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RESUMEN

Este estudio informa de la aislacién, cultivo y caracterizacitn de Aster gracilis, fitoflagelad

en cubetas del intermareal alto de Caleta Montemar, Chile (32" 57'S - 71° 33'W). Las células de A. gmn.f:.s,
fueron aisladas mediante la técnica de seleccidn por requerimi a partir de una muestra de fitoplancton
diversamente rep da. Los Iti btenidos, fucron mantenidos en medio Provasoli, temperatura de
20 + 2 °C, intensidad de luz de aproximad: 60 umol m? s y 24 h luz. E! cultivo clonal de células fue
realizado usando 1a técnica del pipeteo, su tasa de crecimicnto se calculé mediante el método de los minimos
cuadrados, ajustando a una linea recta datos logarftmi formados. La determinacién taxondmica se
efectud en base de la caracterizacion morfolégwa 2 nivel de :mcmsmpia Gptica y electrénica de células vivas y
fijas respectivamente. Este estudio aporta al imi de fitofl liando la distribucién
geogréfica de 4. gracilis a las costas templadas del Pacif’codeSud América, taxdn que enesletnbaju se cita
por primera vez para Chile.

Palabras clave: biodiversidad, microalgas, aislacién, cultivo, ultraestructura, nuevo registro, Chile.

ABSTRACT

This study reports about isolation, culture and ct ization of Aster gracilis, phytoflagellate from
intertidal pools, of Montemar cove, Chile (32° 57'S - 71° 33'W). Cells of 4. gracilis were |so!awd by
requeriments method. Monocultures were maintained in Provasoli medium, at 20 = 2 ° C, 60 gmol m™ s light
and 24 h of light. Isolation and culture of clonal cells were obtained by capillary pipette. Growth rate was
calculated by least - squares fit of a stralghl llne 10 the dal& log;mﬂu'mcnlly transformed. Data for taxonomic
study were obtained from optic and el [ ions of living and fixed cells. A. gracilis is
cited for the first time for Chilean coast, improving the ic knowledge of the marine microalgal flora of
temperate Pacific South America.

Key words: biodiversity, microalgae, isolation, culture, ultrastructure, new record, Chile.

INTRODUCCION El género Asteromonas fue descrito
por Artari, desde pozas salinas de Crimea en
la especie tipo A. gracilis y ubicado

Este trabajo inicia una serie de |

sobre fitoflagelados marinos, grupo de mi- inicialmente en las Poliblepharidaceae como
croalgas pertenecientes a las Divisiones miembro de las Chlorophyceae (Artari 1913).
Chlorophyta y-Chromophyta, cuya taxonomfa Constituye ul‘l taxa muy peculiar
ha sido confusa debido a su reducido tamafio, strech t ionado con los géneros
dificultades técnicas para su fijacion y al Pyramii Stephanoptera  (Pascher
pleomorfismo de las diferentes etapas de las 1926, Hollande, e: al. 1954)

respectivas historias de vida.
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A pesar del escaso conocimiento
existente Printz  (1927) reconociéd que
Aster y Stephanoptera eran géneros
independientes, en tanto que Wislouch (1924)
y Smith (1933) no distinguieron diferencias,
dando  prioridad a  Stephanoptera.
Curiosamente ninguno de los autores realizé
observaci en espec vivos y las
comparaciones sobre las cuales se sustentd
ambas posiciones fueron solo las descripeio-
nes y dibujos originales de S fabreae
(Dangeard 1910).

Butcher (1959) reconocié que existe
una estrecha relacién entre Asteromonas,
Pyrami y Stephanoptera, distinguibles
principalmente por Ia amplitud de los l6bulos
longitudinales y la distancia entre ellos. Sobre
la base del nimero y torsidn de los ldbulos y
el namero de flagelos, consideré a las si-
guientes especies: A gracilis Adari, A
octostriata Pascher, A. phacus Pascher, 5.
tremulans Hollande, Enjumet, Lafaurie y P.
amylifera Conrad. Al mismo tiempo este
autor, recomendé agrupar a todas estas
especies en el género Asteromonas y propuso
la creacion de A. propulsum n. sp.

Para evitar confusiones, Peterfi &
Manton (1968) sefialaron la conveniencia de
a Asrer Stephanoptera
como géneros independientes mlenlras la
especie tipo de esta Gltima fuera nuevamente
registrada y estudiada. Por otra parte, ambos
autores establecieron que la especie S
tremulans descrita por Hollande et al. (1954)
y posteriormente propuesta por Butcher
{1959) como A. tremulans, no era més que
una sinonimia de A. gracilis, en tanto que A.
phacus y A. octostriata necesitaban un mayor
andlisis para confirmar su posicién taxo-
nomica. En estudios realizados por Moestrup
& Hill (1991) se declaré invélido el nombre
de A. propulsum, sefialindose que la especi
descrita corresponde a P. propulsa, la cual en
ocasiones ha sido identificada como A.
amylifera, debido a la gran similitud que
presentd bajo microscopia foténica (Tomas
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1993). Los estudios a nivel de ultraestructura
de las escamas corporales, distinguieron a
ambas especies como independientes y esta-
bl m que A. lifera correspondia al
género Pyramimonas, describiendo a la espe-
cie como P. amylifera (Moestrup & Hill
1991).

Con el objeto de esclarecer su posi-
cién taxondmica, la mayoria de los trabajos
realizados en este género, se han llevado a
cabo en su especie tipo A. gracilis. En ella los
estudios a nivel de microscopia foténica y
electrénica realizados por Peterfi & Manton
(1968) mostraron rasgos morfolégicos afines
a las Chlorophyceae y Prasinophyceae, sin
embargo, estos autores concluyeron que la
especie se encontraba mas relacionada a esta
Gltima. Posteriormente Floyd (1978) estudio
y comparé ultraestructuralmente los procesos
mitdtico y citocinético de A. graeilis, resul-
tando ambos muy similares a Dunaliella y
Chlamydomonas. El mismo autor sobre la
base de la importancia taxonbmica y filoge-
nética de estos caracteres, reafirma la ubica-
cién inicial de A. gracilis en las
Chlorophyceae.

Las actuales revisiones en fitoflagela-
dos ubican a Asteromonas al interior de las
Chlorophyceae, distinguiéndolo como un
género tipicamente marino costero, consti-
tuido por tres especies A. gracilis, A. phacus
y A. octostriata, diferentes entre si por la
forma celular (Chretiennot-Dinet 1990,
Tomas 1993).

En este contexto, con ¢l objeto de dar
a conocer la flora microalgal nativa, en este
trabajo se informa sobre la aislacion, cultivo
y caracterizacién celular bajo microscopia
Gptica y electrénica de A. gracilis, procedente
de cubetas intermareales de la localidad de
Montemar.

MATERIALES Y METODOS

La recoleccidn de muestras se realizd en una
cubeta de marea del intermareal rocoso de la
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localidad de caleta Montemar (32° 57'S - 71°
33'W), en diciembre de 1994. Las muestras
fueron obtenidas a mano con la ayuda de ma-
traces de vidrio estériles sin filtros ni redes de
plancton para no causar dafio a los fitoflagela-
dos desnudos. Alicuotas de aproximadamente
10 ml fueron tomadas en quintuplicado en los
diez centimetros superficiales de la cubeta.

Para obtener monocultivos y posterior-
mente un cultivo clonal madre, las muestras
fueron sometidas a protocolos de aislacién por
técnicas de requerimientos y micropipeteo
{Hoshaw & Rosowski 1973). A partir de in6-
culos de 10 ml de este dltimo, se iniciaron
cultivos cerrados en tres matraces Erlenmeyer
con 240 ml de medio nutritivo Provasoli
(PES), bajo iluminacién de 60 umol m™s™ con
fotoperiodo continuo, a temperatura de 22 + 2
°C (Guillard 1974). Durante la fase inicial,
exponencial y de reposo del cultivo se efectua-
ron diariamente observaciones de control y
conteo bajo microscopia foténica. El restante
cultivo madre, mantenido en crecimiento ex-

P ial, se e tré por d i6n para la
aplica::lfm de protocolos para microscopia
electrénica. Muestras de cultivos auxiliares en
quintuplicado de la especie aislada, se conser-
van como cepas y actualmente son mantenidas
en frascos de 10 ml en medio nutritivo PES, a
temperatura de 4° C - 6° C y en oscuridad.

De acuerdo al tamafio celular y densi-
dad del cultivo, el incremento del nimero de
células fue medido utilizando un hemocitéme-
tro Neubauer Improved de 0,1 mm de profin-
didad, recomendado para organismos cuyo
tamafio se encuentra en el rango de 2 a 30 um,
con una densidad de 5 x 10° - 10’ células por
ml, siguiendo la metodologia descrita por
Guillard (1973). Los datos obtenidos, fueron
utilizados para estimar graficamente la tasa de
crecimiento, mediante la representacion del
niimero de células diarias en cultivo, transfor-
madas logaritmicamente. La tasa de creci-
miento exponencial se calculd ajustando estos
datos a una recta con el método de los minimos
cuadrados (Guillard 1973).
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La caracterizacién celular se llevd a
cabo utilizando un microscopio dptico, equi-
pado con contraste de fases y microfotografia.
Las muestras fueron examinadas en vivo, sin
fijacion previa, para evitar la deformacion de
los fitoflagelados desnudos (Klaveness 1985).
Material bibliogrifico y claves comparativas
permitieron la determinacion de la especie.

El tratamiento de las muestras para mi-
croscopia electrénica de transmisién compren-
dié la fijacién con una solucién de glutaralde-
hido al 2%, formaldehido al 2%, en buffer de
cacodilato de sodio 0,1 M. Posteriormente
fueron lavadas durante una hora en buffer y
sometidas a post-fijacion, utilizando tetrdxido
de osmio reducido (1:1 tretéxido de osmio al
2% y ferricianuro de potasio al 3%). Conside-
rando la concenmacion de los reactivos y la
osmolaridad del buffer, las mezclas fueron
ajustadas a la concentracién del medio nutri-
tivo de cultivo, agregando sucrosa, para asegu-
rar la osmolaridad del preparado. Las muestras
fueron deshidratadas en una bateria de con-
centracién creciente de etanol y sometidas a
una deshidratacién de transicion utilizando
acetona al 100%, (Hayat 1986). La inclusién se
realizd en resina Medcast y la tincién positiva
con acetato de uracilo y citrato de plomo. Las
observaciones se realizaron en un microscopio
Zeiss modelo EM 900 a 50 kV.

RESULTADOS

Asteromonas gracilis Artari

Asteromonas gracilis Artari, 1913, 1.c. 428 =
Stephanoptera gracilis (Artari}; Smith, 1933
p. 307, fig.201; Printz, 1927, 2 Auf, 3, fig.
23; Ruinen, 1938, fig. 34.

DESCRIPCION BAJO MICROSCOPIA FOTONICA

La célula vegetativa se presentd aislada y con
una forma variable, de ovoide a un huso con
sus dos extremos aguzados y su parte central
mas ensanchada, midiendo aproximadamente
16 a 40 um de longitud por 10 a 15 um de
ancho (Figs. 1a, 3 a 5). Longitudinalmente
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p 6 seis o tres l6bulos en forma de qui-
llas; estas estructuras nacieron del extremo
anterior aunque no del mismo apex, reco-
mriéndola helicoidal o paralelamente y termi-
nando gradualmente en el extremo opuesto en
un cuerno posterior, el que a veces alcanzd
una longitud considerable (Fig. 5). En vista
anterior y posterior se observd un patrén
estrellado muy caracteristico, producido por
la disposicién y forma de los l6bulos (Figs.1b
y 6).

En movimiento, esta microalga avanzd
lentamente si se la compara con otras
especies (Tefraselmis o Pyrami ), si-
guiendo una linea recta, girando sobre su eje
y cambiando de direccién cada cierto tiempo.
El desplazamiento se debid a la presencia de
dos flagelos anteriores ubicados en una papila
a veces prominente, los que se caracterizaron
por ser gruesos, isomorficos, de longitud
igual o superior a la longitud celular (Figs. la
y 5).

Internamente se observé un cloro-
plasto de color verde pdlido, que ocupd la
mayor parte del volumen de la célula, pene-
trando los l6bulos que bajo microscopia foté-
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nica se observaron translicidos (Figs. 3 a 5).
Ubicado en el tercio anterior o en la mitad de
la célula se presentd un estigma de color ana-
ranjado oscuro, de forma bacilar y tamafio
regular (Figs. 1a y 3). En la porcién basal y
T lo en casi su totalidad por almidé6
encontré un conspicuo pirencide bl]obulado
(Figs. lay 4).

En las condiciones de cultivo usadas,
A. gracilis se reprodujo asexualmente por
simple divisién (Fig. 1c), presentando en la
porcién media de la célula madura un volu-
men mayor a lo normal. La divisién comenzé
en el extremo anterior y paulatinamente se
produjo la separacion de la parte posterior, lo
que se observd claramente desde una visién
anterior, en la cual se pudo distinguir tres
I6bules y un flagelo en cada una de las
futuras células, las que posteriormente
generaron el segundo flagelo. Estas nuevas
células se caracterizaron por ser mas angostas
y por presentar fres ldbulos bien desarro-
llados. Durante la reproduccién no cesd el
movimiento, a veces poco coordinado, debido
al actuar independiente de los flagelos de
cada célula hija.

Figura 1. Asteromonas gracilis. Célula vegetativa, (a) vista frontal, (b) vista aelcal {c) reproduccién asexual,

{d) ciste, (f = flagelos, pf = papila flagelar, lo =

celular).

, pi = e = cublc:rm

Figure 1. Asteromonas gracilis. \-’cgmtive cell (a) front view, (b) apical view, (c) asexual reproduction, (d)

cyst. (f = flagellum, pf
envelope).

agellate papilla, lo = lobes, pi

= pyrenoid, s = evespot, cc = cellular
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Figure 2. Asteromonas gracilis. Cyst germination (a - h).

En los cultivos en fase estacionaria, se
observo la formacion de cistes (Fig. 8). Estos
se presentaron fijos sobre el substrato, agru-
pados y formando lamas verdes, que bajo el
microscopio foténico demostraron ser con-
glomerados de células (Fig. 7). Los cistes se
caraclerizaron por ser esféricos de aproxima-
damente 26 um de didmetro con una pared
gruesa de 2 a 3 um. Al interior se distingui6
un cloroplasto granular con su superficie
externa rugosa, en el cual no se observd es-
tigma y solo en ocasiones se logrd ver el
pirencide. Una mancha difusa café-rojiza se
ubicé centralmente (Fig. 2a). La adicién de
medio nutritivo fresco indujo la germinacién
de los cistes, o ordenad
desde el estrato externo de la agrupacidn,
hasta terminar en €l centro de la misma (Fig.
2). Durante este proceso, la célula esférica
redujo su tamafio a aproximadamente 22 um,
sin manifestar cambios a nivel de su pared
celular. El cloroplasto mantuvo su aspecto

granular y no se observd pirenoide, estigma o
acumulacién de carotenoides (Fig. 2b). Poste-
riormente la talla se redujo a 20 um de dia-
metro y la pared celular se limit6 a una finf-
sima capa externa (Fig. 2¢). Finalmente el
ciste alcanzd aproximadamente 15 um de
didmetro, el cloroplasto liso y se observd un
conspicuo estigma bacilar rojo anaranjado,
ubicado lateralmente en el tercio anterior de
la célula (Fig. 2d). En las siguientes etapas de
germinacién, desde el extremo celular ante-
rior surgieron dos flagelos de aproximada-
mente 22 um, no observindose estructura
papilar. En esta condicién flagelada, las cé-
lulas permanecieron juntas en el conglome-
rado perdiendo paulati te su forma
esférica. En el extremo anterior comenzaron a
surgir pequefios lébulos y el posterior se fue
aguzando, alcanzando una talla celular de 15
pum de longitud por 10 um de ancho. Inter-
namente relacionado con el cloroplasio se
observé el pirenoide en posicién basal
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(Fig. 2¢). Finalmente, la célula tomé su tipico
aspecto de huso, con tres o seis 16bulos. En
las condiciones de cultivo utilizadas su
tamafio no sobrepasé las 20 um de longitud
por 10 um de ancho, siendo considerable-
mente menor respecto a la célula vegetativa
normal. El cloroplasto se present6 pélido y
liso, el estigma y el pirenoide con las mismas
caracterisucas antes descmas (Fig. 2f). En el

, estas ubicadas en la
peﬁfem con su extremo posterior dirigido
hacia afuera, fueron liberadas sucesivamente
por el movimiento activo de sus flagelos
(Figs. 2g-h).

DESCRIPCION BAJO MICROSCOPIA ELECTRO-
NICA DE TRANSMISION

Externamente las células de A. grecilis no
presentaron cubierta celular, observéndose
sdlo material fibrilar depositado sobre una
membrana plasmatica, a veces con un patrén
rugoso (Figs. 9 y 10). Internamente se en-
contrd un cloroplasto parietal en forma de
copa, rodeado por una doble membrana. Sus
lamelas se estructuraron en dos a cuatro
tilacoides interconectadas por tilacoides
simples (Figs. 9y 10).

El niicleo de forma esférica con doble
membrana y poros nucleares se ubicé en el
centro de la célula junto con un nucleolo,
(Figs. 9 y 12). Evaginaciones de parte del
material nuclear, denominadas haustorias,
envueltas en la membrana nuclear, rodeadas
por una porcion hialina y més exter
por la doble membrana del cloroplasto, se
introdujeron en la porcién céncava del pire-
noide que en su porcidn convexa se encontrd
rodeado de grinulos de almidén (Figs. 9 y
10). En el extremo superior de la célula,
sobre ¢l nicleo y en una posicién mas o me-
nos simétrica se observaron dos Golgi, con
una gran cantidad de vesiculas (Figs. 11 y
i2). Mitocondrias alargadas y con crestas
planas se ubicaron entre el nicleo y el cloro-
plasto (Figs. 9y 11).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

En condiciones de cultivo clonal, A. gracilis,
presenté dos morfotipos distinguibles por su
tamafio celular y el ancho y grado de torsién
de sus I6bulos longitudinales (Figs. 2f-hy 3
a 5), condicién también observable en
muestras naturales, lo que habria inducido en
¢l pasado a considerarlas especies indepen-
dientes. Esta diferencia morfolégica corres-
pondi6 a diferentes estados de madurez. En
las células més jovenes, producto de una

i divisién, germinacién de un ciste o
en aquellas presentes en cultivos en inicio de
la fase exponencial, se presentaron tamafios
menores, l6bulos en nimero de tres a seis,
menos desarrollados y rectos, todas caracte-
risticas afines a la especie descrita como A.
gracilis (Artari 1913). En las células madu-
ras, al término de la fase exponencial o du-
rante la fase estacionaria, s¢ observé un au-
mento del tamafio celular, extensién del
extremo posterior, desarrollo y torsién de los
Iébulos, todos rasgos propios de la especie A.
tremulans descrita por Butcher (Hollande er
al. 1954). Una confirmacién mds exacta de
estos resultados requiere de la cuantificacion
de los diferentes morfotipos en todas las
etapas de cultivo, asi como también de la
sucesién de ellos en cubetas naturales, du-
rante ¢l periodo de tiempo transcurrido entre
una y otra renovacién de agua.

Los controles de las células en cultivo,
confirmaron lo sefialado en la literatura en
relacién a la formacién asexual del ciste de A.
gracilis (Peterfi & Manton 1968), permi-
tiendo ademds, caracterizar por primera vez
su germinacién, determinando los principales
cambios morfologicos desde su formacion,
hasta volver la célula a su estado vegetativo
mévil. En todas las observaciones de este
estudio, este ciste no se encontrd asociado a
fusién de gametos y generaclén de crgospora,
asf como tamp
emergiendo desde cada uno, una célula

a div



Catalin & Collantes Fitoflagelados marinos: Asteromonas gracilis 151

Figuras 3-B. Asicromonas gracifts. Célula vegewativa, Fig. 3 (lo = lobulos, s = estigma ) 200 x. Fig. 4 (lo =
|6bulos, pi = pirenoide) 400 x. Fig. 5 (¢ = cuerno, = flagelo, pf = papila flagelar) 400 x. Fig. 6 (lo =
I6bulos) 400 x. Ciste. Fig. 7 (ac = agrupacion de cistes) 100 x, Fig. 8 ( cc = cubierta celular del ciste,
¢l = cloroplasto, pi = pirenoide) 100 x

Figures 3-8. Asteromonas gracilis. Vegetative cell. Fig. 3 (lo = lobes, s =
pi = pyrenoid) x 400. Fig. § {c = hom, = Nagellum, pf = flagellate papilla) x 400. Fig. 6 (lo =
lobulos) x 400. Cyst. Fig 7 (ac = cluster of cyst) x 100. Fig 8 { cc = cellular envelope of cyst, ¢l =

chloraplast, pi = pyrenoid) x 400,

syespot ) x 200, Fig. 4 (lo = lobes,
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Figuras 9-10. Aster gracilis. Ul tura de la célula vegetativa, Fig. 9 (n = nicleo, nu = nucleolo,
¢l = cloroplasto, pi = pirenoide, h = haustorias, a = almiddn, mi = mitocondrias, g = Golgi, cc =
cubierta celular) 7480 x. Fig. 10 (h= haustorias, Im = lamelas, t = tilacoides, cc = cubierta celular)
15400 x.

Figures 9-10. Asteromonas gracilis. Ultrastructure of vegetative cell. Fig. 9 (n = nicleus, nu = nucleolus, ¢l =
chloroplast, pi = pyrenoide, h = haustorium, a = starch, mi = mitochondria, g = Golgi, cc = cellular
envelope) x 7480. Fig. 10 (b= haustorium, Im = lamellag, t = thylakoids, cc = cellular envelope)
x 15400,
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Figuras 11-12. Asteromonas gracilis. Ultraestructura  de la célula vegetativa. Fig. 11 (n = niicleo, ¢l =
cloroplasto, a = almidén, mi = mitocondrias, g = Golgi, cc = cubierta celular, v = vesiculas) 7480 x.
Fig. 12 (g = Golgi, v = vesiculas, pn = poros nucleares, t = tilacoides) 15400 x.

Figures 11-12. Asteromonas gracilis. Ultrastructure of vegetative cell. Fig. 11 (n = nucleus, ¢l = chloroplast,
a = starch, mi = mitochondria, g = Golgi, cc = cellular envelope, v = vesicles) x 7480, Fig. 12 (g =
Golgi, v = vesicles, pn = nuclear pores, | = thylakoids) x 15400,
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vegetativa. Estos resultados indican que se
trataria de una célula de resistencia ante
condiciones adversas, Al agregar medio
fresco, la germinacién primera de los cistes
del borde de la agrupacién celular y
posteriormente hacia el centro, se atribuyeron
a cambios de los factores limitantes,
principalmente nutrientes y pH, ocurriendo a
diferentes velocidades de difusién (Figs. 2, 7
y 8). Las observaciones realizadas de la ul-
traestructura de las células vegetativas aisla-
das de 4. gracilis, coinciden con las descrip-
ciones realizadas anteriormente para la espe-
cie por Peterfi & Manton (1968), ratificando
su determinacion taxondmica (Figs. 9-12).

En las condiciones de cultivo usadas,
las células crecieron a una tasa de 0,899
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Bajo las condiciones de cultivo utilizadas, los
cistes maduros de 4. gracilis presentaron una
mancha pequefia y difusa de pigmentos
anaranjados, lo que concuerda con lo citado
en la literatura, que seflala a la especie con
capacidad para almacenar pigmentos carote-
noides (Ben-Amotz 1980). Esta caracteristica
y la facultad de soportar condiciones de alta
salinidad, regula.ndo la osmolaridad mediante
la de grandes cantidades de
glicerol (5,5 M) (Ben-Amotz & Grunwald
1981, Ben-Amotz & Avron 1982),
favorecerian su utilizacién por la industria
farmogquimica y/o alimentos.

Este primer registro de A. gracilis para
Chile, contribuye al conocimiento de la
b;odwersldad de fitoflagelados del amhleme

divisiones por dia, adecuada para cepas en marino, ampliando la distribucié
una primera etapa de domesticacién. En este de la especie para las costas templadas del
senndo serd necesario investigar los factores Pacifico de Sudamérica
li del crecimiento en laboratorio.
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