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ESTRUCTURA FINA DE LOS SOROS Y ZOOSPORAS DE LESSONIA
NIGRESCENS (LAMINARIALES, PHAEOPHYCEAE)'

PATRICIAI. LEONARDI?, JULIO A. VASQUEZ? y ALICIA B. MIRAVALLES*

Summary: Fine structure of sori and zoospores of Lessonia nigrescens (Laminariales, Phaeophyceae).
This is the first contribution to the fine structure of sori, zoospores and initial stages of germination in the
genus Lessonia. In Lessonia nigrescens sporophytes, the sporangia are grouped with paraphyses in
macroscopic sori. The uninuclear, unilocular sporangia have many parietal chloroplasts and a thin cell
wall, stratified and loose in the apical portion. Zoospores possess two flagella, one of them with
unilateral mastigonemes and one V-shaped chloroplast appressed to the nucleus. Neither pyrenoid, nor
an eyespot were seen. Hypertrophied dyctiosomes are associated with the nuclear envelope. Numerous
adhesion vesicles appear in the cytoplasm, close to the plasmalemma and protrude from it. Zoospores
are released by means of the rupture of the apical sporangium portion and expelled within a vesicle. The
fine structure of L. nigrescens zoospores agrees with other Laminariales zoospores. The presence of
adhesion vesicles and the lack of an eyespot in zoospores of this order can be considered two
specializations that would indicate an evolutionary advancement in this group.
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Resumen: Esta contribucién tiene por objeto realizar el primer aporte al conocimiento de la estructura
fina de los soros, zoosporas y estadios iniciales de la germinacién de las mismas en el género Lessonia.
En los espordfitos de Lessonia nigrescens los esporangios se disponen junto con parafisis formando
soros. Los esporangios son uniloculares, uninucleados, poseen numerosos cloroplastos parietales y
estan rodeados por una delgada pared que en el extremo apical adquiere una disposicién laxa y
estratificada. Las zoosporas poseen dos flagelos, uno de ellos con mastigonemas unilaterales, y un
cloroplasto con forma de V rodeando parcialmente al nucleo. Este carece de pirenoide y de estigma.
Dictiosomas hipertrofiados se presentan en asociaciéon con la carioteca. Numerosas vesiculas de
adhesién se disponen en el citoplasma, proximas al plasmalema y haciendo protrusion. Las zoosporas
se liberan por ruptura del extremo apical del esporangio dentro de una vesicula. La estructura fina de las
zoosporas de L. nigrescens se corresponde con la descripta para otras zoosporas del orden Laminariales.
La presencia de vesiculas de adhesion y la ausencia de estigma en las zoosporas pueden considerarse
dos especializaciones que indicarian un progreso evolutivo de este orden respecto de otros dentro de

la Division.
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INTRODUCCION

El género Lessonia Bory de Saint-Vincent perte-
nece al Orden Laminariales y esté representado por
ocho especies que ocupan la zona litoral en aguas
templadas a frias del hemisferio Sur (Edding et al.,
1994). Las plantas esporofiticas de todas las espe-
cies del género Lessonia presentan un alto conteni-
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do de alginatos de gran valor comercial. Si bien exis-
ten numerosos trabajos referidos a la biologia y ciclo
de vida de diferentes especies de Lessonia a nivel
optico (Asensi, 1973; Searles, 1978; Villouta &
Santelices, 1986; Scrosati, 1991,1993; Venegas et al.,
1992; Edding et al., 1993, 1994) los dos Ginicos apor-
tes sobre la estructura fina corresponden a un estu-
dio anatomico en filoides jovenes de Lessonia
nigrescens Bory de Saint-Vincent (Scrosati, 1993) y
a un trabajo sobre cambios ultraestructurales obser-
vados en células vegetativas de Lessonia nigrescens
y L. trabeculata Villouta & Santelices por efecto de
la contaminacion con cobre (Leonardi & Vasquez,
1999).

La zoosporogénesis en el orden Laminariales ha
sido descripta a nivel ultraestructural en los géneros
Macrocystis C. Agardh, Nereocytis Postels & Ruprecht
y Laminaria Lamouroux (Chi & Neushul, 1972;
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Gherardini & North, 1972; Walker, 1980; Motomura,
1993). Motomura ef al. (1997) estudiaron con fluo-
rescencia la relacion entre el numero de nucleos y el
numero de cloroplastos durante la formacién de es-
poras en Laminaria angustata Kjellman. Las
zoosporas del género Laminaria se encuentran en-
tre las primeras células algales estudiadas con mi-
croscopio electronico de transmision (Manton &
Clarke, 1951). Posteriormente, Toth (1974, 1976) rea-
liz6 un estudio detallado de las zoosporas del géne-
ro Chorda Stackhouse y Henry & Cole (1982) anali-
zaron en detalle las zoosporas de 17 especies en 14
géneros de Laminariales.

Esta contribucion tiene por objeto realizar el pri-
mer aporte al conocimiento de la estructura fina de
los soros, zoosporas y estadios iniciales de la
germinacion de las mismas en el género Lessonia.

MATERIALES Y METODOS

Frondas fértiles de esporofitos de Lessonia
nigrescens fueron coleccionadas en Chile, a 40 km al
sur de Santo Domingo (c.27° S) y a 100 km de Michilla
(22°48’ S). Porciones de frondas de 5 x 5 mm, conte-
niendo soros se mantuvieron en oscuridad durante
un dia, en cajas de Petri con agua de mara 5° C. Al dia
siguiente se renovo el agua de mar y se iluminaron en
forma constante para estimular la liberacion de
zoosporas, la que ocurrio generalmente a la media hora.

Para microscopia electronica de transmision
(MET), muestras conteniendo soros fueron corta-
das en segmentos de 2-3 mm de longitud y fijadas en
2,5% de glutaraldehido con 0,1% de cafeinaen 0,1 M
de buffer cacodilato de sodio. Segmentos mas pe-
quenos luego fueron transferidos a fijador fresco
durante 2 horas. El material fue postfijado en 2% de
0s0, con 1% de ferricianuro de potasio en 0,1 M de
buffer cacodilato de sodio. La deshidratacion se rea-
liz6 con acetona y las muestras fueron embebidas
durante 5 dias en resina Spurr de baja viscosidad
(Spurr, 1969). Las secciones se realizaron con cuchi-
lla de diamante en un ultramicrétomo Reichert y se
contrastaron durante 45 minutos con 1 % de acetato
de uranilo acuoso y durante 55 segundos con citrato
de plomo. Luego fueron examinadas y fotografiadas
con un microscopio electréonico Jeol 100 CX-II en el
CRIBABB, Bahia Blanca, Argentina.

Secciones semifinas de 0,5 pm de espesor del
mismo material procesado para MET fueron obteni-
das con cuchilla de cristal, montadas en portaobjetos
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y tefiidas en 4% de fucsina basica durante 30 minu-
tos a 70° C y en 2% de azul de metileno durante 20
minutos a temperatura ambiente.

RESULTADOS

En los esporéfitos de Lessonia nigrescens los
esporangios se disponen junto con parafisis forman-
do soros (Fig. 1 A). Los soros, que se visualizan
macroscopicamente como zonas mas oscuras, se
encuentran ubicados en ambas superficies del filoide,
a lo largo de la parte central. Los esporangios y las
paréfisis se originan por divisiones periclinales de
las células del meristodermo (Figs. 1 A, B). Los
esporangios son uniloculares, fusiformes, de 8-10 um
de ancho, poseen un nico niicleo, numerosos cloro-
plastos de disposicion parietal y fisodes (Fig. 1C). La
pared del esporangio es delgada, de aspecto fibrilar
compacto, con una disposicion mucho mas laxa y
estratificada en el extremo apical (Fig. 1 C), enel que
se observa una zona de debilidad por donde poste-
riormente se abre el esporangio (Fig. 1 D). Las
parafisis son mas largas y mas delgadas que los
esporangios (Figs. 1 A, B) y poseen una delgada
pared celular que en el extremo apical se presenta
estratificada y laxa, con proyecciones adicionales de
pared en la parte superior (Figs. 1 B, 3 D). El contacto
de las proyecciones de las parafisis adyacentes for-
ma un estrato externo fibrilar sobre los esporangios
(Figs. 1 A,3 D).

En un mismo soro se presentan esporangios en
distinto grado de desarrollo, es decir, esporangios
uninucleados (Fig. 1C), esporangios con nucleos
recientemente divididos (Fig. 1 E), esporangios con
zoosporas maduras en su interior (Figs. 1B,2 A) y
esporangios vacios (Fig. 1 B). Las zoosporas se en-
cuentran rodeadas por mucilago dentro del
esporangio y el extremo apical del mismo esta ocu-
pado por abundante mucilago (Fig. 2 A). Las
zoosporas maduras miden 3 — 3,8 um de ancho por 5
—17,8 um de largo, poseen dos flagelos (Fig. 2 B), uno
de ellos con mastigonemas de disposicion unilateral
(Figs. 2 C, D), y un cloroplasto con forma de V que
rodea parcialmente el nucleo (Figs. 2 B, E). Tanto el
ntcleo como el cloroplasto estan, a su vez, rodeados
por reticulo endoplasmatico. No se observaron
pirenoide ni estigma intracloroplasticos. El nucleo
posee abundante heterocromatina (Figs. 2 B, E) y
uno o dos dictiosomas hipertrofiados se presentan
en asociacion con la carioteca (Fig. 2 E).



un soro. B: micrografia electronica de una seccion perpendicular a la superficie del filoide a través de un soro donde se observan
parafisis, esporangios con zoosporas en su interior y esporangios vacios (punta de flecha). La flecha indica una célula
meristodérmica recientemente dividida. C: Seccion longitudinal a través de un esporangio uninucleado. La pared del extremo
apical presenta una disposicion laxa y estratificada. D: Detalle del extremo apical de un esporangio mostrando el lugar por
donde se abre (flechas). E: Seccion longitudinal tangencial de un esporangio con el nicleo recientemente dividido. C: cloroplasto;
E: esporangio; F: fisode; Me: meristodermo; N: nucleo; P: parafisis; V: vacuola. Escalas: A =25 um, B =5 pm, C = 3,5 pm, D-
E=2pm.
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Fig. 2. Zoosporas de Lessonia nigrescens. A: Vista longitudinal de un esporangio con zoosporas maduras en su interior y un
tapon apical de mucilago. B: Vista general de una zoospora seccionada longitudinalmente. El cloroplasto con forma de V rodea
parcialmente el nucleo. Las flechas indican los dos flagelos. C: Seccion longitudinal del flagelo anterior con mastigonemas de
disposicion unilateral. D: Seccion transversal del flagelo anterior mostrando la disposicion unilateral de los mastigonemas. E:
Seccion tangencial de una zoospora en la cual se observan dictiosomas hipertrofiados en asociacién con la carioteca. F: Detalle
de las vesiculas de adhesion (punta de flecha). Las flechas indican vesiculas proximas al plasmalema, haciendo protrusion en
éste. C: cloroplasto; D: dictiosoma; M: mitocondria; Ma: mastigonemas; Mu: mucilago; N: nucleo; V: vacuola; W: pared

esporangial. Escalas: A = 2,5 um, B-F = 0,5 pm.

En el citoplasma, proximas al plasmalema y en
algunos casos haciendo protrusién, se encuentran
numerosas vesiculas que contienen material
electronicamente denso dispuesto en forma circu-
lar, dejando una parte central con material de menor
densidad electréonica (Fig. 2 F). Este anillo de mate-
rial electronicamente denso estd delimitado, por
dentro y por fuera, por material de aspecto fibrilar
(Fig. 2 F). También se observan perfiles
mitocondriales (Fig. 2 E) y vacuolas con material de
aspecto variado (Figs. 2 B, F).

Los esporangios se abren dentro del soro por rup-
tura del extremo apical, liberando una vesicula que con-
tiene las zoosporas envueltas en mucilago (Figs. 3 A, B,
(). La vesicula sale al exterior a través de canales entre
las proyecciones de pared de las paréafisis (Figs. 3 B, D).
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Las zoosporas prontas a germinar, secretan mu-
cilago por medio del cual se adhieren al sustrato, y
posteriormente se rodean de una delgada pared
electronicamente densa (Fig. 3 E). En los estadios
iniciales de la germinacion se evidencia un nucleo de
considerable tamafio con heterocromatina, cloro-
plastos parietales, fisodes y, en el tubo de germinacion,
numerosos perfiles mitocondriales (Fig. 3 E).

DISCUSION

En Lessonia nigrescens los esporangios se en-
cuentran localizados en soros en los filoides, al igual
que en los géneros Laminaria y Nereocystis (Henry
& Cole, 1982; Graham & Wilcox, 2000); sin embargo,




Fig. 3. Liberacion y germinacion de zoosporas de Lessonia nigrescens. A: Seccion longitudinal de un esporangio liberando
zoosporas en una vesicula en el interior del soro. B: micrografia optica de una seccion perpendicular a la superficie de un soro
donde se observa una vesicula conteniendo zoosporas en el interior del soro (flecha) y otra vesicula saliendo del soro a través de
un canal dejado entre las proyecciones de pared de las parafisis (punta de flecha). C: Corte transversal de una vesicula con
zoosporas recién liberada de un esporangio. D: Detalle del extremo apical de dos parafisis adyacentes donde se observa que el
contacto de las proyecciones de pared forma un estrato externo fibrilar sobre los esporangios. Las flechas indican los canales por
donde seran expulsadas las vesiculas conteniendo zoosporas. E: Corte longitudinal de dos zoosporas germinando. C: cloroplasto;
F: fisode; M: mitocondria; Mu: mucilago; N: niicleo; V: vacuola. Escalas: A,C-E =2 pm, B = 25 um.
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en el caso de Macrocystis y Alaria Greville los espo-
rangios ocurren en filoides reproductivos especiali-
zados llamados esporofilos (Graham & Wilcox, 2000).

Si bien la disposicion de los esporangios y las
parafisis en los representantes del orden Laminariales
estudiados es similar a la descripta en Lessonia
nigrescens (Henry & Cole, 1982; Motomura, 1993),
cabe destacar algunas diferencias. Los canales de
salida de las zoosporas observados en la capa super-
ficial del soro formada por las paréfisis en Lessonia
nigrescens no se han descripto hasta el momento en
otras Laminariales. En Laminaria los extremos de las
parafisis adyacentes forman una capa continua sobre
los esporangios de mayor desarrollo que la encontra-
da en L. nigrescens, en la que ademas se pueden dis-
tinguir vesiculas osmiofilicas (Henry & Cole, 1982).

La ausencia de estigma en las zoosporas de
Lessonia nigrescens es coincidente con lo indicado
para otras zoosporas del orden Laminariales (Bold &
Wynne, 1978; Henry & Cole, 1982). Si bien la mayo-
ria de las zoosporas de este orden poseen caracteris-
ticas similares a las de otras algas pardas, la falta de
estigma es la diferencia mas significativa entre las
zoosporas de Laminariales y las de los otros 6rdenes
de Phacophyceae.

Chi & Neushul (1972) y Collins & Kugrens (1975)
han encontrado mas de un cloroplasto en zoosporas
de Laminariales; sin embargo, nuestras observacio-
nes coinciden con las realizadas por Toth (1976) y Henry
& Cole (1982), quienes registraron un tinico cloroplasto.
Es importante destacar que en este grupo de algas el
cloroplasto posee forma de V, dando la apariencia de
dos cloroplastos en determinadas secciones.

En zoosporas maduras de Lessonia nigrescens,
dentro de los esporangios, siempre hemos observado
que el flagelo anterior presenta mastigonemas de dis-
posicion unilateral. Estas observaciones son coinci-
dentes con las realizadas por otros autores en zooides
de diferentes algas pardas (Bouck, 1969; Loiseaux,
1973; Toth, 1974; Markey & Wilce, 1976a, b; La Claire
& West, 1978; Berkaloff & Rousseau, 1979).

Vesiculas similares a las descriptas en las
zoosporas de Lessonia nigrescens han sido descriptas
en distintos zooides de Laminariales e involucradas
en la adhesion de las zoosporas al sustrato (Oliveira
etal., 1980; Henry & Cole, 1982). Oliveira et al. (1980)
han determinado la naturaleza glicoproteica de estas
vesiculas en Laminaria saccharina (Linnaeus)
Lamouroux y Nereocystis luetkeana (Mertens)
Postels & Ruprecht, dandole el nombre de vesiculas
placa. Como resultado de los estudios de zoosporas
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de 14 géneros de Laminariales, Henry & Cole (1982)
distinguieron 5 tipos morfologicamente distintos de
vesiculas de adhesion. Las vesiculas descriptas en
Lessonia nigrescens corresponderian al cuarto tipo,
indicado para los géneros Agarum Bory de Saint-
Vincent, Postelsia Ruprecht y Eisenia Areschoug.
De acuerdo con Oliveira ez al. (1980), Henry & Cole
(1982) y Fletcher & Callow (1992) su origen es
dictiosémico. Si bien en zoosporas de Lessonia
nigrescens se observaron dictiosomas hipertro-
fiados, no se pudo corroborar una vinculacion direc-
ta de estos con las vesiculas adhesivas.

En diferentes grupos de algas se ha descripto la
liberacion de esporas rodeadas por mucilago dentro de
una vesicula (Clayton, 1992) como la observada en
Lessonia nigrescens. En el caso particular de los
esporangios uniloculares de algas pardas, las zoosporas
secretan una matriz mucilaginosa compuesta por
fucoidanos y acido alginico, la cual interviene en la
descarga en masa de las zoosporas como resultado de
un incremento de presion provocado por la hidratacion
de estos polisacaridos mucilaginosos dentro del
esporangio (Markey & Wilce, 1976a; Toth, 1976).

La estructura fina de las zoosporas de Lessonia
nigrescens se corresponde con la descripta para otras
zoosporas del orden Laminariales (Henry & Cole,
1982). Cabe destacar que las vesiculas de adhesion
y la falta de estigma en las zoosporas de este orden
pueden ser consideradas dos especializaciones que
indicarian un progreso evolutivo en este grupo. De
acuerdo con Henry & Cole (1982), estas especializa-
ciones son consistentes con el complejo desarrollo
del espordfito y la caracteristica disposicion de los
esporangios en soros, tipicos de este orden.
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