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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue establecer la presencia de talos gametofiticos y tetrasporofiticos en poblaciones
locales de Gelidium sclerophyllum, una especie endémica del Pacifico tropical oriental. Los resultados estan susten-
tados en analisis cromosomicos y cariolégicos de seis poblaciones de playa Las Cuatas, Guerrero, México, durante un
ciclo estacional. Se confirmé la presencia de talos gametofiticos y tetrasporofiticos en las poblaciones; lo cual permitio
constatar que el ciclo de alternancia de generaciones tipo “Polysiphonia” se presenta por lo menos en un periodo
dentro del ciclo anual. Los resultados permitieron establecer una variacion en el nilmero cromosémico de 3,4y 5 cro-
mosomas en el tetrasporofito, cuyo nimero modal fue de 2n = 4 cromosomas, y una variacion de 1, 2y 3 cromosomas
en el gametofito (nimero modal n = 2). Los valores cromosdmicos fueron encontrados simultdneamente en el mismo
talo, pero con variaciones en su frecuencia de aparicion dentro de las diferentes poblaciones a lo largo del afio.
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ABSTRACT

The aim of this study was to establish the presence of tetrasporophytes and gametophytes in populations of Gelidium
sclerophyllum, a species endemic to the Eastern Tropical Pacific. The results are based on karyological and chromosome
analysis of six populations from the Las Cuatas beach, Guerrero, Mexico, during a seasonal cycle. It were confirmed the
presence of tetrasporophytic and gametophytic thalli in populations, proving that the Polysiphonia type of the alternation
of generations cycle was present at least one period within the annual cycle. The results establish a variation of the
chromosome number of 3, 4 and 5 chromosomes in the tetrasporophyte whose modal number was 2n = 4 chromosomes,
and a variation of 1, 2 and 3 chromosomes in the gametophyte (modal number n = 2). Chromosome values were found in
the same thallus, but with variations in their frequency of occurrence in different populations throughout the year.
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INTRODUCCION

Gelidium sclerophyllum W.R. Taylor fue descrita, originalmente,
con base en especimenes recolectados en Golfo Dulce, Costa
Rica. Su distribucion actual se restringe a la costa este del
Pacifico; comprendiendo desde la localidad tipo, ya mencionada,
hasta el estado de Sonora en la parte norte del Golfo de California
(Rodriguez, 1996). Gelidium sclerophyllum se caracteriza por su
morfologia externa: apices anchos y redondeados, en ocasiones
con forma de corazdn en ejes erectos maduros esheltos y elonga-
dos (Rodriguez & Rivas-Lechuga, 1997, Rodriguez, et al., en pren-
sa), presenta fases alternantes (isomdrficas) indistinguibles en
estado vegetativo como en la mayoria de las especies del género.
El reconocimiento de los diferentes talos en campo y laboratorio
se hace, normalmente, a partir de la presencia de ramas espo-
rangiales o, en su caso, de las ramas cistocarpicas, asumiendo
que se trata del tetrasporofito y del gametofito femenino respecti-
vamente. En diversas localidades del Pacifico Tropical Mexicano
(Serviere et al., 1993; Rodriguez & Rivas, 1997), mientras los tetras-
porofitos con esporangios evidentes son abundantes, los gameto-
fitos con cistocarpos prominentes hacia ambos lados de la rama,
y ostiolos en cada una de las caras del cistocarpo, evidentemente
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biloculares, son muy escasos. Esto sugiriere una incongruencia
en el ciclo reproductivo de alternancia de generaciones (tipo
Polysiphonia) y quiza, un predominio de la reproduccion asexual
por propagacion vegetativa y/o esporogénesis mitotica.

Para demostrar que estos fenémenos se estan llevando a cabo
se necesita establecer la relacion proporcional poblacional de talos
tetrasporofitos vs. gametofitos, usando herramientas diferentes a
las convencionales mencionadas anteriormente. Ademas es nece-
sario confirmar si la meiosis se lleva a cabo en la esporogénesis.

Los estudios de citogenética y en particular el estableci-
miento de los nimeros de ploidia constituyen una posible solu-
cion para determinar la presencia de talos haploides y diploides
en una poblacién. Los estudios de este tipo, a pesar de haber
constituido una practica corriente en la genética de poblaciones
desde hace muchos afios, ha sido, sin embargo, intermitente y
escasa en el terreno de la sistematica.

En Rhodophyta, los cromosomas son de forma esférica y
de tamafio reducido, variando entre los 0.25 y los 3.5 um (Cole,
et al,, 1983; Del Grosso, 1981; Kapraun & Freshwater, 1987; Rao,
1971). Esto contrasta con los cromosomas mitéticos de algunas

Tabla 1. Nameros Cromosémicos en especies de Gelidium. B = Biesporas, CA = carposporas,
carposporofito, G = gametofito, GO = gonimoblasto, R = meiésis, S = espermatangio, ST = estéril o

asexual, T = tetrasporofito, TS = tetrasporangio, (-) = ndmero no reportado, (+) = incierto n/2n
Taxon Nimero (+) Cromosdmico  Tipo de Referencias®
n n celulas
Gelidiales
Gelidiaceae
Gelidium amansii 2-26 TS Yabu (1991)
Gelidium americanum 12 G Kapraun, et al. (1993)
Gelidium floridanum 6 12 G,T Kapraun, et al. (1993)
Gelidium latifolium 4-5 9-10 G,CA Dixon (1954%)
18 G Boillot (1963*)
29+2 58+4 T Maggs y Rico (1991)

Gelidium latifolium var.
luxurians 25-30 ST Magne (1964*)
Gelidium pristoides 13-17 28-33 B Carter (1993)
Gelidium pusillum 10 20 TG Kapraun y Bailey (1989)
Gelidium sclerophyllum 2 4 TG Presente estudio
Gelidium sesquipedale 4-5 9-10 G,CA Dixon (1954%)
(como G. corneum) 10 2 G,T Kapraun, et al. (1993)
Gelidium serrulatum 7-10 G Kaneko (1966*)

*En: Cole (1990)
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Figura 1. Area de estudio, ubicacidn de playa Las Cuatas, Ixtapa, Zihuatanejo, Guerrero, México.

especies de algas verdes (Chlorophyta) y de plantas superiores,
que pueden llegar a medir hasta 10 pm (Stebbins, 1976).

Los antecedentes mas tempranos sobre estudios citogenéticos
en especies de algas rojas datan de principios del siglo pasado.
El primer reporte data de 1904, con los estudios de Wolfe sobre
Nemalion helminthoides (Velley) Batters (como N. multifidum)
especie en la que encontrd un nimero cromosémico de n=8y
2n=16. Posteriormente, Yamanouchi (1906) determind el nimero
cromosomico de Polysiphonia flexicaulis (Harvey) Collins (como
P, violacea) como n= 20y 2n= 40; Lewis, en 1909, encontrd ploi-
dias de n=7vy 2n= 14 en Griffithsia globulifera Harvey et Kiitzing
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(como G. bornetiana). Ya para el (ltimo tercio del siglo pasado, se
reconocieron fenémenos de delecion en Porphyra rosengurtii Coll
et Cox (Kapraun & Freshwater, 1987) y de fusion seguida de una
no-disyuncion en Bangia vermicularis Harvey (Cole et al,, 1983),
procesos que producen variaciones en los nimeros cromosémi-
cos especificos. Con el conocimiento de dichos procesos ha sido
posible determinar fenémenos de apomeiosis, apomixis (parteno-
génesis y apogamia) e incrementos espontaneos en el nimero
cromosomico (autopoliploidias) a lo largo de las historias de vida
de diferentes especies (Lewis, 1996). Todos estos datos han servi-
do de soporte en numerosos estudios taxondmicos, sistematicos
y de ciclos de vida para diferentes taxa (Swanson et al,, 1981).
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No obstante, a mas de un siglo de iniciados los estudios
citogenéticos en algas rojas y considerando la alta diversidad de
especies para el grupo a nivel mundial (> 5000), el conocimiento
de los nimeros de ploidia se restringe a menos de 500 taxa
(Magne, 1964; Dixon, 1966; Cole 1990; Ponce, 1999).

En el caso de las especies de Gelidium se conocen los
nimeros cromosémicos para sélo un 10% de las mismas, a
pesar de la trascendencia comercial del género. El ciclo de vida
tipo “Polysiphonia” (Dixon, 1982; Masuda, et al.,, 1996), sélo se
ha demostrado para Gelidium coulteri Harvey (Macler & West,
1987), con una reconstruccion de éste a partir del crecimiento en
cultivo de sus diferentes fases. A su vez, s6lo contamos con una
(nica evidencia sobre la meiosis espdrica en G. latifolium Bornet
ex Hauck (Maggs & Rico, 1991).

Con laintencion de contribuir al conocimiento de la biologia
reproductiva de Gelidium sclerophyllum, se realizd un estudio
poblacional para conocer la incidencia de talos gametofitos y
esporofitos en un ciclo estacional, a partir de la identificacion de
los diferentes nimeros de ploidia. Adicionalmente, se describe el
tamafio de los cromosomas, se elabora el cariotipo de la especie
y se desarrolla un analisis de variacion cromosomica.

METODOLOGIA

El estudio se realizd en el estado de Guerrero en la localidad
denominada Playa Las Cuatas, Zihuatanejo, situada al noroeste
del estado. Esta playa se localiza a 65 millas nauticas al norte de
la bahia de Zihuatanejo, Guerrero, ubicada muy cerca de la punta

Figuras 2-5. 2) Talo tetrasporofitico de Gelidium sclerophyllum, escala =
100 pm; 3) Una célula 2n =4, escala = 3 pm; 4) Variacién cromosémica de
células con 3, 4 y 5 cromosomas, escala = 3 pm; 5) Células en metafase
con los cromosomas en posicién central que estan siendo atrafdos hacia
los polos por el huso mitético, escala = 3 pm.
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rocosa de Punta Ixtapa al noroeste del puerto de Zihuatanejo. Las
Cuatas forma parte del complejo de playas y bahias de la zona,
con ubicacidn geografica entre los 17° 39" 50" y 17° 39" 59" LN y
los 101° 35" 17" y 101° 35" 37" L 0, (INEGI, 1989; Fig. 1). En conjunto
la playa mide alrededor de 550 m y su orientacion con respecto
a la linea de costa es de este a oeste, En el extremo oriental se
encuentra un acantilado rocoso de aproximadamente 35 m de altu-
ra, en el extremo occidental se ubican dos canales de corriente.

Se realizaron salidas de campo a playa Las Cuatas, durante
primavera, verano, otofio e invierno de 2004. El muestreo se
realizé en la zona mesolitoral media y baja, sobre 6 poblaciones
ubicadas bajo diferentes condiciones de exposicion al oleaje en
las zonas rocosas de las estaciones I, Il y Il (Fig. 1). Los talos
completos de Gelidium sclerophyllum, se desprendieron manual-
mente con ayuda de espatula o cuchillo (Knudsen, 1966; Ortega
et al.,, 1993).

Las muestras, siempre equivalentes a 2 cm? fueron coloca-
das en holsas de plastico para ser transportadas a la playa en
donde se les aplico un solucion de etanol-acido acético glacial
3:1 (Austin ,1959), durante un periodo de 12 a 24 hrs, y posterior-
mente fueron trasladados a etanol al 70 %.

El estudio cariologico se realiza utilizando la técnica de
“squash” con orceina aceto-clorhidrica al 2%, descrita por
Giménez-Martin et al, (1982) y Kapraun & Freshwater (1987). Se
hidroliz6 el material con HCI 1N, por un periodo de 5 a 10 minutos.
Posteriormente se hicieron cortes manuales de 1 a 2 mm del
tejido usando las zonas de crecimiento apical, generalmente
procedente de apices vegetativos y solo ocasionalmente en api-
ces de ramas tetrasporangiales y cistocarpicas, se tifieron con
orceina aceto-clorhidrica y se realizo el “squash”. Para determi-
nar el nimero cromosomico de la especie, las preparaciones se
observaron en un microscopio 6ptico Zeiss (100x), se analizaron
al microscopio 20 mitosis de la mejor calidad por talo, en un total

Q@

Figuras 6-8. 6) Talo gametofitico con cistocarpos de Gelidium
sclerophyllum, escala = 100 pm; 7) Célula haploide con el ndmero
cromosémico modal n=2, escala = 3 um; 8) Variacién cromosémica
de células con 1,2 y 3 cromosomas, escala = 3 pm.
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Figuras 9-13. 9) Células con 3 y 4 cromosomas tefiidos con hematoxilina de Wittman;
10) La flecha indica una célula con 2 cromosomas, misma tincion; 11) Célula con un sélo
cromosoma, misma tincién. 12) Células con 2 cromosomas poco definidos, tincién con DAPI;
13) Células evidenciando més material nuclear posiblemente 3—4 cromosomas, tincién con
DAPI. Escalas = 6um

de 10 talos de cada una de las poblaciones en cada estacion del
afio. El nimero cromosdmico de talos de ambas fases (gametofi-
tica y tetrasporofitica) fueron determinados a través del analisis
de células en profase tardia y metafase temprana. Las mitosis de
mejor calidad fueron fotografiadas en un microscopio Axioskop
Mc80 Zeiss (Germany) y digitalizadas en un Scanner Macintosh.
Otras fotografias fueron tomadas con camara digital integrada a
un microscopio Nikon Eclipse 2000. El nimero cromosémico se
confirmé con la técnica de hematoxilina de Wittman, aplicada
durante 24 hrs en la obscuridad (Tseng & Sun, 1989). Ademas, en
el talo tetrasporofitico se hicieron tinciones con DAPI (diclorhi-
drato de 4',6-diamidino-2-fenilindol) (Novaczek et al, 1986) y las
preparaciones se observaron y fotografiaron con un microscopio
de epifluorescencia Nikon Eclipse 800.
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Considerando el total de las mitosis analizadas para los talos
diploides (200/ poblacion/ estacion) se realizd un analisis de la fre-
cuencia de cada uno de los nimeros cromosémicos encontrados.

RESULTADOS

Durante las cuatro estaciones del afio, en las seis poblaciones
se encontraron talos tetrasporofiticos (Fig. 2) en cantidad sufi-
ciente para obtener las mitosis requeridas, mientras que talos
gametofiticos fueron registrados solamente en tres poblaciones
durante septiembre y con una abundancia tan baja que no fue
posible contar con las mitosis previstas por poblacién, entre
éstos se localizaron sélo algunas frondas con cistocarpos evi-
dentes (Fig. 6).
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Figura 14. Frecuencia estacional de los nimeros cromosémicos en
poblaciones tetrasporofiticas.

Del anélisis de las mitosis se consiguio establecer que los
cromosomas son de aspecto globoso, con un tamafio de 0.8 mm
de longitud maxima. En ambas fases se presentaron variaciones
en el nimero cromosomico en el mismo apice. En los tetrasporo-
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fitos se observaron valores de 2n = 3-5 esto es, se encontraron
algunas células con 3, otras con 4 y otras con 5 cromosomas
(Figs. 3-5) y los gametofitos presentaron valores de n =1-3 (Figs.
7-8).

Las figuras 9 - 11 corresponden a fotografias de cromoso-
mas tefiidos con hematoxilina de Wittman, en las cuales pudimos
confirmar el niamero cromosémico haploide y diploide de la
especie. Las figuras 12y 13 nos muestran el material nuclear con
epifluorescencia pero con mala definicién de los cromosomas;
en la primera se puede observar una célula con 2 cromosomas y
en la segunda un anillo de cromatina.

El resultado del analisis de frecuencia muestra la presen-
cia consistente de células con 3 a 5 cromosomas en los talos
tetrasporofitos (Fig. 14). El cariotipo de la especie se muestra en
la figura 15.

DISCUSION

La presencia de talos tetrasporofiticos y gametofiticos en la
playa Las Cuatas, Guerrero, México, independientemente de su
frecuencia de aparicion y de las variaciones en sus nimeros de
ploidia, indica que el ciclo de alternancia de generaciones se
lleva a cabo por lo menos durante el verano, e indiscutiblemente
es del tipo “Polysiphonia” (Dixon, 1982), quedando totalmente
demostrado por la presencia de talos cistocarpicos.

En las cuatro estaciones se encontraron ejemplares diploi-
des, la mayoria en estado vegetativo, por lo que muy probable-
mente en ausencia de gametofitos la poblacidn se esté renovando
de manera asexual, ya sea por produccion de esporas mit6ticas
0 por propagacion vegetativa a partir del crecimiento del eje
postrado o por fragmentacion del talo. La presencia de talos
cistocarpicos en una época del afio (septiembre) pudiera indicar
que la reproduccion sexual y con ella el ciclo de vida completo,
solo se esta llevando a cabo durante el verano. Cabe mencionar
que realizar un conteo de cromosomas mei6ticos es mas exacto
(Guerra, 2008), sin embargo a pesar de mdltiples intentos reali-
zados con esporangios de la especie, aunque se pudieron hacer
conteos en el microscopio, no se consiguieron imagenes claras
para certificar el conteo del nimero haploide. Las imagenes de
los cromosomas mitéticos de Gelidium sclerophyllum producidas
en este estudio, muestran alta concordancia con aquellas regis-
tradas para otras especies de Rhodophyta como las de Porphyra
spp. (Kapraun & Freshwater, 1987) Gracilaria verrucosa (Hudson)
Paperfuss (Godin et al,, 1993) y Sirodotia huillensis Welwitsch ex
W. et G. S. West (Carmona et al,, 2006), asi como con aquellas
reportadas anteriormente para Gelidium, como G. serrulatum
J. Agardh (Kaneko, 1968), G. latifolium (Maggs & Rico, 1991) G.
pristoides (Turner) Kiitzing (Carter, 1993), G. americanum (W.
Taylor) Santelicesy G. floridanumW. Taylor (Kapraun, et al., 1993).
De acuerdo con los datos cromosémicos que reportan éstos y

Hidrobioldgica



Estudio citogenético de Gelidium sclerophyllum

otros autores para especies de Gelidium, los nimeros de ploidia
n=2y 2n=4encontrados, no son significativamente diferentes
ni excepcionales. Los nlimeros cromosémicos reportados para
otras especies de este género varian como sigue: n=(4)5-29y
2n=9-58 (Kapraun & Bailey, 1989; Maggs & Rico, 1991; Kapraun
et al, 1993). Gelidium sclerophyllum se encuentra en el grupo
de las especies con nimeros cromosomicos bajos junto con
Gelidium floridanumy G. sesquipedale (Clemente) Thuret.

La variacion de + 1 cromosoma en células de los talos
de Gelidium sclerophyllum, se ha registrado ampliamente en
estudios previos de algas marinas (Knaggs, 1964; Athanasiadis,
1983; Goff & Coleman, 1986; Maggs & Rico, 1991) y en algas de
agua dulce (Ramirez, 2006), incluso con una variacion de mas de
10 cromosomas (Yabu, 1979; Maggs, 1988), por lo que tampoco
resulta excepcional dicha variacion.

Hay que considerar que la variacién mencionada es extre-
ma y significa aproximadamente un 50% del total del genoma,
sugiriendo fallas en la division mitdtica, lo que parece poco
razonable; por lo que los datos de la variacién en el nimero
cromosOmico, podria ser sélo aparente y debida a limitaciones
técnicas.

Sin embargo, Maggs vy Rico (1991) reportan una variacion
de + 2 cromosomas en ejemplares de Gelidium latifolium con
un namero haploide de 29 cromosomas, explicando que esto
sucede como una alternancia de eventos aneuploides y poli-
ploides, como los propuestos para otros grupos algales (Ulvales
en Kapraun & Bailey, 1992). En la definicion clasica (Stansfield,
1992), un evento de aneuploidia se refiere a las variaciones en
el nimero cromosomico que no son de juegos completos, sino
solamente de parte de ellos, por lo que no resulta ser un miltiplo
exacto del namero haploide, pueden ser hiperploide (4n+1) o
hipoploide 4n-1 (monosdmico 2n-1, trisomico 2n+1, tetrasomico
2n+1); por su parte, la poliploidia, se refiere al incremento del
ndmero cromosdmico en juegos completos, el cual puede ser
triploide 3n, tetraploide 4n, pentaploide 5n, 0 mayor como ha sido
reportado en especies de Cladophora, Chlorophyceae (Meave,
1997) y en especies de Batrachospermaceae, Rhodophyta, donde
la poliploidia se explica a través de la fecundacion del carpogo-
nio por numerosos espermatangios (Carmona et al., 2006).

No obstante, recientemente Guerra (2008) propone una
reconceptualizacion de aneuploidia, poliploidia y otros concep-
tos relacionados en un intento por establecer el significado
citotaxonémico y evolutivo de la variacion en los nimeros
cromosOmicos de especies de plantas. Menciona que la aneu-
ploidia se refiere en efecto a la pérdida o ganancia de uno o mas
cromosomas implicando deleciones y duplicaciones de muchos
genes, resultando en una constitucién cromosémica desbalan-
ceada, usualmente letal o deletérea, sugiriendo repercusiones
importantes en la capacidad de respuesta de las generaciones
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Figura 15. Cariotipo de Gelidium sclerophyllum, escala =1 pm.

sucesivas de la especie a las diferentes condiciones del medio
ambiente. Asimismo afirma que este tipo de variaciones en el
ndmero cromosémico no tiene implicaciones evolutivas claras
mas alla del nivel de especie (Guerra, 2000).

Como resulta evidente, el significado biologico de la varia-
cion de los nimeros cromosémicos constituye un objeto de estu-
dio actual y en desarrollo que requiere no sélo de mayor cantidad
de datos de diferentes especies sino de un replanteamiento del
contexto tedrico de interpretacion de dicha variacién numérica
de los cromosomas.
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