electrénico de transmisiéon (M.E.T.).

El protocolo que hemos seguido para el estudio ultraestructural de las mues-
tras al M.E.T. ha sido:

1) Fijacién en glutaraldehido a 4 °C, durante dos horas. 2) Dos lavados en
tamp6n cacodilato 0,1 M, durante 2 y 12 horas, respectivamente. 3) Osmificacién
en 0sO, al2%, a4 °C, durante dos horas. 4) Lavado en tampén cacodilato 0,1 M.
5) Deshidratacién en serie acetdnica (50% 1x10°; 70% 2x 10°; 90% 3 x 10’;
96% 3 % 15’; 100 % 2 x 30%). 6) Inclusién en resina spurr (spurr : 6xido de propile-
no, 1:3 dos horas; 1:1 dos horas; 3: 1 doce horas). 7) Obtencién de cortes ultrafi-
nos. 8) Colocacién de los cortes en las rejillas. 9) Contrastado: a) se afiade una
solucion acuosa saturada de uranilo y acetona (1:1), durante 4 minutos a tempe-
ratura ambiente; b) lavado en agua bidestilada (3 veces); ¢) se anade citrato de
plomo durante 10 minutos a temperatura ambiente y se lava en abundante agua
destilada. 10) Observacién a un kilovoltaje de 60 Kv.

Todas las observaciones se han realizado con un M.E.T. Philips 300 del Servi-
cio de Microscopia Electrénica de la Universidad de Barcelona.
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RESULTADOS

Los filamentos de Microspora quadrata se desarrollaron abundantemente de
mayo a junio, aunque su presencia también se aprecié en diciembre de 1989, y
desaparecieron por completo en verano. En ambos casos se encontraban fijados,
mediante una célula basal, a la parte sumergida de los tallos de Phragmites austra-
lis (Cav.) Trin.

Las caracteristicas fisico-quimicas del agua de los referidos lagos podemos
resumirlas del siguiente modo: presentan una elevada alcalinidad, con valores

Fig. 1.—Microspora quadrata Hazen: 1, seccion transversal del filamento; 2, detalle de la secci6n longitu-
dinal de una célula recién dividida; 3, detalle de la pared celular en “H"; 4, detalle de una célula; n, ni-
cleo; cl, cloroplasto; al, grdnulos de almidén; pc, pared celular; m, mitocondria; v, vaciiolos.
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Sum

5 um

Fig. 2.—Microspora quadrata Hazen: 1, zo6spora esférica; 2, zodsporas elipticas en el interior de la
célula progenitora; 3, zo6spora eliptica; 4, zodsporassin flagelos, fijada a un substrato: 5, pnmera divisién
celular de la zo6spora.
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que oscilan entre 4,75-6,27 meq.1"'. Por lo que se refiere a la temperatura del
agua, en la época en que se observé la maxima biomasa de M. quadrata se regis-
traron valores entre 15-25 °C. El pH es neutro, muy ligeramente basico, con valo-
res entre 7,1-7,6. Con respecto a la concentracion de cloruros y sulfatos, se
observa que en Basturs las aguas presentan unos valores muy bajos (CI: 10 mg.I'};
SO,~:15mg.I'"), y en Estafia algo mas elevada (CI": 195 mg.I"!; SO,~: 340 mg.1').

En el mismo habitat, junto a Microspora quadrata, convivian un elevado
nimero de especies, entre las que destacamos las siguientes diatomeas: Achnan-
thes flexella (Kutz.) Brun, A. minutissima Kiitz., Amphora pediculus (Kiitz.)
Grun., Cocconeis placentula Ehr., Cyclotella kuetzingiana var. planetophora
Fricke, Diploneis ovalis (Hilse) Cleve, Eunotia arcus Ehr., E. pseudopectinalis
Hustedt, Fragilaria lapponica Grun., Gomphonema angustum Agardh, G. trun-
catum Ehr., Navicula radiosa Kitz. y Synedra acus Kitz. También abundaban
diversos cloréfitos plancténicos, como Ankistrodesmus spiralis (Turner) Lemm.,
Binuclearia tectorum (Kiitz.) Beger, Oocystis submarina Lager, Pediastrum bor-
yanum (Turpin) Menegh., Scenedesmus ecornis (Ehr.) Chodat, Sphaerocystis
shroeterii Chodat, Cosmarium brebissonii Menegh. y C. laeve Rabenh.

Los filamentos de Microspora quadrata son simples y uniseriados. Estan inte-
grados por células de 7-8 pm de longitud por 5-7,5 um de didmetro. La pared celu-
lar es rigida, de grosor variable (fig. 1.1) y ligeramente estratificada, constituida
por dos fragmentos o piezas que presentan la forma de una “H” en seccién longi-
tudinal, rasgo caracteristico del género (fig. 1.3).

El cloroplasto es parietal (figs. 1.1, 1.2), reticulado en mayor o menor grado y
desprovisto de pirenoide. A menudo existe un elevado nimero de granulos de
almidén, que se encuentran distribuidos de forma irregular entre los tilacoides
(fig. 1.4). Las mitocondrias presentan una morfologia mas o menos cilindrica y
sinuosa y suelen estar situadas en las proximidades del cloroplasto (fig. 1.4).

En general, las células presentan dos grandes vaciiolos localizados en ambos
extremos (fig. 1.3), aunque esta disposicién puede ser diferente (fig. 1.4).

Todas las células tienen un dnico nicleo, que se sitia, por regla general, en la
parte ecuatorial (fig. 1.4), aunque a veces, después de la divisién celular, puede
también colocarse en las proximidades del septo (fig. 1.2).

Las zo6sporas se originan a partir de cualquier célula vegetativa. General-
mente entran en zoosporulacién simultdnea cortos segmentos del filamento, por
lo comiin series de hasta 20 células. La liberacién de las zo6sporas se produce por
la separacion de los dos fragmentos en “H” de la pared celular, lo que permite la
salida de las mismas; el filamento queda asi absolutamente desintegrado. Esta
zoosporogénesis es radicalmente distinta de la que presenta Ulothrix, ya que en
este género las zodsporas se liberan a través de poros de dehiscencia lateral, con
lo que los filamentos no se llegan a desintegrar.

En los filamentos estudiados se han observado zoésporas pertenecientes a dos
tipos morfolégicos y funcionales distintos: esféricas y elipticas. En ambos casos
eran biflageladas, aunque MEYER (1913) y WICHMANN (1937) han observado
zodsporas provistas de cuatro flagelos.

Zodbsporas esféricas. Cada célula vegetativa puede originar una tnica zo6s-
pora biflagelada esférica, de 5 um de didmetro, con un cloroplasto parietal, des-
provisto de pirenoide (fig. 2.1). En general, las zo6sporas esféricas se liberan en
series constituidas por 7-10 células de un filamento. Una vez liberadas, presentan
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un movimiento irregular y lento. No se ha podido establecer con claridad la fun-
cién de estas zodsporas, aunque algunos autores han senalado que pueden con-
vertirse en aplanésporas o hipnésporas (WILLE, 1887).

Zodsporas elipticas. En el interior de cualquier célula vegetativa, estas zo6s-
poras se disponen, en nimero de dos, de forma més o menos perpendicular res-

-

Fig. 3.—Microspora quadrata Hazen: 1-2, aspecto de las zoosporas elfpticas después de haber perdido
los flagelos; 3-4, detalle de la elongacion anterior de las zodsporas; v, vaciolos; d, dictiosomas; n, niicleo;
cl, cloroplasto; m, mitocondria.
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pecto al eje longitudinal del filamento (fig. 2.2). Son biflageladas, entre elipticas
y ligeramente ovoides, de 10 x5 pm (fig. 2.3, 3.1). El cloroplasto es parietal,
carece de pirenoide y contiene numerosos plastoglébulos reunidos en grupos
entre los tilacoides (fig. 4.2). El nicleo (fig. 4.3) se sitda, por regla general, en la
zona ecuatorial de la célula (fig. 3.1).
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Fig. 4. —Microspora quadraia Hazen: 1, partc anterior de la zodspora cliptica después de haber perdido
los flagelos; 2, detalle de un grupo de plastoglbulos entre los tilacoides, a los que acompanan granulos
de almidén; 3, nucleo de la zodspora; 4, detalle de los dictiosomas; v, vacdolos; d, dictiosomas; n, nicleo;
pg. plastoglobulos; al, granulos de almidén.
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Al igual que las zodsporas esféricas, las elipticas también se originan en seg-
mentos del filamento y se liberan de forma parecida. Sin embargo, a diferencia de
aquéllas, éstas tienen un movimiento muy activo que, transcurridas dos horas
desde su liberacién, desciende paulatinamente hasta llegar a un estado mas o
menos inmévil. En este momento, las zo6sporas pierden los flagelos (figs. 2.4, 3)
y empieza un proceso de elongacién celular. Los dictiosomas de las zodsporas
elipticas inician una activa produccién de vesiculas (figs. 3.2, 4.1, 4.4) que se
fusionan y acumulan preferentemente en la parte anterior de la zodspora (fig. 3).
Este proceso va acompariado de una cierta elongacién de la célula (figs. 3.3, 3.4),
que pierde asi su forma eliptica inicial. Asimismo, durante el proceso de elonga-
cion, el cloroplasto empieza a dividirse de forma irregular y adquiere finalmente
un aspecto mds o menos reticulado que recuerda al de las células vegetativas
(fig. 3). En dltimo término entran en citocinesis y mitosis, y se originan, por un
lado, una célula de tamafo reducido que corresponde a la parte anterior, donde

Fig. 5.—Esquema de la mulitiplicacién asexual de Microspora quadrata Hazen: {, filamento vegetativo:
zl, zodspora eliptica; ze, zodspora esférica; h, hipnésporas.
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se insertaban los flagelos (zona de elongacién) y, por otro, una célula de tamaio
mayor (fig. 2.5). A continuaci6n, estas células se dividen sucesivamente hasta
constituir un nuevo filamento. Cabe senalar la posibilidad de que las zoésporas,
una vez que han perdido los flagelos, si entran en contacto con algtin substrato, se
fijan a éste por la parte anterior (fig. 2.4), en la que posteriormente se forma la
célula de tamano reducido. Si las zo6sporas no se adhieren a ningiin substrato,
también empiezan a dividirse siguiendo el mismo mecanismo, y originando asi
filamentos libres que flotan.

En cuanto a la funcionalidad que se atribuye a los dos tipos de zodsporas
observados conviene hacer resaltar que, por un lado, las de tipo esférico, con
periodo de latencia, actuarian como hipnésporas o cistos; y por otro, las elipticas,
sin ningin tipo de periodo latente, estarian relacionadas con la multiplicacién
activa de los filamentos para una rapida colonizacién del medio.

A partir de todos estos resultados se esboza el mecanismo de multiplicacién
asexual de Microspora quadrata (fig. 5). Por lo que se refiere a la reproduccién
sexual, diremos que ha sido observada solamente por STEINECKE (1932) y WICH-
MANN (1937), quienes detectaron la presencia de gadmetas con flagelos desiguales.
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