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ESTUDIOS EN LAS ALGAS CORALLINACEAE
(RHODOPHYTA) DE LAS ISLAS CANARIAS.
I. ASPECTOS METODOLOGICOS
por
J. AFONSO-CARRILLO, M. C. GIL-RODRIGUEZ y
W. WILDPRET de la TORRE

RESUMEN

En este articulo se describe el método para el estudio de las especies
de la familia Corallinaceae. Las coralindceas son recolectadas y fijadas in
mediatamente en agua de mar formolada al 4 %. Despues del estudio morfolé-
gico se seleccionan fragmentos que son descalcificados en liquido de Peren
yi o en 4cido nitrico 0,6 N. Ocasionalmente se utiliza la mezcla de Susa co
mo fijador-descalcificador. Los fragmentos son incluidos en parafina, sec
cionados en el microtomo a 8 pm de grosor, tefiidos con hematoxilina eosina
o fucsina 4cida y montados en bidlsamo de Canadi.

ABSTRACT

The metodology for study of species of the Corallinaceae family is des-—
cribed in this paper. Plants of Corallinaceae were collected and fixed im-
mediately in 4 % formalin-seawater. After morphologycal study, selected
parts of the fixed material were decalcified in Pereny’s solution or 0,6 N
nitric acid. Sometimes Susa solution was used as a fixative and decalcify-
ing agent. The portions were sectioned by standard paraffin-microtome tech
niques at 8 pm thick, stained with Ehrlich hematoxylin eosin or acid fuch
sin and permanently mounted with Caedax on microscope slides.

Introduccidn

Este articulo, en el que se exponen los aspectos generales de la metodo
logia a seguir en el estudio de las algas coralindceas, constituye el pri-

mero de una serie de contribuciones que pretenden mejorar el conocimiento
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de un grupo de algas marinas que intervienen de una forma destacada en la
configuracién del paisaje litoral canario. Estas especies merecen ser des-—
tacadas tanto por su biomasa como por su diversidad, asi como por estar am
pliamente representadas en todos los niveles de los pisos meso e infralito
ral.

Los datos que se conocen en la actualidad sobre las especies de esta fa
milia presentes en Canarias estdn muy dispersos: FOSLIE (1905 y 1906), des
cribe seis nuevas especies; SAUVAGEAU (1912), publica una lista de trece
especies determinadas por Foslie; LEMOINE in BOERGESEN (1929), reconoce
veintinueve especies incrustantes, de ellas ocho nuevas para la ciencia;
BOERGESEN (1929), incluye en su monografia cinco especies articuladas; LE-
MOINE (1929), discute las afinidades de las especies canarias; AFONSO - CA
RRILLO (1980 y 1982) cita cuatro nuevas especies para las islas y describe
la formacién de los conceptdculos asexuales en Porolithon, respectivamen -
te; y AFONSO - CARRILLO y GIL - RODRIGUEZ (1982) descubren la existencia
de un fondo de maerl.

La familia Corallinaceae fue descrita por LAMOUROUX (1812), como fami -
lia Corallineae, para englobar un importante nimero de formas calcéreas que
siguiendo las corrientes de la época, fueron incluidas en el reino animal
junto con otras formas coraligenas. Asi, aunque TOURNEFORT (1719) y RAY
(1724) consideraron a las especies articuladas como vegetales, sin duda dg
bido a su aspecto arborescente y a permanecer fijas al sustrato, lo que las
relacionaba mds con las plantas que con los animales, los estudios anatdémi
cos de ELLIS (1756) llevados a cabo en una serie de organismos a los que es
te autor denomina ''zoophytes'', convence a la mayor parte de los naturalis-—
tas de ese tiempo (Pallas, Linneo, Lamouroux) de que los organismos calca-
reos son en realidad animales constituidos por el concurso de numerosos po
liperos. Es asi como, hasta que GRAY (1821) no realiza una nueva revisién
anatémica de ciertas especies articuladas, no son devueltas estas plantas
al reino vegetal. No obstante, las formas incrustantes, no articuladas, cu
ya base animal no habia sido puesta en duda hasta ese momento, no son estu
diadas detenidamente hasta que PHILIPPI (1837) demuestra por primera vez la

naturaleza vegetal de este grupo.
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Figs. 1-4. Tipos morfoldgicos en Corallinaceae: 1. Formas filamentosas (Choreonema), los concep-

tdculos son las unicas estructuras que se forman fuera del huesped (50 um); 2. Formas costrosas

de Neogoniolithon (0,5 cm); 3. Formas arbusculares no articuladas de Lithothamnium (0,5 cm); 4.
Formas articuladas de Corallina (0,5 cm).

115



Las coralindceas constituyen posiblemente uno de los grupos sistemiticos
mds fdciles de reconocer a nivel morfolégico por la importante calcifica -
cién que impregna la pared de sus células. Esta calcificacién es de calci-
ta y confiere un aspecto pétreo caracteristico a estas plantas, en las que
esquematicamente pueden ser diferenciados cuatro tipos morfolégicos: a- for
mas filamentosas (caracteristicas de algunos pardsitos o endéfitos en los
que el talo estd reducido a una serie de filamentos que se introducen enel
interior del huésped, fig. 1); b- formas costrosas (talos laminares habi -
tualmente dispuestos paralelos al sustrato al que estdn adheridos con dife
rente intensidad segin los casos, corresponde al aspecto externo de ungran
nimero de especies y de muchos talos juveniles de otras con morfologiasmis
complejas, fig. 2); c- formas arbusculares (originadas a partir de costras
basales, con nimero y tamafio de ramas muy variable, fig. 3); y d- formas
articuladas (talos erectos en los que porciones calcificadas, artejos o
intergeniculos, alternan con otras desprovistas de calcificacién, articula
ciones o geniculos, fig. 4).

La facilidad con que la calcificacién permite reconocer a un individuo
de esta familia, contrasta con las dificultades que se plantean al querer
realizar un estudio mis profundo puesto que los caracteres propios de la es
tructura son los Unicos fiables y sobre los que se apoya la sistematica ac-
tual (CABIOCH, 1972; JOHANSEN, 1976), de modo que han fracasado todos los iﬂ
tentos de construccién de una sistemdtica basada en caracteres morfolégicos
Los caracteres utilizados hacen referencia a la citologia (presencia de si-
napsis secundarias o de fusiones entre células de filamentos vecinos, figs.
5y 6), a las estructuras reproductoras (nimero de poros por los que se a-
bren al exterior los conceptdculos asexuales, figs. 7 y 8) y a las estruc-
turas vegetativas (disposicién de los diferentes estratos de filamentos que
constituyen el talo: hipotalo, peritalo y epitalo, lo que ha permitido a CA-
BIOCH (1972) distinguir estructuras simples, lithophylloides y lithotham -
nioides, figs. 9-12). Es por esto por lo que se hace necesario la aplica-
cién de una metodologia particular, diferente a la que se emplea cldsicamen
te en el estudio del resto de las algas, y que hace intervenir de forma sis
tematica técnicas histolégicas, que convierten en bastante laborioso el pro

cedimiento a seguir en el estudio de un representante de esta familia.
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La ausencia en la actualidad de cualquier tipo de informacién en caste-
llano sobre la metodologia a seguir en el estudio de estas algas, asi como
lo sucinto de las referencias que sobre el método aparecen en los articu-
los mds recientes, que plantean numerosas incégnitas a los que pretenden
iniciarse en este tema, noshan animado a realizar algunas consideraciones
generales sobre el procedimiento que se puede seguir en el estudio de las

coralindceas:
Recoleccidbn y fijacidn

Se deben recolectar siempre individuos enteros, puesto que los caracte-
res anatémicos de las regiones préximas al sustrato son imprescindibles pa
ra realizar una correcta determinacién. Salvo en algunos casos en los que
las costras estdn fijas débilmente o bien, crecen superpuestas, de modo que
la situada superficialmente tiene la integridad asegurada, se puede proce-
der a la separacién del sustrato simplemente con la ayuda de una espétula.
Se puede actuar de igual modo con las especies articuladas. Sin embargo, en
la mayor parte de los casos, donde se incluyen tanto especies saxicolas, co
mo epifitas y pardsitas, las costras crecen intimamente unidas al sustrato
y suelen poseer unas dimensiones tan reducidas que impiden cualquier tipo
de manipulacién a simple vista. Por todo ello, como norma general y siem -
pre que sea posible, las recolecciones de coraliniceas deben incluir el sus
trato sobre el que se asientan. En este sentido, el martillo de gedlogo se
convierte en instrumento insustituible cuando se pretende la recoleccién
de costras sobre sustratos duros.

La fijacién de las recolecciones debe ser realizada ripidamente sobre el
terreno para asegurar la perfecta conservacién de las estructuras celula-
res. La solucidén fijadora es la misma que se usa habitualmente con el res-
to de las algas marinas (formalina al 4 % en agua de mar). Es conveniente
neutralizar el fijador (p. ej. con NaOH 0,01 M) y dejar las muestras duran
te varias semanas en esta solucién antes de proceder a seleccionar fragmen

tos para el estudio anatémico.
Estudio morfoldgico

Las caracteristicas morfolégicas de los talos incrustantes, constituyen
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Figs. 5-8. Conexiones intercelulares: 5. Sinapsis secundarias en Goniolithon (20 nm); 6. Fusiones
celulares en Neogoniolithon (10 um). Estructuras reproductoras asexuales: 7. Conceptaculo multi-
porado en Phymatolithon (50 pm); 8. Conceptaculo uniporado en Lithophyllum (50 um).
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un tipo de informacién muy importante pero con el inconveniente de que es
dificil de utilizar por quien no estd habituado a la manipulacién de estas
costras. Esto es posiblemente debido a que los mirgenes de variacién morfo-
légica son bastante estrechos, de manera que calificativos muy sutiles pue-
den ser decisivos para diferenciar varias costras. Los caracteres de lamor
fologia que deben ser consignados hacen referencia a un gran nimero de as—
pectos como tamafio y forma del talo, color, presencia o no de articulacio-
nes, modo de fijacién al sustrato, accidentes en la superficie, tipo de mar
gen, forma y poros de los conceptdculos, etc. Algunas de estas observacio-
nes, como la referente al color, debe realizarse con prontitud, puesto que
la conservacién en fijador, ain en la oscuridad, modifica paulatinamente es
te caridcter. El resto de los caracteres pueden ser estudiados, si se pre -
fiere, en muestras que hayan sido secadas para su conservacién de este mo-
do en colecciones de herbario. En la Tabla I se incluyen algunos de los tér
minos mis ampliamente utilizados para caracterizar morfoldgicamente a las
coralindceas. Es conveniente que las muestras destinadas a herbario hayan
sido fijadas previamente puesto que de esta forma pueden ser utilizadas pa
ra estudios anatémicos después de varias semanas de rehidratacién en agua
de mar formolada.

El estudio morfolégico nos permite la seleccidén de un fragmento del ta-
lo para realizar el estudio anatémico. El fragmento seleccionado debe carac
terizarse por ser lo mds completo posible, de modo que debe reunir a prio-
ri el mayor nimero de caracteres para que la determinacién se vea facilita
da. Asi, aparte de las estructuras reproductoras, principalmente asexuales,
que poseen un valor taxondémico elevado, y que suelen ser facilmente recono
cibles a la lupa, es importante que comprenda todas las estructuras vegeta
tivas, particularmente aquellas mds préximas al éustrato, con frecuencia
decisivas en el momento de realizar la determinacién. Si los talos son li-
bres o estdn fijos de forma laxa, no existe ninguna dificultad a la horade
obtener fragmentos completos. En este mismo sentido, cuando crecen sobre
sustratos blandos, por ejemplo epifitas sobre otras algas, lo mds prédctico
es proceder incluyendo parte del sustrato. Sin embargo, con las costras
fuertemente adheridas al sustrato hay que obrar con mucha precaucién. En

algunos casos basta con presionar con la punta de un bisturi, de forma
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TABLA I.- Relacién de algunos de los términos mas utilizados pa
ra caracterizar morfoldgicamente los talos de coralindceas.

Talos incrustantes
Aspecto general:

FORMA: orbicular, redondeada, irregular, confluente,...

DIMENSIONES: longitud, grosor.

CONSISTENCIA: fragil, sélida,...

COLOR: violdceo, rojizo, rosa, blanquecino,... (en fresco y en seco)

SUPERFICIE: lisa, rugosa, ondulada, con papilas, excrecencias, plie-
gues, espinas,...

FIJACION: intensa, laxa, s6lo en la porcién central, costras super -
puestas,...

ECOLOGIA: saxicolas, epifitas, pardsitas, libres.

Margen:

FORMA: entero, lobado, engrosado, atenuado, plegado,...
COLOR: igual a la costra, blanquecino,...

SUPERFICIE: lisa, brillante, rugosa, estriada,...
FIJACION: aplicado, libre,...

Conceptdculos:

NATURALEZA: asexuales, masculinos, femeninos, carposporofiticos.
(plantas monoicas o dioicas).

POROS: uniporados, multiporados.

FORMA: hemisféricos, cénicos, convexos, lisos, hundidos,...

DIMENSIONES: altura, didmetro.

FRECUENCIA: escasos, numerosos, aislados, agrupados,...

Talos ramificados (aparte de los caracteres sefialados para los talos in
crustantes debe consignarse):

Aspecto de las ramas:

FORMA: cilindricas, claviformes, atenuadas, engrosadas, arbusculares,
irregulares,...

DIMENSIONES: longitud, grosor.

RAMIFICACION: dicétoma, pseudodicétoma, irregular, abundante, esca -
S8y s

CONSISTENCIA: sélida, fragil,...

Talos articulados (aparte de los caracteres sefialados para los talos in
crustantes debe consignarse):

Aspecto general:

FORMA: cespitosa, en pulvinulos, en tufos,...

DIMENSIONES: altura, grosor.

RAMIFICACION: dicétoma, tricétoma, pinnada, irregular,... (a nivel o
no de la articulacién).

Artejos:

FORMA: cilindricos, comprimidos, ensanchados, lobados,...
DIMENSIONES: longitud, grosor.

Conceptédculos:

SITUACION: axiales, marginales, laterales, intercalares.



brusca, para que se logre la separacién de un fragmento que puede ser sufi-
ciente. No obstante, la complicacidén puede ser creciente, hasta tal punto
que en costras muy delgadas y muy adheridas es preferible descalcificar di-
rectamente sobre el sustrato y luego separar la costra con la ayuda de una
hoja de afeitar que discurra paralela al sustrato. En todo momento ha de te
nerse la precaucién de deteriorar lo menos posible la muestra puesto que és
ta es conveniente conservarla como referencia. Es interesante que el frag-
mento corresponda a partes con actividad vital patente, por eso es aconse-
jable que en las costras los fragmentos obtenidos correspondan a las zonas
con conceptdculos mds préximas a los mirgenes. En las especies articuladas
deben seleccionarse ramas que incluyan, aparte de los conceptdculos, va-
rias articulaciones, puesto que la taxoriomia de estas plantas utiliza ca -
racteres propios de estas estructuras.

En todo caso, es importantisimo conocer perfectamente la posicién rela-—
tiva en el talo del fragmento seleccionado, de manera que podamos posterior

mente realizar una correcta orientacién de los cortes.
Descalcificaciébn

El carbonato cdlcico que impregna las paredes celulares de los talos de
las coralindceas ha de eliminarse para realizar el estudio anatémico. La
descalcificacién ha de ser poco violenta para que el burbujeo originado por
la reaccidén 4cida con la liberacidén de diéxido de carbono altere lo menos
posible las estructuras.

Tradicionalmente se han utilizado varias mezclas de 4cidos que dan bue-
nos resultados. Quizd el mds ampliamente conocido es el denominado liquido
de Perenyi, recomendado por LEMOINE (1911), cuya composicién es: 30 cc de
4dcido crémico al 1 %, 30 cc de acido nitrico al 20 % y 40 cc de alcohol ab
soluto. Tambien, la mezcla de Susa, preconizada por SUNESON (1937), que po
see la ventaja de ser simultdneamente fijador, es utilizada por numerosos
autores, consta de 4,5 gr de cloruro mercirico, 0,5 gr de cloruro sédico,
2 gr de dcido tricloroacético, 4 cc de 4cido acético, 20 cc de formalina y
80 cc de agua.

Recientemente, WOELKERLING (1978) ha recomendado el uso como descalcifi

cante de 4cido nitrico 0,6 N, que al parecer da resultados tan satisfacto-
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Figs. 9-12. Tipos de estructura en Corallinaceae: 9. Estructura simple de Pseudolithophyllum (50

nm); 10. Estructura lithothamnioide de costra en Phymatolithon (50 nm); 11. Estructura litho-

phylloide en Lithophyllum (100 um); 12. Estructura lithothamnioide de rama articulada en
Corallina (100 ym).
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rios como el liquido de Perenyi. Por otra parte, este mismo autor ha suge—
rido tomar precauciones en la aplicacién de la mezcla de Susa, puesto que

el empleo de 4cidos clorados en la descalcificacién, después de haber fija
do con formalina, puede conducir a la produccién de bi-clorometileter, un

potencialmente fuerte carcinégeno.
Realizacién de los cortes

La muestra descalcificada debe ser deshidratada con bafios sucesivos en
alcohol de concentracién creciente para permitir la penetracién de la para
fina y poder construir el bloque siguiendo las técnicas histolégicas habi-
tuales. La muestra debe ser orientada debidamente para posteriormente po -
der interpretar la estructura del talo. Teniendo en cuenta la posicidén re-
lativa en el conjunto del talo la muestra debe permitir la obtencién de cor
tes longitudinales radiales en las especies costrosas o longitudinales axia
les en las arbusculares o en las articuladas (fig. 13). Series de cortes
de 8 pm de grosor permiten obtener resultados satisfactorios en la mayor

parte de las especies.

Fig. 13. Representacion esquematica de los planos en los que ha de realizarse la o_bseljvacién_en
las coralindceas: A. plano de la base; B. plano longitudinal radial; C. plano longitudinal axial.
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Es aconsejable la utilizacién de cualquier colorante que permita recono-
cer con facilidad las sinapsis, cardcter sistemdtico de primer orden. Por
eso es bastante prictico el uso de hematoxilina de Ehrlich, recomendada por
CABIOCH (1971), contrastada con eosina en medio acuoso o fucsina édcida. Los
cortes tefiidos son deshidratados y montados en bdlsamo de Canadd lo que per

mite una larga conservaciédn.

(Recibido el 2 de febrero de 1983) Departamento de Botdnica
Facultad de Biologia
Universidad de La Laguna
Tenerife, Islas Canarias
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