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RESUM

En aquest Lreball es descriv 1 compara la germinacié en coitiu de les carpbspores de les dues
espicies mediterranies del génere Predaea G. DeToni: P. oifivieri ]. Feldmann i P. pusifia
{Besthold) J. Feldmann. Les carpdspores d’ambdues espdcies, de 6-8 mm | 9-10 mm respecti-
vament, es desenvolupen de manera diferent. Aixi, mentre que les de P, ollivieri en germinar
formen una protuberdncia, gue per elongacid i posterior septacié porta a la formacié d’un
filament unipolar, les de £. pusilla es divideixen inicialment en dues cél-luies semiesteriques
que originen (igualment por elongacié i posterior septacid) un filament bipoler 0, 2 vegades,
tricorni o tetracornd. Al cap d'un mes de cultiy, les germinacions de les dues especies presen-
ten un habit postrat, filaments unisenats i uninucleais i cél-lules amb nombrosos plasts discoi-
dals; el seu aspecte €s molt semblant a les especies del génere Audouinetla Bory.

RESUMEN

En este trabajo se describe y compara Ja germinacién en cultivo de las carposporas de las
especics mediterrineas del género Predaea G. DeToni: P. offivieri 1. Feldmann y P. pusilla
{Berthoid) 1. Feldmann, Las carposporas de las dos especies, de difmetros distintos (P. ofli-
vieri 6-8 mm; P. pusitle 9-10 mm), prescntan también formas de germinacidn distintas. Las
carposporas de P. llivieri al germinar forman una protuberancia que, por elongacidn y poste-
rior tabicacidn, lleva a la formacién de vn filamenio unipolar. En cambio, las carposporas de
P. pusilia se dividen inicialmente en dos células semiesféricas gue originan {igualmente por
elongacién y posterior tabicacidn} un filamento bipolar o, en ocasiones, tricome 0 tetracorne.
Al cabo de un mes de cultivo, las germinaciones de las dos especies presentan un hibito pos-
wrado, filamentoso, uniseriade y uninucleado y con numerosos plastos discoidales. Su aspecto
es muy parecido al del género Audouinella Bory.

ABSTRACT

In this paper, we describe and compare the germination in culture of the carpospores of the
two Mediterranean species of the genus Predaea G. DeToni. That is 1o say, P. oflivieri 1.
Feldmann and P. pusilia (Berthold) J. Feldmann. Carpospores of these species had different
diameters {P. oflivieri 6-8 rom; P. pusilla 9-10 mm), as well as different gerrination patlerns.
In particular, carpospores of P. eilivieri developed a protuberance that, after elongation and
division, formed 2 unipolar filament. On ihe other hand, carpospores of P. pusitla were ini-
tially divided into two semi-spherical cells, and devcloped a bipolar filament, or sometiunes, 2
three-horned or even a four-homed filament. After one month of culture, the sporelings sho-
wed a filamentous prostrate thalli, uniseriatc and unicelled, and bore numerous disc-shaped
plasts, these characteristics correspond closely 1o those of the genus Audouinella Bory.

KEYWORDS: Carpospores culture, Germination, Predaea ollivieri, Predaca pusilla, Nemastomata-
les, Rhodophyia.
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INTRODUCCION

El género Predaea G. DeToni (Nemastomataceae, Nemastomatales) se encuentra
representado en el Mediterrdneo por las especies P. oflivieri J. Feldmann y P. pusi-
g (Berthold} ! Feldmann. Los gamctéfitos femeninos de estas dos especies son
muy abundanies en primavera y verano en los fondos de coraligeno del Mediterra-
neo occidental. Por el contrario, el tetrasporéfito no se ha hallado nunca en la natu-
raleza. Los finicos datos del mismo que se conocen hasta el momento son los obte-
nidos por Athanasiadis (1988) mediante el cultivo de las carposporas de P. oflivieri,
de donde se deduce que esta especie presenta un espordfito postrado vy filamentoso.
Ahora bien, en dicho trabajo no se describen en ningdn momento los primeros esta-
dios de desarrollo de las carposporas, que desde nuestro punto de vista es una carac-
teristica indispensable en la taxonomia del grupo, y tampoco se completa el ciclo
vital de 1a especie. En cuanto a P. pusilia, no se ha realizado hasta el momento nin-
glin tipo de cultivo en laboratorio.

La falta o escasez de conocimientos sobre la fase esporofitica de ambas especies es
lo que nos ha inducido a realizar el cultivo de sus carposporas. En este trabajo se
presentan l0s primeros resultados obtenidos, es decir, se describe y se compara la
germinacion en cultivo de las carposporas de ambas especies y su tipo de creci-
miento durante el primer mes de cultivo. Los resultados del trabajo permitirdn, pre-
surniblemente, la asignacidn de los estadios esporofiticos a un taxdn concreto.

MATERIAL Y METODOS

La recoleccion de los ejemplares fértiles de Predaea se cfectud en fondos de corali-
geno de diferentes localidades de la costa gerundense (Mediterrdneo noroccidental)
mediante ¢l uso de la escafandra auténoma. Las muestras de P. oflivieri se obtuvie-
ron el 1.8.1999 en las islas Formigues, Palamds, y €l 5.9.1999 en Sa Tuna, Begur, &
35 y 20 m de profundidad, respectivamente. Los ejemplares de P. pusilia se reco-
lectaron el 25.7.1999 en la zona conocida como Els Ullastres, Llafranc, a una pro-
fundidad de 45 m, y el 12.9.1999 en Aigua Gelida, Tamariu, a 35 m de
prefundidad. En total se recolectaron cinco individuos de cada especie.

Los ejemplares fueron transportados al laboratorie, donde se separaron los gamets-
fitos femeninos maduros ¥ se mantuvieron en la oscuridad a 8 °C durante unas 20 h.
A continuacidn se iniciaron los cultivos colocando las algas en agua de mar esterili-
zada y a 21 = 1° C. El choque térmico provoco la liberacion de las carposporas
sobre diversos portaocbjetos colocados en el fondo del recipiente. Al cabo de 24 h
los portaobjetos se sumergieron en placas de Petri que contenian medio nutritivo
(Von Stoch, 1964) medificado siguiendo las pautas de Guiry ¥ Cunningham (1984).
El crecimiento de diatomeas se controlaba afiadiendo al medio Gv:O2 {5 mg 1)
(Lewin, 1966), v el desarrollo de cianobacterias y otras bacterias se evitaba median-
te la adicion de penicilina-G (3 mg 1'). Los cultivos se mantuvieron a 21 =1 °Cy
43 mmol de fotones m? s”', y bajo un régimen de luz/oscuridad de 8.16 h. En total se
siguié el crecimiento de las carposporas de cinco ejemplares de cada especie, v de
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cada ejemplar se siguié el crecimiento en dos portaobjetos distintos, con més de 160
carposporas cada uno. El medio de culitvo era renovado semanalmente.

El seguimiento de la germinacion de las carposporas se realizé a diario mediante la
observacién al microscopio 6ptico Nikon PFX. El ndmero de carposporas liberadas
era muy elevado y, por esta razon, periddicamente se hacfa un vaciado del portaob-
jetos para permitir un mejor desarrollo de los mdividuos. Las fotografias del habito
se realizaron con una cémara Pentax Programa (objetivo Macro Sigma F28 de 50
mim) y las fotografias al microscopio Sptico se realizaron con una cdmara Nikon F-
601M acoplada al misme.

Para realizar las fotografias al microscopio electrénice de transmision, se fijaron los
filamentos durante 1 h en glutaraldehido al 2,5 % en agua de mar. Se lavaron tres
veces con agua de mar filtrada durante 10 minutos cada vez y se efectud una fija-
¢ién posterior con OsO, al 1% en agua de mar. Los especimenes fueron deshidrata-
dos en una serie de acetona e incluidos en SPURR. Las secciones fueron realizadas
con un ultramicrotomo. Las observaciones se hicieron con un microscopio Zeiss
EM 914,

Los gametotfitos femenines se conservan en el herbario HGI-A de la Universitat de
Girona.

RESULTADOS

Los gametfitos femeninos de las dos especies de Predaeq estudiadas son muy
semejantes macroscipicamente, sunque P. ollivieri presenta las laminas muy divi-
didas incluso en los individuos jovenes, mientras que P. pusilla suele presentar la
base no dividida {infundibuliforme) durante toda su vida (figs. 1-2). Aun asi, la
principal diferencia entre las dos se encuentra en la fase inicial del desarrolle del
gonimoblasto, en la cual se forma P. ollivieri sobre el filamento de conexidn, y en
P. pusilla sobre a célula auxiliar (Verlague, 1990).

Figura 1. Predaea ollivieri. Aspecto general del talo. Escala: 1 cm.
Figura 2. Predaea pusifla. Aspecto gencral del talo. Escala: 1 cm.
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Las carposporas de las dos especies de
Predaea eran redondeadas, presentaban
un finico niicleo, un gran espacio vacuo-
lar central y estaban fuertemente pig-
mentadas. El aspecto externo era simi-
lar y la idnica diferencia entre ellas
estribaba en sus dimensiones, puesto

que las de P. ollivieri oscilaban entre  Figura 3, Predaea ollivieri. Carposporas
los 6-8 mm de didmetro (fig. 3), mien-  recién liberadas. Escala: 25 Lm.

tras que las de P, pusilla eran un poco  Figura 4. Preduea pusilla. Carposporas
mas grandes, alcanzando los 9-10 mm  recién liberadas. Escala: 25 pm.

(fig. 4). Las carposporas de las dos

especies germinaron al cabo de 24 h de

su liberacién sin vaciar su contenido celular. En ambos casos las carposporas
generaron filamentos reptantes, uniseriados, ramificados de forma irregular y
vninucleados, donde cada célula del filamento posefa numerosos plastos discoi-
dales siluados parictalmente, de aspecte muy parecido al del género Audouinella
Bory. Ahora bien, los estadios iniciales de germinacién fueron muy distintos en
las dos especies.

En P. ollivieri, una vez las carposporas se fijaron sobre el substrato, se observd
coémo se formaba cn cllas una pequefia protuberancia que crecia por elongacion y
que finalmente se tabicaba, inicidndose asi un filamento unipolar (fig. 5-8). En
cambio, en P. pusilla, la mayor parte de las carposporas sufrieron una primera
divisién transversal que condujc a la formacidn de dos células semiesféricas de
tamafio similar. Inmediatamente, una de las dos células hijas de la carpospora
formaba una pequefia protuberancia que, al elongarse y tabicarse, iniciaba un
filamento en principio unipolar. En cuanto este filamento constzba de una célula,
0 en algunos casos de dos a cince ¢élulas, la segunda célula hija de la carpospora
comenzaba el mismo proceso gue la primera, con lo cual el resultado era la for-
macidn de un filamento bipolar (fig. 9-13). En algunas ocasiones, una o a veccs

I8 i

Figuras 5-8. Predaea oflivieri. Fig. 5. Segundo dia de germinacidn donde se observa el
inicio del filamento unipolar. Fig. 6. Aspecto de los filamentos durante la segunda semana
de cultivo. Fig, 7-8. Tercera semana de cultivo donde se aprecia la ramificacién irregular
de los filamentos. Escala: 25 pm.



ESTUDIO COMPARATIVG DE LOS PRIMEROS ESTADIOS DE LA GERMINACIGN. 45

Figuras 9-13. Predaea pusiila. Fig. 9-10. Segundo y cuarto dfa de germinacidn donde se
observa ¢l micio del filamento bipolar. Fig. 11. Aspecto de los filamentos bipolares duran-
te [a segunda semana de cultivo. Fig, 12-13, Tercera semana de cultivo en la que se aprecia
la ramificacitn irregular de los filamentos. Escala: 25 pm.

las dos células hijas de la carpospora podian dividirse en dos antes de comenzar
a crecer y se originaba un filamento tricorne o tetracorne (fig. 12-13). En una
ocasién se observd que las carposporas de P. pusilia generaban filamentos uni-
polares.

El crecimiento de los filamentos se daba en los dos casos por elongacidn de la
célula apical y posterior tabicacion, Durante el primer mes de cultivoe lag células
préximas a la carpospora eran mas o menos isodiamétricas, midiendo 10-15 x 9-10
en P. ollivieri y 14-18 x 11-13 pm en P, pusilla, y estaban fuertemente pigmenta-
das. Por otra parte, las células mas alejadas de la carpospora (las jévenes) eran
muchg mds alargadas y un poco més estrechas que las de la base {P. ollivieri: 14-
20 x 4-8 pmy; P. pusilla: 19-27 x 4-8 um} y estaban menos pigmentadas,

Los filamentos de ambas especies comenzaron a ramificarse al cabo de aproxima-
damente una semana de cultivo, observandose filamentos de hasta tercer orden a
partir de la tercera semana. La longitud méxima de los filamentos era supcrior en P.
pusilla que en P. ollivieri (1abla 1}, Durante todo el desarrolle del talo continué dis-
tinguiéndose claramente, por su fuerte pigmentacién, la carpospora, Unica en P
pilivieri y dividida en dos en P. pusilla.

Las fotograffas al microscopio electrénico mostraron que los filamentos de las dos
especies presentaban numerosos plastos discoidales por célula, siempre con dispesi-
cidn parietal.

DISCUSION

El cuitivo de las carposporas de las dos especies mediterrdneas de Predaea dio
lugar a filamentos de tipo acroquetial. Esto concuerda con las caracteristicas taxo-
némicas atribuidas normalmente al género merced a los cultives realizados con
otros representantes del mismo. En concreto, las especies del género que en cultivo
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desarrollan filamentos similares son P. kraftiana Millar y Guiry (Millar y Guiry,
15893, de 1z cual se ha cornpletado el ciclo vital en el laboratorio y presenta un ciclo
trigenétice heteromdrfico {tipe Bonnemaisonia, Dixon ¢ Irvine, 1977}, y las espe-
cies P. feldmannii B@rgesen (Lemus y Ganesan, 1977), P. weldii Kraft y Abbont
(como P. pusilla (Berthold) J. Feldmann en Lemus y Ganesan, 1977), y P. tokidae
Kajimura (Kajimura, 1990), especies de las que no se ha completado su ciclo vital
pero de las que se han descrito los primeros estadios de germinacion de las carpos-
poras. Por dltimo, como se ha comentado anteriormente, la especie mediterranea P.
ollivieri presenta también este tipo de filamentos (Athanasiadis, 1988; este trabajo).

Las carposporas de todas las especies de Predaea estudiadas son redondeadas y
oscilan habitualmente entre 5-10 um de didmetro (tabla 2), excepto en el caso de P.
kraftiana, en la que pueden alcanzar los 18 um. Las carposporas de P. olfivieri des-
critas por Athanasiadis (1988} son ligeramente mds grandes que las encontradas por
nosotros, pues pueden alcanzar los 10 um, mientras que las cstudiadas por nosotros
no superan los 8 pm.

Las diferencias observadas en el momento de la germinacién creemos quc son esen-
ciales desde el punto de vista taxondmico, puesto que permiten diferenciar los espo-
rofitos de Jas distintas especies y probablemente también nos permitiran atribuirlos
a alguna especie ya descrita de la familia Acrochaetiaceae. Stegenga (1985} va des-
tacd la importancia de este cardcter taxonémico en la clasificacion de las especies
de Acrochaetiaceae, junto al mimero v tipo de plastos por célula y al tipo de ciclo
vital. Con este trabajo, donde se han hecho germinar como minime 100 carposporas
en ¢cada uno de los diez portacbjetos de cada especie, reforzamos la validez taxond-
mica de este cardcter siempre que las condiciones de cultivo sean equivalentes.

Asi, siguiendo este criterio podemos agrupar las especies del género Predaea des-
critas hasta el momento en tres grupes. Un primer grupo estd formado por las espe-
cies cuyas carposporas sufren una tabicacidn inicial transversal y originan filamen-
tos bipelares o incluso tricornes o tetracornes; en cste grupo se integra P. pusifla
{este trabajo). En cuanto al individuo de esta especie en que las carposporas no
siguen el patron indicado y generan filamentos unipolares, creemos que es debido a
anomalias en ¢l desarrollo de las carposporas y, por lo tanio, se ha descartado una
posible dualidad en la germinacién. Un segundo grupo io forman las especies cuyas
carposporas no sufren una tabicacion inicial y por lo tanto forman filamentos unipo-
lares. A este grupo pertenecen P. feldmannii (Lemus y Ganesan, 1977) y P. ollivieri
{este trabajo). Por 1iltimo, un tercer grupo lo integran P. weldii (Lecmus y Ganesan,
1977) y P. tokidae (Kajimura, 19900, que prescntan las des posibilidades, pero los
autores no especifican si una de ellas es poco frecuente o no {tabla 2).

Entre la primera y tercera semana de cultivo es cuando suelen aparccer los primeros
ramulos laterales en todas las especies de Predaea €n que se conoce esta informa-
cién (P. feldmannii, P. tokidae, P. ollivieri y P. pusitia). Hasta ¢l primer mes de cul-
tivo, los rdmulos de todas las especies presentan una disposicidn irregular, excepto
en los cultivos de P. pllivieri llevados a cabo por Athanasiadis (1988), en los cuales
la ramificacidn es basicamente unilateral. Este resultado contrasta con el cultivo de
las carposporas de P. offivieri de este trabajo, donde la ramificacion es irregular
(tabla 2).
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Parece ser que en todas las especies descritas hasta ahora las germinaciones toman
forma mds o menos discoidal al cabe de un tiempo de cultive, debida a la agrupa-
cién densa de sus ramas laterales de segundo o de tercer orden. En todos los casos
la formacién de discos requiere unos dos meses de cultivo, excepto en P. tokidae,
donde esto sucede ya a las dos semanas (Kajimura, 1990}. En nuestro caso, al cabo
de un mes de cultivo no se observd ninguna formacidn discoidal.

En cuanto a los plastos, la observacién al microscopio electrdnico permitié distin-
guir numerosos plastos discoidales donde, con el microscopio dptico, parecia que
existia un solo plasto parietal. Esta caracteristica nos permitié atribuir {inalmente la
fase prosirada de las dos especies de Predaea al género Audouinella, siguiendo los
criterios de Stegenga (1985), aunque por el momento no hemos encontrado ninguna
especie descrita que se corresponda exactamente a los ejemplarcs obtenidos por
nosotros en cultivo. Probablemente, en las descripciones de las especies del género
Audouinella del Mediterraneo ha habido errores en el momento de determinar la
forma y el nimero de plastos por célula, y por lo tanto tendremos que recurrir al
estudio en el microscopio electronico de los tipos.

Como conclusidn del trabajo pensamos que las dos especies mediterraneas del
género Predaea pertenecen a los roddfitos con ciclo de vida heteromérfico y que el
esporofito de las mismas podria ser una especie ya descrita del género Audouinelia.
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