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RESUMEN

Se estudiaron cuatro poblaciones de Prasiola mexicana y una de P. nevadensis con el fin de
relacionar el efecto de las variables microambientales (velocidad de corriente, profundidad,
tipo de sustrato y radiacion fotosintéticamente activa [RFA]) en la variacion morfométrica,
abundancia y distribucion. Ambas especies crecen en sustrato rocoso y a bajas
profundidades (0 — 15 cm). Las poblaciones de P. mexicana toleran amplios intervalos de
velocidad de corriente (0 — 1.02 m s™*) y RFA (45 — 1631 pmol fotones m? s) lo cual
probablemente explica su amplia distribucion y abundancia en rios de la regién central de
México. P. nevadensis se ha registrado en una localidad en México y su restringida
distribucion parece estar relacionada con requerimientos particulares de un lento flujo de
agua (0 — 0.3 m s) y baja RFA (17.9 — 35.5 umol fotones m? s™). El anélisis de
correlacion para P. mexicana mostro valores positivos para la velocidad de corriente con la
cobertura porcentual, grosor de la ld&mina, numero de células de grosor y longitud de la
lamina; estos resultados sugieren una preferencia para ocupar microambientes con flujo de
agua. P. nevadensis presento correlacion negativa en la RFA con el didmetro celular, lo
cual parece indicar una limitada tolerancia a la elevada insolacion. Todos los caracteres
observados presentaron diferencias significativas entre las cinco poblaciones, no obstante,
P. nevadensis se distingui6 de P. mexicana por presentar talos estrechos y de menor grosor
y células de mayor amplitud y longitud. Los gradientes de temperatura empleados (6, 10 y
17°C) no promovieron la formacion de estructuras de reproduccion sexual. La reproduccién
asexual se presentd para todos los tratamientos de temperatura, no obstante, la mayor
produccidn y germinacion de aplanosporas se observé a 17°C. Estas estructuras pueden ser
liberadas al medio (ex situ) o seguir con la germinacion sobre el talo parental (in situ). El
numero de cromosomas observado en células vegetativas fue de 2n= 6 (5) y para las
aplanosporas fue de 2n= ca 5-6. De acuerdo el cariotipo el ciclo de vida de P. mexicana es
monofasico diploide con meiosis gamética. Sin embargo, es necesario el conteo de
cromosomas en los gametos para confirmar la identidad del gametofito en el ciclo de vida

de P. mexicana.



ABSTRACT

Prasiolales are characterized by high levels of morphological plasticity. This is a problem
in terms of the taxonomic delimitation of the species but may be the result of
environmental heterogeneity. Habitat characteristics and morphological variation of P.
mexicana and P. nevadensis, two species of freshwater leaf—like thallus green algae, were
investigated in five sites in central México the morphological traits of these species are
overlapped. Comparisons were made between habitat characteristics among streams and
transects with and without Prasiola samples. The correlation analysis showed positive
values of current velocity with percent cover, lamina length, thickness and number of
layers, these results suggest a preference to grow in sites with water flow. The wider range
of habitat characteristics of current velocity and irradiance and morphometric variation
(lamina length, lamina diameter, cell length, surface of the thallus, thickness and number
of layers) suggested that P. mexicana was more plastic in its physico-chemical requirements
than P. nevadensis. Our results suggest that small variation of microhabitat conditions in P.
nevadensis (irradiance and current velocity) could explain its very restricted geographic

range in streams in central Mexico.

The treatments of temperature (6, 10 and 17°C) employed in this work did not tiggered the
production of gametes. But the asexual reproduction appeared for all treatments of
temperature, however, the most abundant production and germination of aplanospores
were observed at 17°C. These structures were released to environment (ex situ) or
continued the germination on the parental thallus (in situ). The chromosomes number in
vegetative cells was 2n= 6 and aplanospores was 2n= 6(5). The characteristics observed in
aplanospores, chromosomes number and general descriptions in previous studies show
the diplohaplontic the life cycle of P. mexicana and the reductional division takes place in
gametes. Nevertheless, is necessary find sexual structures and their number of

chromosomes to confirm the life cycle in this species.



1. INTRODUCCION

Los rios son ambientes complejos, cambiantes y heterogéneos en espacio — tiempo y son
regidos por diversos factores fisicos, quimicos y biolégicos los cuales representan
verdaderos retos para la distribucién y desarrollo de los organismos que ahi habitan

(Allan, 1995).

Las algas benténicas son los productores primarios mds significativos en la mayoria de los
rios y conforman el primer eslabén en la cadena alimenticia. Frecuentemente su
abundancia y distribucién se ven principalmente afectados por factores bidticos y abiéticos
propios del ambiente, tales como: temperatura, velocidad de corriente, radiacién solar,
tipo de substrato, quimica del agua y herbivoria (Allan, 1995; Biggs, 1996; Stevenson,
1996). Entre las algas es bien conocido que existe una alta plasticidad morfolégica como
respuesta a distintas presiones ambientales. Por ejemplo, Cladophora glomerata (L.) Kiitz,
presenta células mas pequefas, filamentos més cortos y con menos ramificaciones cuando
la velocidad de corriente se incrementa (Ronnberg & Lax, 1980; Bergey et al., 1995). Biggs
& Hickey (1994) observaron que los pedianculos de Cymbella y Gomphoneis son mas largos
cuando la intensidad del flujo de agua aumenta. Sheath & Hambrook (1988) muestran que
la forma de crecimiento de las algas rojas esta influenciado por el estrés mecénico del
agua. Estos y otros trabajos manifiestan la importancia de los factores abiéticos en la

arquitectura de las algas.

No solo el ambiente fisico altera el fenotipo, si no también influye en la distribucién,

abundancia y reproduccion. Graham & Kranzfelder (1985) observaron que la distribucion



y abundancia de las poblaciones de Ulothrix zonata Weber and Mohr son favorecidos por la
baja temperatura (5°C) y elevadas condiciones de RFA (1100 pE m-2). Mientras que para las
poblaciones de Spyrogira sp. y Ulothix zonata el incremento de la velocidad de corriente
tiene un efecto negativo en la abundancia de estas especies (Biggs & Thomsen, 1995).
Bergey et al., (1995) observé mayor abundancia de Cocconeis pediculus Ehrenberg en
condiciones de elevado flujo de corriente, a diferencia de Ephitemia spp. la cual domina en
sitios de baja intensidad de corriente. Por otra parte Graham et al. (1985), Friedmann (1960)
y Necchi (1997) observaron que el cambio en la temperatura aunado con los cambios en
intensidad luminosa y fotoperiodo puede ser un estimulo importante para la reproduccion
sexual, geminacién y formacion de esporas de numerosas especies algales, como Ulothrix
zonata, Prasiola stipitata Suhr (Chlorophyta) y Batrachospermum delicatulum (Skuja) Necchi &

Entwisle (Rhodophyta).

Recientemente se han abordado investigaciones donde se destaca la influencia de los
factores fisicos en escala microambiental (velocidad de corriente, profundidad, RFA y tipo
de substrato) sobre la estructura del talo y su distribucién. Entre los mas relevantes para
Cyanophyceae esta el de Blennothrix ganeshii Watanabe et Koméarek (Beltran — Magos et al.,
2005); para Rhodophyta — Batrachospermum delicatulum, B. macrosporum Montagne (Necchi,
1997) y Compsopogon coeruleus (Balbis ex C. Agardh) Montagne (Necchi et al., 1999);
Chlorophyta — Chaetophora elegans (Roth) C. Agardh, Stigeoclonium helveticum Vischer
(Branco & Necchi, 1998), Chara guairensis R. Bicudo y Nitella subglomerata A. Braun 'y Nitella

sp. (Vieira & Necchi, 2002).



Gran parte de la taxonomia tradicional se basa principalmente en el andlisis de caracteres
morfolégicos y morfométricos para la clasificaciéon de los organismos (Morrone, 2001), sin
embargo, la variacion de los caracteres, la falta de informacién ecolégica y su relacién con
el fenotipo han originado problemas en la sistematizacion de géneros y especies, tal es el

caso de las especies de Prasiola (Rindi et al., 2004; Ramirez & Carmona, 2006).

Las especies del género Prasiola es un alga verde que habita en ambientes marinos,
dulceacuicolas y terrestres, ademds, cubre un amplio rango geogréfico que va desde
regiones boreales, templadas y tropicales (Starmach, 1972; Hamilton & Edlund, 1994; Rindi
et al., 1999; Sherwood et al. 2000; Dine & Hara, 2002; Rindi et al., 2004; Rindi & Guiry, 2004;
Ramirez & Carmona, 2005). Las especies de ambientes 16ticos presentan dos morfologias:
filamentos no ramificados y laminas extendidas (monostromatico y pluristromatico), los
talos se adhieren al substrato por medio de un pequefio estipite y células rizoidales
(Collins, 1909; Starmach, 1972). Las células son de forma poligonal o cuadrada, usualmente
arregladas en grupos de cuatro (Agardh, 1847; Setchell & Gardner, 1920; Knebel, 1936;
Friedmann, 1959; Ramirez, 2004). A pesar de su aparente sencillez y de los numerosos
estudios monograficos publicados en los tltimos dos siglos, la sistematica del grupo
presenta numerosos problemas sin resolver. Uno de los cuales es la delimitacién a nivel de
especie debido a los frecuentes traslapes de caracteres entre sus especies y a la
considerable plasticidad morfoldgica del grupo (Hamilton & Edlund, 1994; Dine & Hara,
2002; Rindi et al., 1999; Rindi & Guiry, 2004; Rindi et al., 2004). Recientemente se han
utilizado técnicas moleculares para resolver problemas taxondmicos en Prasiolales, no
obstante, se han enfocado principalmente para la ubicaciéon de especies dentro del orden

(Rindi & Guiry, 2004).



Atn cuando se reconoce la influencia de las variables, existen escasas investigaciones que
aborden las caracteristicas ecoldgicas de Prasiola y particularmente en su distribucion
temporal y espacial. La informacion disponible se restringe a especies de ambientes
marinos. Anderson & Foster (1999) describen el efecto de la insolacién y herbivoria en la
distribucién y abundancia de las poblaciones de P. meridionalis Setchell & Gardner. Por
otro lado Rindi et al. (1999) observaron que la distribucién y abundancia en poblaciones de
Prasiola de ambientes terrestres se ven favorecidos por elevada precipitacién fluvial y la
baja la temperatura, mientras que a nivel microambiental el tipo de substrato es el
principal factor que rige la distribucion (Rindi & Guiry, 2004). Las variables fisicas no solo
afectan la distribucién y morfologia de Prasiola si no también su fenologia; Rindi et al.
(1999) reportan la formaciéon de gametos en los meses de menor temperatura en
poblaciones de P. stipitata Suhr, mientras que la formaciéon de aplanosporas se presenta al
incrementar la temperatura. En condiciones de cultivo Friedmann (1959; 1960) y Cole &
Akintobi (1962) se percataron que la formacién de gametos ocurre a bajas temperaturas y

la liberacion de gametos se produjo durante la obscuridad.

Para México se han descrito dos especies: Prasiola mexicana Agardh y P. nevadensis Setchell
& Garder. La primera se ha reportado en rios de la cuenca de México (Ortega, 1984;
Ramirez et al. 2001; Bojorge, 2002; Ramirez, 2002; Ramirez & Cantoral, 2003) y la segunda
en la cuenca alta del Panuco (Ramirez, 2004). Bojorge (2002) observé que la abundancia y
permanencia de poblaciones de P. mexicana se ve favorecida por la baja temperatura y su

capacidad de tolerar diferentes condiciones de velocidad de corriente, asi mismo describe



que la variaciéon en el tamafio de los talos puede ser causado por el efecto del flujo de

corriente.

Recientemente Ramirez & Carmona (2005) analizaron los caracteres taxondmicos en P.
mexicana y P. nevadensis de la region central de México; este trabajo considera que gran
parte de la variacion morfolégica (rugosidad) y morfométrica (longitud del talo,
dimensién celular y grosor), dindmica espacial y temporal podria ser explicado por
influencia de los factores microambientales. En condiciones de cultivo reportan la
formacién de estructuras de reproduccién sexual (gametangios) y asexual (paquetes

celulares), sin embargo, no observaron el ciclo de vida completo.

El ciclo de vida completo se ha descrito para dos especies marinas (P. stipitata y P.
meridionalis; Drew & Friedmann, 1957; Friedmann, 1959 y 1960; Cole & Akintobi, 1962;
Bravo, 1965; Hanic, 1979) y una de rios (P. japonica Yatabe Yabe, 1932 en: Friedmann, 1959;
Uda, 1948) y lo mas interesante es que el ciclo de vida de las especies marinas no
concuerda con la del ambiente continental. P. stipitata y P. meridionalis presentan un ciclo
heteromorfico monofasico diploide con meiosis gamética (Fig. 1) a diferencia de P. japonica
que presenta un ciclo monofasico haploide con meiosis citética (Fig. 2). La diferencia en el
tipo de ciclo de vida plantea un problema serio que sugiere un error en el reconocimiento

de las estructuras de reproduccién y/o el momento de meiosis (Hoek et al., 1995).
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Fig. 1. El ciclo de vida en Prasiola stipitata comienza con meiosis somatica en la parte apical del talo
(2n), posteriormente esta regién se divide mitéticamente para formar un tejido haploide (n). El
tejido recién formado se divide para formar células de color palido (gametos masculinos
biflagelados) y células obscuras (gametos femeninos sin flagelo). Al madurar la pared que rodea se
rompe y libera los gametos y se lleva a cabo la singamia. La reproduccién sexual es oogama (fusion
del gameto sin flagelo femenino y gameto flagelado masculino) y el ciclo de vida es heteromérfico
monofésico diploide con meiosis gamética. Mi= mitosis; apl= aplanosporas; Ge= germinacién; PrV=
propégulos vegetativo; Me= meiosis; G= gametos; S= singamia; C= cigoto (Modificado de Lee,
1989).



Fig. 2. El ciclo de vida en Prasiola japonica comienza con mitosis en la zona apical del talo (n). para
formar células de color palido (gametos masculinos biflagelados) y células obscuras (gametos
femeninos sin flagelo). Al madurar la pared que rodea se rompe y libera los gametos y se lleva a
cabo la singamia. La reproduccién sexual es oogama y el ciclo de vida es hapléntico haploide, con
meiosis cigética. Mi= mitosis; apl= aplanosporas; Ge= germinacién; Me= meiosis; G= gametos; S=
singamia; C= cigoto (Fujiyama, 1949; Friedmann, 1959).



De acuerdo con lo anterior, acerca de la influencia de las variables microambientales en la
distribucién y variacion morfométrica. Asi como el efecto de la temperatura y fotoperiodo
en la reproduccién en poblaciones de Prasiola de ambientes l6ticos en este trabajo se
plantean las siguientes hip6tesis: 1) los factores microambientales tales como, velocidad de
corriente, RFA, tipo de substrato y profundidad son elementos determinantes en la
distribucién, variacion morfolégica y abundancia de los crecimientos algales y 2) la
disminucién de la temperatura en condiciones de laboratorio promueve la formacién de
estructuras de reproducciéon sexual (gametos) y asexual (aplanosporas, fragmentacioén y

propagulos vegetativos).



2. OBJETIVO GENERAL

e Relacionar las variables microambientales con la variacion morfométrica y

reproductiva en poblaciones de Prasiola (Prasiolales, Chlorophyta) en rios de la

region central de México.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Evaluar la influencia de las variables microambientales (velocidad de corriente,
RFA, substrato, profundidad) sobre la cobertura porcentual, distribucién y

variacién morfolégica en poblaciones de Prasiola.

o Determinar el efecto de la temperatura en el ciclo de vida en poblaciones de

Prasiola mexicana bajo condiciones de cultivo.

10



3. AREA DE ESTUDIO

Se visitaron cuatro rios en la regiéon Central de México dos pertenecientes a la cuenca del
Valle de México (rio La Magdalena y Agua de Leones), y dos a la cuenca del alto Panuco

(rio Molinitos y rio Malila)

a) Rio La Magdalena (4° dinamo, 2° dinamo; Fig. 3a y b; Tabla 1)

El rio Magdalena se localiza en el parque Nacional Los Dinamos y pertenece a las
delegaciones politicas Magdalena Contreras y Alvaro Obregén (Avila, 2002; Ramirez,
2002). Este rio es uno de los cuerpos de agua més importantes de la ciudad de México, ya
que es empleado como fuente de abastecimiento de agua potable, ademds de que las
caracteristicas del tipo de suelo y las masas forestales permiten la recarga de los mantos
freaticos (Avila, 2004). El rio Magdalena nace en las faldas del cerro la Palma y es
alimentado por numerosos manantiales y afluentes. Posteriormente el rio entra en zona
urbana hasta llegar a la presa Anzaldo y la otra parte continua hasta unirse con al rio
Mixcoac y formar el rio Churubusco, el cual desemboca en el Lago de Texcoco (Nava,

2003).

En enero de 1897 se otorgdé la concesion para la construccion de cuatro plantas
hidroeléctricas conocidas como: Primero, Segundo, Tercer y Cuarto Dinamo. La fuerza
motriz de estas plantas accionaba a la region fabril de San Angel. En este rio se ubicaron

dos sitios de colecta: el segundo y cuarto dinamo, siendo este Gltimo una zona alejada de

11



la influencia directa de los comercios, mientras que el segundo dinamo se encuentra

rodeado por establecimientos donde se vende alimento.

b) Rio Agua de Leones (Fig. 3c, Tabla 1)

Este rio nace en el Parque Nacional del Desierto de los Leones, el cual se ubica al suroeste
de la Ciudad de México entre la vertiente del cerro de Las Cruces y sierra del Ajusco. Esta
corriente es de cardcter permanente y conforma una red de tipo dendritico. Después de un
recorrido de 7.5 km desemboca en el rio Borracho posteriormente se une con el rio Ajolote
para formar el rio Hondo. Desafortunadamente en los dltimos dos kilémetros recibe
aporte de aguas residuales. En el parque se localizan otros afluentes como San Borja y

Santo Desierto.

Rio Molinitos (Fig. 3d, Tabla 1)

Esta drea de estudio se localiza en el poblado Los Molinitos perteneciente al municipio de
Villa del Carbén, Estado de México. Este cuerpo de agua es de caracter permanente y es
un afluente del rio El Oro, el cual desemboca en la presa Taxhimay. Molinitos es la fuente
principal que abastece al poblado para el uso en abrevaderos, pesca deportiva y
autoconsumo. En el 4rea se construy6 una represa en un embalse natural para retener
agua durante la época de estiaje. La constante actividad antrépica tal como: turismo,

ausencia de fosas sépticas, tiraderos de basura al aire libre y las aguas residuales han

12



provocado un deterioro en el cuerpo de agua, lo cual crea problemas de salud a los

habitantes de la zona (Nava, 2005).

Rio Malila (Fig. 3e)

Este cuerpo de agua se localiza al norte del estado de Hidalgo, atraviesa los municipios de
Molango y Zacualtipan. A un costado del rio se ubica una mina de manganeso Autlan, la
cual emplea el agua en el proceso de extraccion del metal. Desafortunadamente las
irregularidades en la emision de residuos peligrosos han causado el deterioro de la

vegetacion y del cuerpo de agua.

13



Fig. 3. Localidades de estudio con poblaciones de Prasiola. a) rio Magdalena (4° Dinamo), b) rio
Magdalena (2° Dinamo), c) rio San Borja, d) rio Molinitos. e) rio Malila.
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Tabla 1. Ubicacién y caracteristicas ambientales de las localidades de estudio.

Cuenca Corriente  Localidad Estado Delegacién/ Ubicacién Altitud Clima* Substrato* Vegetacion®
Hidrolégica Municipio geografica (m s.n.m)
LN LO
Cuenca del Valle Rio La Sitio 1 Distrito Magdalena  19°16" 99°18’ 3,150 Cb'(wa)(w) (b')  Andesitico-  Quercus rugosa, Q. laurina, Abies
de México Magdalena 4°Dinamo  Federal Contreras basaltico religiosa, Senecio angulifolius, Pinus
hartwegii, Trisetum altijugum.
“ “ Sitio 2 “ Magdalena  19°29"  99°17 2,800 “ “ Q. rugosa, Q. laurina, A. religiosa, S.
2° Dinamo Contreras angulifolius, ~ P.  hartwegii, T.
altijugum.
“ Rio Agua Sitio 3 “ Cuajimalpa  19°177  99°19 3,220 C(wa) (w) “ A. religiosa.,,  P. hartwegii. y
de Leones Aguade Quercus sp, Bachharis conferta,
Leones
Alto Panuco Rio Sitio 4 Estado de Villa del 19°40°  99°26’ 2,522 C(w2)(w) Andosol y Q. castanea, Q. crasifolia, Q.
Molinitos  Molinitos México Carbon feozem, disophylla, Q. laeta, Q. obtusata, Q.
predominancia rugosa, P. hartwegii, Cupressus
de arenas y lindeyi, Phytolaca icosandra,
ricos en Buddleia  parviflora,  Erynginium
materia proteiflorum
organica
“ Rio Malila  Sitio 5 Hidalgo Molango 20045 98°45 1,530 C(fm) Caliza-lutita ~ Alnus arguta, S. salignus, B. conferta
Malila y Equisetum spp.

*= De acuerdo con INEGI (1970, 1992), Mooser, 1975, Avila (2002 y 2004) y Nava (2005). Cb’ (w2)(w) (b')= templado subtimedo con lluvias en verano; C(w>)

(w)=  templado  humedo con lluvias en  verano; C(fm)=templado htmedo con lluvias durante

Tl

todo el afno.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Caracterizacion del microhabitat para las poblaciones de Prasiola

Las muestras se recolectaron en cinco sitios de la regiéon central de México: rio La
Magdalena: sitio 1 y sitio 2 (4° y 2° Dinamo), Agua de Leones (sitio 3), Rio Molinitos (sitio
4) y rio Malila (sitio 5) (Fig. 3, Tabla 2) en el periodo mds favorable de crecimiento
(noviembre—febrero; Bojorge, 2002; Ramirez, 2004). Cada una de las localidades se
ubicaron con un GPS Gramin y se registré la conductividad, pH y temperatura con un
conductimetro / potenciémetro marca Conductronic PC-18 (+ 1%) y oxigeno disuelto con

un medido de oxigeno Yellow Spring Instrument 51B.

Los sitios de muestreo consistieron de transectos del rio de 10 metros de longitud, con
crecimientos visibles de Prasiola. Las observaciones y recolectas de material se realizaron
sobre substrato natural (canto rodado, roca, grava y arena). El andlisis microambiental se
realiz6é de acuerdo con la técnica de Necchi et al. (1995) la cual evalda la influencia de las
variables microambientales (velocidad de corriente, profundidad, radiacion
fotosintéticamente activa [RFA] y tipo de substrato) en la abundancia y caracteristicas
morfomeétricas de los crecimientos algales. La unidad de muestreo consistié en un circulo
de 10 cm de radio (drea= 314 cm?). El tipo y tamafio de las unidades de muestreo fueron

definidas de acuerdo a trabajos previos (Necchi et al. 1995; Ramirez & Carmona, 2005). En

16



96° 100"

e Golfo de México
22°4

18°+

Oceéano Pacifico

0 50  180km

Figura 4.- Ubicacién de las localidades con poblaciones de Prasiola en la regién central de México
(e). Cuenca de México: 1. Rio Magdalena, Sitio 1 (4° Dinamo). 2. Sitio 2 (2° Dinamo). 3. Sitio 3 (Agua
de Leones). Alto Panuco: 4. Sitio 4 (Rio Molinitos). 5. Sitio 5 (Rio Malila).
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cada transecto se ubicaron 10 puntos separados por un metro cada uno, para determinar
la ubicacién del muestreo se utilizaron nimeros aleatorios entre 0 y 180. En uno de ellos
se ubico el crecimiento de Prasiola mas cercano, denominado presencia, y en la otra se
buscé una zona sin crecimiento algal denominado ausencia. Se muestrearon un total de 20

unidades por transecto (10 cuadrantes de presencia y 10 control).

Para cada uno de las unidades de muestreo (presencia y ausencia) se midieron las
siguientes variables microambientales: velocidad de corriente (Swoffer 2100),
profundidad (flexémetro), RFA (Datalogger Li-1000 y un sensor plano subacuético Li-
COR que mide la luz fotosintéticamente activa) y tipo de substrato (estimacion visual).
Estas variables se registraron en el centro de cada unidad de muestreo, y lo més cercano a

los crecimientos algales (2-5 cm).

La cobertura algal (%) fue registrada por la misma persona por medio de estimacién
visual. De cada unidad de muestreo se recolectaron cinco individuos y se fijaron en
formalina al 4% para el posterior andlisis de caracteres morfométricos. De acuerdo con
estudios previos se midieron los caracteres que pueden ser influenciados por las variables
microambientales (Hamilton & Edlund, 1994; Bojorge, 2002; Ramirez & Carmona, 2005),
como son: ancho y largo del talo, ancho y largo celular, grosor de la lamina, ntmero de
células de grosor y rugosidad de la superficie de la ldmina. Las mediciones del diametro y
longitud del talo se realizaron en réplicas de cinco laminas, mientras que para las
dimensiones celulares, nimero de células de grosor y grosor en réplicas de 20. Para

determinar el grado de rugosidad se utiliz6 en nimero de ondulaciones en 1 cm de la
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lamina (ondulaciones cm-1). El ancho y largo de la ldmina se midié con una regla de 30 cm
en la parte mas amplia y larga para el resto de los caracteres se utilizé un microscopio
Olympus Bx51 con iluminacién de contraste interferencial y sistema de microfotografia
(Olympus DP-12). El grosor del talo se obtuvo a partir de cortes en la seccién apical del
talo (10 pm de grosor) en un microtomo de congelacién (Sartorious Werke Mod. 27). Las
mediciones se realizaron en réplicas de 20 individuos y quedaron representadas en un

intervalo que contiene valor minimo, méximo, media y error estandar.

Debido a que la mayoria de los datos obtenidos no presentaron distribuciéon normal y
varianzas homogéneas, se utilizaron pruebas de Mann-Whitney para evaluar diferencias
significativas de las variables microambientales entre las unidades de muestreo de
presencia y ausencia en cada sitio, y pruebas de Kruskal-Wallis para evaluar las
diferencias morfométicas y microambientales entre las cinco poblaciones de Prasiola. En el
caso de que se encontraran diferencias significativas se procedié a comparar cada
poblacién con las demads a través de pruebas pareadas de Mann-Witney para buscar las
poblaciones que diferian entre si. Para evaluar la preferencia por algan tipo de substrato,
se aplic6 un modelo log-lineal a las frecuencias con las cuales se presentaron los
crecimientos de Prasiola y se compararon con las frecuencias de los mismos en los sitios de
ausencia. Se incorporaron a las poblaciones al modelo para evaluar si las preferencias
diferfan en cada una, para esto se utilizé el paquete Glim 4. Para la asociaciéon entre la
cobertura porcentual y caracteres morfométricos con factores ambientales se emple6 el
coeficiente de correlacién p de Spearman (Gotelli & Ellison, 2004). El paquete estadistico

utilizado fue SPSS 12. Para la identificacion de especies algales asociadas a los
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crecimientos de Prasiola se utiliz6 la siguiente literatura: Komarek & Anagnostidis (1999);
Ramirez & Cantoral (2003); Ramirez et al., (2001). Para la identificacién de larvas de

macroinvertebrados se utiliz6 a Merrit & Cummins (1996).

4.2 Efecto de la temperatura en la reproduccién en condiciones de cultivo

En el sitio dos (Fig. 3 y 4) se recolectaron diez ejemplares los cuales se transportaron en
frascos de pléstico, con agua de la localidad en una hielera. En el laboratorio se revisé el
aspecto superficial de las laminas (color, textura) con un microscopio estereoscépico. De
cada talo se tomaron fragmentos de aproximadamente 0.5 — 1.0 cm de la seccién media y
apical, se lavaron con agua destilada en condiciones estériles dos veces en cajas de petri
agitandolos suavemente con una pinza de diseccién, y por altimo en tubos de cultivo de
rosca con agua destilada estéril, agitando vigorosamente durante un lapso de tres minutos

para eliminar de manera mecdnica las algas epifitas.

Los fragmentos del talo se cultivaron en diferentes medios de cultivo: Bold Basal Medium
(liquida) y Bourrelly (liquido y solido; ver anexo I). El medio favorable para el
mantenimiento y desarrollo P. mexicana fue Bourrelly en forma sélida. En cada caja de
petri se colocaron tres fragmentos de la ldmina. Los cultivos se mantuvieron en camaras
de ambiente controlado (Sanyo Scientific Mod. MLR- 350) con ldmparas fluorescentes

(Phillips 15 W). Con el fin de evitar el efecto corte, los cultivos se aclimataron durante una
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semana a 13 °C y fotoperiodo de 12:12 luz:obscuridad, a manera de simular las
condiciones a las que fueron encontradas. Posterior al periodo de aclimatacion los cultivos
se mantuvieron a 50 pmol fotones m?2s! de iluminacién y a un fotoperiodo de 10:14
luz/obscuridad en tres condiciones experimentales de temperatura: 6, 10 y 17 °C. Se
cultivaron un total de nueve réplicas por tratamiento de temperatura. La duracién del

experimento fue de 120 dias aproximadamente.

Los cultivos se revisaron semanalmente para la observaciéon de estructuras que
intervienen en la reproduccién (sexual y asexual). Al término del periodo de
experimentacion los fragmentos fueron preservados en soluciéon de carnoy (etanol 95% -
acido acético glacial 3:1) y tefidos con hematoxilina de Wittmann de acuerdo al
procedimiento descrito en Goff & Coleman (1990) y Ramirez (2004). El conteo de
cromosomas se utiliz6 un microscopio Olympus Bx51 y se realizé en base al minimo de
diez observaciones para cada tipo celular. Se revisaron todos los caracteres citolégicos
considerados en Uda (1948); Friedman (1959 y 1960) y Ramirez & Carmona (2005). Se
tomaron fotografias digitales y las imédgenes fueron editadas en el programa Adobe

Photoshop.

Para determinar el nimero de cromosomas del talo vegetativo se colectaron cinco
individuos en el sitio dos, la muestra se preservé en solucién de carnoy y se sigui6 el
mismo procedimiento mencionado con anterioridad. De acuerdo a reportes previos (Uda,
1948; Friedman 1959 y 1960; Cole & Akintobi, 1962), el conteo de cromosomas se realiz6

en la region basal del talo, debido a que la meiosis esta restringida tinicamente al apice del
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talo. Para asi tener un punto de referencia sobre el nimero de cromosomas del talo

vegetativo.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacion del microhabitat y variaciéon morfolégica

Las caracteristicas ambientales de los sitios de estudio se presentan en la tabla 2. Las
poblaciones de P. mexicana crecieron en cuatro sitios de agua fria (7.2 — 14.0 °C), con un
pH ligeramente acido a circumneutral (6.0 — 7.8) y baja conductividad (45 — 66 uS cm ).
Mientras que las poblaciones de P. nevadensis crecieron en un rio de corriente fria (16°C),

pH neutral (7.5) y elevada conductividad especifica (262 pS cm ).

La RFA difiri6 entre las cinco poblaciones de Prasiola (H= 31.94; p < 0.001), los
crecimientos de P. mexicana se desarrollaron en condiciones luminosas superiores a 45.0
pmol fotones m?2 s?, mientras que las poblaciones de P. nevadensis crecieron en

condiciones menores a 35.5 pmol fotones m2 s (Tabla 2).

La velocidad de corriente, profundidad y tipo de substrato no mostraron diferencia
significativa entre las poblaciones. Sin embargo, los crecimientos de P. mexicana y P.
nevadensis muestran una tendencia a ocupar sitios con velocidad de corriente muy
variable (0 - 1.02 m s1), baja profundidad (subaéreos a 15 cm) y roca como substrato
predominante (90 - 100%) (Tabla 2, Fig. 5 y 6). La cobertura porcentual varié
significativamente para las cinco poblaciones (H= 17.34, p < 0.05). El menor porcentaje se
observé para P. mexicana del sitio 3 (1 — 45 %), mientras que la mayor cobertura se

registré para poblacion de P. nevadensis del sitio 5 (20 — 90%; Tabla 4, Fig. 8).
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Todos los caracteres morfométricos difirieron en las cinco poblaciones. En los casos del
largo (largo: H = 59.5; p < 0.001) ancho celular (ancho: H = 53.7; p < 0.001) y largo del talo
(H = 544; p < 0.001), P. nevadensis mostr6 valores extremos que difirieron
significativamente de los observados en cualquier poblaciéon de P. mexicana (Tabla 4; Fig. 7
— 10) P. nevadensis presenté laminas de menor longitud (H = 40.4; p < 0.001), menor
numero de células de grosor (H = 76.9; p < 0.001; Fig. 8 — 10) y menor rugosidad en la
superficie (H = 50.2; p < 0.001). Sin embargo, en estos tres casos hubo al menos una
poblacién de P. mexicana que no difirié significativamente de los valores registrados para
P. nevadensis. A pesar de que hubo diferencias significativas entre los sitios en términos
del grosor de la lamina (H= 105.4; p < 0.001), P. nevadensis tiene un valor intermedio a los

observados en las diferentes poblaciones de la otra especie (Tabla 4).

5.2 Comparacion de caracteristicas entre poblaciones

Los valores obtenidos para las unidades de muestreo de presencia y ausencia se presentan

en las tablas 2 y 4.

Las diferencias entre los cuadrantes de presencia y ausencia para las poblaciones de P.
mexicana fueron significativas para la profundidad en todos los sitios (U = 1.00 - 17.50; p <
0.05), velocidad de corriente para el sitio 2 (U = 16.0; p < 0.001) y tipo de substrato (32 =
65.52; p < 0.001) No se encontraron diferencias para la RFA en los cuatro sitios de colecta

(Tabla 2, 3 y Fig. 6).
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Todos los caracteres morfométricos de las poblaciones de P. mexicana, a excepciéon del
largo celular, fueron variables para todos los sitios estudiados. Las laminas maés largas (U
= 24.02; p < 0.001) y anchas (U = 18.21; p < 0.001) se presentaron para el sitio 3, sin
embargo, para el caso del largo del talo el sitio 4 present6 dimensiones similares al sitio 3.
Mientras que para el ancho celular (U = 20.7; p < 0.01), grosor (U = 94.71; p < 0.001),
numero de células de grosor (U = 52.01; p < 0.001) y rugosidad (U = 26.55; p < 0.001) el
sitio 3 presento los valores mas bajos y fue estadisticamente significativo del resto de los

sitios de P. mexicana. (Tabla 4; Fig. 7y 8).

Los valores y gréficas obtenidas en el andlisis de correlacion de Spearman se presentan en

las tablas 5 y 6 y laminas 1 a 5 del anexo.

La velocidad de corriente estuvo positivamente correlacionada con el grosor de la lamina
del sitio 1 (p = 0.76; p < 0.01), nimero de células de grosor del sitio 2 (p = 0.63; p < 0.05),
cobertura porcentual del sitio 3 (p = 0.71; p < 0.05) y largo de la ldmina del sitio 4 (p =

0.66; p < 0.05; Tabla 5, Ldminas 1 y 2).

Se observaron algunas tendencias generales entre caracteres morfométricos. En todas las
poblaciones de P. mexicana la longitud de la lamina estuvo positivamente correlacionado
con el ancho de la ldmina (p = 0.69 — 0.94; p < 0.05). En los sitios 2 y 4 la longitud de la
lamina present6 valores positivos con el largo celular (p = 0.65 - 0.83; p < 0.05). Mientras

que en los sitio 1, 2 y 4 los valores positivos del coeficiente fueron para la longitud celular
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con el didmetro celular (p = 0.68 — 0.88; p < 0.01 y 0.05). Finalmente las ldminas de mayor

grosor sitios 1y 2 estuvo correlacionada con el nimero de células de grosor (p = 0.79 —

0.87; p <0.01; Tabla 6, LAminas 3 —5).

Las poblaciones de P. nevadensis presentaron diferencias entre los cuadrantes de presencia
y ausencia en la velocidad de corriente (U = 19.5; p < 0.05), profundidad (U = 5.0; p <

0.001) y tipo de substrato. No se encontraron diferencias en la RFA (Tabla 2 y 3; Fig. 9).

Para la poblacién de P. nevadensis el anélisis de correlacion mostré valores negativos en la
RFA con el didmetro celular (p = -0.63; p < 0.01; Tabla 5). Entre caracteres morfométricos
los valores positivos fueron para el largo del talo con el grosor de la ldmina y nimero de
células de grosor (p =0.63 — 0.71; p < 0.05), largo celular con el didmetro celular (p = 0.93;
p < 0.01) y grosor con el nimero de células de grosor (p = 0.89; p < 0.01). Los valores
negativos se presentaron con la longitud de talo y la rugosidad de la Idamina (p =-0.68; p <

0.05; Tabla 6; Laminas 3 — 5).
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Tabla 2. Localidades y caracteristicas generales de los sitios de muestreo de poblaciones de Prasiola mexicana. Abreviaturas: R=

roca. ---= Valores no registrados.
Sitios y fechas de T (°C) Conductividad Oxigeno pH Substrato! Profundidad Velocidad RFA!
colecta (uS cm?) disuelto (%) (cm) de (umol fotones m2s1)
(mg 1) corrientel!
(m s
Sitio 1
4° Dinamo 7.2 60 10.0 7.2 R-100 0-6 0-1.02 45.0 - 387.0
14.1.03 03+0.1 2273 +112.6
Hora:11.10 am
Sitio 2
2° Dinamo 7.6 66 12.0 7.8 R -100 0-11 0-0.69 130.0 — 1631.0
5.11.03 0.1+0.08 913.8 +498.4
Hora:10.10 am
Sitio 3
Agua de Leones 10.0 45 4.0 6.0 R-100 0-4 0-053 293.6 —1341.7
1.111.03 0.1 +0.06 762.4 +446.2
Hora:11.15 am
Sitio 4
Molinos 14.0 60 - 7.8 R -100 0-15 0-0.50 59.7 —1607.2
12.11.05 0.2 +0.05 588.9 + 452.8
Hora: 12:35
Sitio 5
Malila 16.0 262 8.8 75 R-100 0-7 0-0.30 179 -355
4 XII. 04 01+01 27.6+54
Hora: 1:13

1Los valores representan minimo, maximo media * error estandar calculado a partir de los cuadrantes de presencia.
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Tabla 3. Caracteristicas microambientales de los cuadrantes de ausencia para los cinco sitio estudiados para las poblaciones de

Prasiola.
Sitios Substrato Profundidad Velocidad de corrientel RFA!
% cm (ms?) (umol fotones m2s1)
Sitio 1 R 50 1.5-20.0 0.02—-1.7 77.0—-311.0
4° Dinamo CR 40 57+1.7 0.7+0.1 183.7 + 20.5
14.1.03 G10
Hora:11.10 am
Sitio 2 G50 8.0—-235 025—-1.1 195.6 —1550.0
2° Dinamo CR 40 15.6 +4.7 0.4+0.08 1129.2 £141.7
5.11.03 R10
Hora:10.10 am
Sitio 3 CR 40 40-14.0 0.04—-0.6 52.0—-1345.3
Agua de Leones R 30 8.2£1.05 0.2+0.06 604.8 +142.9
1.111.03 G20
Hora:11.15 am A10
Sitio 4 CR 60 50-17.0 0.05—0.74 77.9—-1176.6
Molinos R 30 10.0+1.7 0.2+0.07 465.7 £103.6
12.11.05 A10
Hora: 12:35
Sitio 5 CR 60 3.0-31.0 0.13—-1.22 14.0—-28.0
Malila R 40 19.2+3.3 04+0.11 21.8 £5.02
4.XI1I. 04
Hora: 1:13

1 Los intervalos indican valor minimo, maximo, media * error estaindar calculado a partir de los cuadrantes de ausencia.
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Fig. 6. Microambientes de las poblaciones de P. mexicana. a). Talos adheridos en substrato rocoso.
b). Zona de deslizamiento. c). Talos en condiciones emergentes.
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Tabla 4. Valores de abundancia y caracteres morfométricos para las poblaciones de

Prasiola mexicana y P. nevadensis en los cinco sitios estudiados. Los valores indican minimo,
maximo, media y error estandar.

Prasiola mexicana P. nevadensis
Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5
Cobertura 1-90 2-50 1-45 5-80 20 -90
% 205 +26.8 17.4 +18.0 9.8+15.2 31.5+24.9 47.7+22.0
Largo lamina 0.7-5.0 04-59 1.7-84 09-69 0.6-33
(cm) 1.8+09 1.9+1.19 32+19 26+1.2 1.5+0.6
Ancho ldmina 05-3.0 05-6.9 1.5-9.0 0.6-6 04-38
(cm) 1.8+0.7 21+1.1 43+27 27+13 1.3+0.6
Largo celular 54-24.8 48-153 48 -14.7 40-175 48 -16.8
(nm) 93+27 8.8+1.9 85+22 91+21 104 +2.4
Ancho celular 3.6 -18.0 3.6-115 3.6-85 40-12.0 48-144
(nm) 72120 6.6+15 59+1.2 6.6+15 75+18
Rugosidad 1.0-58.0 27-242 1.3-10.0 2.0-30.0 0-21.0
(ondulaciones cm?) 144+12.2 9.7+59 51+2.6 125+5.3 59+42
Grosor 19.2 - 96.0 14.4 - 45.6 16.8 - 28.8 15-57.8 19.2 - 67.8
(um) 465+22.1 302+73 22.6+3.3 33.5+11.0 31.1+10.4
Ntumero de capas 1-14 1-8 1-3 1-6 1-6
celulares 39+3.0 22+15 1.5+0.6 28+14 1.5+09
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Fig. 8. Valores de grosor, numero de células de grosor, superficie de la lamina y abundancia en las poblaciones de Prasiola en los cuadrantes
de presencia (promedio y error estdndar).



Fig. 9. Caracteristicas morfolégicas de las poblaciones de P. mexicana (sitios 1 al 4). a) Hébito del
talo. ¢ — e) Variacién de la superficie de la ldmina (lisa a rugosa). f). Vista superficial de la lamina. g
— 1i.) Cortes transversales de la ldmina (monostromatica a pluristromatico). Escala de la barra: 10
mm para las fotografias c - e.
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Fig. 10. Caracteristicas morfolégicas de Prasiola nevadensis del sitio 5. a) Habito de P. nevadensis. b)
Variacion en el didmetro del talo. ¢) Vista superficial de la lamina. d) Vista transversal del talo
pluristromatico. Escala de la barra 10 mm para la fotografia a y b; 10 um para la fotografia c.

35



Tabla 5. Valores significativos del analisis de correlaciéon de Spearman entre las variables
ambientales y los caracteres morfométricos de las poblaciones de Prasiola. El nimero de los
sitios corresponde a los de la tabla 1. *= p < 0.05; **= p < 0.01; --- = valores no significativos.

Las graficas de correlacion se presentan en el anexo II.

Variables

Caracteres

Sitio 1

Sitio 2

Sitio 3

Sitio 4

Sitio 5

Velocidad de
corriente

“

“

“

RFA

“

“

“

Profundidad

“

“

“

Grosor
Cobertura
porcentual

Largo lamina
Numero de
capas
celulares
Cobertura
porcentual
Largo lamina

Rugosidad

Diametro
celular

Largo lamina
Ancho ldmina
Grosor
Numero de
células de

grosor

Rugosidad

0.76**

-0.65*

-0.72%

0.63*

0.64*

0.71*

-0.68*

-0.65*

0.67*

-0.65*

0.85**
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Tabla 6. Valores significativos del analisis de correlacion Spearman entre caracteres
morfométricos para las poblaciones de Prasiola. Los nimeros de los sitios corresponden a
la tabla 1. *= p < 0.05; **= p < 0.01; --- = valores no significativos. Las graficas de correlacion
se presentan en el anexo II.

Caracteres Caracteres Sitio 1 Sitio 2 Sitio 3 Sitio 4 Sitio 5
Largo Ancho 0.77% 0.69% 0.94** 0.78** -
lamina lamina

“ Largo - 0.65* - 0.83** —
lamina
“ Ancho -— -— — 0.69* -
celular
“ Rugosidad - - -0.69* - -0.68*
Grosor - - 0.75* - -
Ancho Grosor - -—- 0.69* - 0.71*
lamina
“ Rugosidad - - -0.68* - -
“ Numero de -— -—- - - 0.63*
células de
grosor
Largo Ancho 0.83** 0.68* - 0.88** 0.93**
celular celular
Grosor Numero de 0.79** 0.87** -— -— 0.89**
células de
grosor
“ Rugosidad -— -— -0.63* — —

Namero de  Rugosidad - --- - -0.75* -

células de
grosor
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5.3 Especies asociadas

Sobre las laminas de Prasiola mexicana y P. nevadensis se observé una abundante
comunidad epifitica y de macroinvertebrados (tabla 7). La comunidad algal fue la mas
usual y abundante en todos los sitios, las especies comunes asociadas a los talos fueron:
Heteroleiblenia sp., Hydrococcus cesatii (Cyanprokaryota); Cocconeis placentula var. lineata,
Melosira varians, Synedra ulna 'y Cymbella mexicana. La comunidad de macroinvertebrados
habitual fueron larvas de Parochlus sp. los cuales utilizan las ldminas como refugio
envolviéndose en ellas para asi completar su fase larvaria (Fig. 11). Sobre los talos se
observaron refugios de sedimento de larvas de Chironomidae, sin embargo, no se logré
identificar a nivel genérico. De manera esporadica se observé la presencia de otras larvas
como Cnephia sp, Chelifera sp, y Baetis sp. El efecto de la herbivoria por parte de las larvas
de insectos fue evidente en ciertas zonas de los talos. En algunos casos tinicamente se
encontraron afectadas partes minimas mientras que otras veces gran parte del talo estuvo

danado.
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Tabla 7. Especies epifiticas de Prasiola mexicana y P. nevadensis. El namero de sitios

corresponde a la tabla 1. == taxén observado; ---= taxén no observado

Taxa Sitio1 | Sitio 2 | Sitio 3 | Sitio 4 | Sitio 5
ALGAS
CYANOPROCARYOTA

Heteroleiblenia sp.

Chamaesiphon confervicolus A. Braun in Rabenhorst
Chamaesiphon sp.

Hydrococcus cesatii Rabenhorst

Hydrococcus sp.

Borzia sp.

Calothrix sp.

BACILLARIOPHYCEAE

Melosira varians Agardh

Synedra ulna (Nitzsche) Ehrenberg

Achnanthes lanceolata (Brébisson) Grunow in Cleve et Grunow
Cocconeis placentula var. lineata (Ehrenberg) Van Heurck
Cymbella sp.

C. mexicana (Ehrenberg) Cleve

C. silesiaca Bleisch in Rabenhorst

Gomphonema truncatum Ehrenberg

Gomphonema sp.

Navicula gregaria Donkin

Navicula sp.

Fragilaria capucchina

Rhoicosphenia abbreviata (C. Agardh) Lange-Bertalot
CHLOROPHYTA

Ulothrix sp.

PROTOZOARIOS

CILIATA

Vorticella

MACROINVERTEBRADOS

DIPTERA

Chironomidae sp.

Parochlus sp.
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Tabla 7. Continuacién

Taxa

Sitio 1

Sitio 2

Sitio 3

Sitio 4

Sitio 5

MACROINVERTEBRADOS
DIPTERA
Cnephia sp.
Chelifera sp.
EPHEMENOPTERA

Baetis sp.

Fig. 11. Comunidad epifita de los talos de P. mexicana y P. nevadensis. a) Laminas con refugios de
Parochlus. b) Detalle del refugio de Parochlus. c) Larvas de Parochlus. d) Larvas de y Chironomidae
(flecha). Escala de la barra 10 mm para las ldminas a, b y d; 5 mm para la ldamina d.
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5.4 Influencia de la temperatura en la reproduccion en condiciones de laboratorio

Todos los tratamientos de temperatura produjeron estructuras de reproduccién asexual y
ninguna sexual. Se registré diferencia en el tiempo de formacion, germinacién y desarrollo
de talos juveniles. El seguimiento por semana se resume en la tabla 8 y el namero de
cromosomas observado por tratamiento se presenta en la tabla 9. El diagrama del ciclo

para los tres tratamientos se muestra en la figura 16.

a) Tratamiento 6°C

A finales de la primera semana del tratamiento el talo comenz6 a incrementar en grosor
(divisiones periclinales) en ciertas zonas, sin embargo, las divisiones cesaron y las ldminas
permanecieron distromaticas (dos células de grosor) durante las siguientes 8 semanas (Fig.
12a). La formacion y germinacion de las aplanosporas se observé durante el transcurso de
la semana 10. La germinacioén se inici6é con divisiones mitéticas en diferentes planos dando
lugar a germinados redondos adheridos al talo parental (in situ; Fig. 12b). La liberacién de
los germinados al medio se observé durante este mismo periodo y comenzé con la
desintegracion de la pared interna del talo (Fig. 12c). El nimero de cromosomas contados
en los germinados de las aplanosporas fue de 2n= ca 5 (Fig. 12d; Tabla 8 y 9). No se

observo el desarrollo de laminas adheridas in situ.
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b) Tratamiento 10°C

El inicio de las divisiones periclinales, la formacién de aplanosporas y etapas tempranas
de la germinacién (Fig. 12e) se observaron a partir de la semana 5. La actividad
esporogénica fue escasa. La germinaciéon comenzé con divisiones mitéticas en diferentes
planos dando como resultado una estructura de apariencia voluminosa (Fig. 12f)
correspondiente al tipo variegado; no se observé germinacién ex situ de las aplanosporas.
El namero de cromosomas observados en los germinados adheridos a la superficie del talo

fue de 2n= 6 (Tabla 8 y 9; Fig. 12g).
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Fig. 12. Formacién y germinacién de aplanosporas en talos de Prasiola mexicana en los tratamientos
6°C y 10°C. Tratamiento 6°: a) Vista transversal de la ldmina distromatica que muestra una
aplanospora. b) Germinados redondos. c) Liberacién de un germinado uniseriado. d) Aplanospora
con ndmero cromosémico 2n= ca.5.Tratamiento 10°C: e) Etapa temprana de germinaciéon. f)
Liberacién de germinado. g) Numero cromosémico de una aplanospora 2n= 6. Escala de la barra 5
mm para las fotografias d y g; 30 mm para las figuras e y £.
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¢) Tratamiento 17° C

A finales de la semana 3 los talos comenzaron a incrementar de grosor de manera
simultanea inicidndose con la formacién de las aplanosporas (Fig. 13a). En estas
condiciones de temperatura se observaron dos tipos de germinacién: in situ (adherido al
talo parental) y ex situ (liberaciéon de aplanosporas). En la semana 4 la germinacion in situ
comienzo con divisiones mitéticas formando pequenos filamentos uniseriados (Fig. 13b).
A finales de la semana 5 el plano de divisiéon cambi6 y se formaron germinados redondos
(Fig. 13c). A mediados de la semana 6 el germinado adquiri6 aspecto de una pequeha
lamina en forma de abanico (Fig. 13e). Sin embargo, la germinacién permanecio estética y
no se observoé el incremento en talla del talo hasta la semana 29 (Fig. 13d). El namero de
cromosomas de las aplanosporas fue de 2n=6 (Fig. 13d; Tabla 8 y 9). No se observo el

desprendimiento de los talos juveniles ni germinados.

La germinacion ex situ se observé a partir de la semana 8. La cual comienzé con la
liberacién individual de aplanosporas (Fig. 14a), la germinacion comenzé en este mismo
periodo y se inici6 con divisiones mitéticas para formar un filamento uniseriado (Fig. 14b
y ¢), durante este mismo periodo se observaron filamentos con tendencia pluristromética
(Fig. 14 d y e) y finalmente a las 28 semanas se desarrollo un talo con apariencia circular

(Fig. 14 f).
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Fig.13. Reproduccion asexual in situ en talos de P. mexicana obtenidos a 17°C. a) Formacién de
aplanospora. b) Germinacién en filamentos uniseriados. ¢) Germinados redondos. d) Aplanospora
con numero cromosémico 2n= 6.e y f) Etapas juveniles del talo. Escala de la barra 5 pm para la
fotografia d.
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Fig. 14. Germinacion ex situ en talos de Prasiola mexicana a 17°C. a) Liberacion de aplanospora. by c)
Germinacién en filamento uniseriado. d y e) Cambio del plano de division y forma filamento
multiseriado. f). Talo juvenil de forma circular.
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Tabla 8. Descripcién por semanas en las tres condiciones de temperatura en poblaciones
de P. mexicana. A= 6°C; <>=10°C; *=17°C; S= semana.

Proceso S1| S3 | S4 | S5 |S6 | S8 | S10 | S28 | S29

Semana

Incremento de grosor A Ae Ae >
Produccién de aplanosporas LI <>
Liberacion individual de .
Aplanosporas
Germinacion in situ D) A
Germinacioén ex situ J

Liberacién de germinados A

Formacioén de talo in situ . . . . .

Formacion del talo ex situ J

d) Condiciones de campo

En talos colectados del sitio 1 se observo la presencia de aplanosporas y germinados
adheridos en la superficie de la lamina (in situ; Fig. 15a). Los germinados fueron de
apariencia redondeada y a partir de ellos se desarrollaron pequefios talos juveniles (Fig
15a). La formacién y germinaciéon de las aplanosporas se restringié a la zona apical del

talo. Ninguna de estas estructuras se liber6 al medio.

En muestras del mismo sitio se localiz6 la presencia de un gametangio plurilocular
situado en el margen del talo (Fig. 15b). El cual contenia numerosas células con apariencia
de gametos. Debido a la escasa frecuencia de estas estructuras no se pudo identificar la

sexualidad. Ni se realizaron observaciones carioldgicas en estas estructuras. Dado que el

47



patrén de formacién de gametos y la formacion de las estructuras concuerda con la

descripcion de Friedmann (1959; 1960) se puede suponer que tales estructuras eran de

origen sexual.

Las observaciones carioldgicas en las células vegetativas de la parte basal del talo fue de

2n=6 (Fig.15 c —e; Tabla 8).

Tabla 9. Ntimero de cromosomas de las poblaciones de P. mexicana. ---= no observado

T°C experimental T°C campo
Tipo celular 6°C 10°C 17°C 7°C
Células --- --- --- 2n=6
vegetativas
Aplanosporas 2n=ca. 5 2n=06 2n=ca. 6 -
Germinados - - 2n=ca. 5 -
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Fig. 15. Observaciones en campo en talos de Prasiola mexicana. a). Desarrollo de laminas juveniles in
situ b) Posible gametangio plurilocular. Fig. ¢ - e. Observaciones cariologicas de las células
vegetativas de la parte basal del talo, 2n= 6. Escala de la barra 2 mm para la fotografia a; 5 pm para
las figuras c - e.
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2n

&7

Lj

F Germinacion ex situ

Mitosis

Mitosis

Germinacion in situ

Fig. 16. Diagrama que resume el ciclo asexual observado en condiciones de cultivo en Prasiola. Apl=
aplanosporas; G= germinado, Lj= laminas juveniles; y tipo celular donde se observé el nimero
cromosémico. - = No observado en condiciones de laboratorio.
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6. DISCUSION

Las poblaciones de Prasiola mexicana se presentaron bajo un amplio rango de condiciones
microambientales sugiriendo que hay una gran tolerancia en la variacion de la velocidad
de corriente y RFA. Los valores de velocidad de corriente registrados en este estudio estan
dentro del rango reportado para P. fluviatilis y Prasiola sp. (0.05 — 2 m s; Hamilton &
Edlund, 1994; McClintic et a., 2003). Las correlaciones positivas entre el flujo de agua y el
grosor de la ldmina, nimero de células de grosor, cobertura porcentual y longitud de la
lamina, sugieren una preferencia para ocupar microambientes con flujo constante de agua
(0.05 —1.02 m s). Zimmerman, (1961 en: Stevenson, 1996b) observé que los crecimientos
de Cladophora sp. se ven favorecidos por el incremento de la velocidad de corriente, segin
Stevenson (1996b) el flujo de agua estimula el metabolismo (fotosintesis y respiracion), la
adquisiciéon de nutrientes y la reproducciéon celular. Este mismo efecto podria estar
sucediendo en los crecimientos de P. mexicana. Aunque estas poblaciones toleran
condiciones por arriba del nivel del agua (emergentes). Por el contrario, otras especies
como P. crispa (Lighfh) Meneghini y P. calophylla (Carmichael) Meneghini parecen
desarrollarse con mayor abundancia en rocas o en la base de paredes urbanas (Rindi &
Guiry, 2004). La condicién emergente registrada en nuestras poblaciones y la exposiciéon
directa a la radiacion es comun entre varias especies del género y sugiere una serie de
adaptaciones para evitar la desecacién de los talos entre las que se incluyen: i) la presencia
de laminas sobrepuestas que permiten la retencién de humedad, ademas de brindar
proteccién a los individuos enterrados, tal como sucede en poblaciones de P. crispa ssp.
antartica (Kiitzing) Knebel (Lud ef al., 2001); ii) la produccién de aminoacidos semejantes a

la microsporina (MAAs) que absorben la luz ultravioleta en P. crispa ssp. antartica
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(Kutzing) Knebel y P. stipitata (Lud et al.,, 2001, Groniger & Héder, 2002; Rozema et al.,
2002) y iii) la capacidad de utilizar el bicarbonato como fuente de carbono para
fotosintetizar en P. stipitata y P. meridionalis en condiciones emergentes (Raven & Johnston,
1991; Anderson & Foster, 1999). La preferencia por un substrato grande y estable (roca) es
comun a otras especies de Prasiola de ambientes 16ticos, tales como: P. japonica Yatabe, P.
formosana Okada, P. sinica Jao (Starmach, 1972), P. fluviatilis (Hamilton & Edlund, 1994;
McClintic et al., 2003) y Prasiola sp. (Dine & Hara, 2002). Cole & Akintobi (1962) observaron
que las células basales en talos de P. meridionalis secretan una sustancia mucilaginosa que
les permite la rdpida adhesion al sustrato. Por lo que la seleccion del tipo de sustrato tiene
una aparente relaciéon con el establecimiento y desarrollo del rizoide. Estos resultados
sugieren a Prasiola mexicana como una especie tolerante a un amplio rango de condiciones
microambientales similar a otras poblaciones de macroalgas tales como: Stigeoclonium
helveticum (Chlorophyceae) la cual crece en condiciones de amplia velocidad de corriente
(0.47 — 0.97 m s?); Chaetophora elegans que se desarrolla a en condiciones variables de
profundidad (6.5—13.5; Branco & Necchi, 1998) vy Batrachospermum delicatulum
(Rhodophyceae) la cual crece en un amplio rango de profundidad (5.5—20.2 cm) y
velocidad de corriente (0.21 —0.97 m s; Necchi, 1997). La tolerancia a un amplio espectro
de condiciones microambientales, la cobertura porcentual y la similitud de condiciones
ambientales pueden explicar la amplia distribucién espacial de P. mexicana en rios
tropicales de montafa en la regiéon central de México (Ramirez et al., 2001; Ramirez &

Cantoral, 2003; Ramirez & Carmona, 2005).

Prasiola nevadensis al igual que P. mexicana crece sobre un substrato rocoso y a bajas

profundidades (0 —7 cm). Sin embargo, P. nevadensis crece en un estrecho rango de
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velocidad de corriente (0 — 0.30 m s?), baja RFA (17.9 —35.5 pmol fotones m2 s1) y aguas
de mayor conductividad (262 puS cm-1) en comparacion con las poblaciones de P. mexicana.
No obstante, la diferencia entre el nimero de sitios estudiados de P. mexicana y P.
nevadensis, no nos permite caracterizar las condiciones microambientales de la segunda y
de acuerdo con los resultados obtenidos sugerimos que P. nevadensis crece en un rango
estrecho de condiciones ambientales. La correlacion negativa en la RFA con el didmetro
celular y el estrecho intervalo en la RFA parece indicar una limitada tolerancia a la elevada
insolacion, tal y como ocurre para poblaciones de P. fluviatilis (Hamilton & Edlund, 1994;
McClintic et al., 2003) y otras poblaciones de Chlorophyceae tales como: Chara braunii
Glemin, Ch. guairensis R. Bicudo, Nitella subglomerata A. Braun y Nitella sp. (Vieira &
Necchi, 2003). Las escasas correlaciones encontradas entre caracteres morfométricos y
variables microambientales, los requerimientos particulares de baja RFA poca velocidad
de corriente y conductividad nos puede explicar su limitada distribucién en rios de la

region central de México (Montejano et al., 2004; Ramirez & Carmona, 2005).

Ramirez & Carmona (2005) y Bojorge & Cantoral — Uriza (2006) reconocen que gran parte
de la variacién morfométrica observada en poblaciones de Prasiola se debe a la influencia
del microambiente. No obstante, en el presente trabajo, los analisis de correlacién entre
caracteres y variables ambientales fueron escasos y cuando se presentaron fueron
significativos para un solo sitio, lo cual nos sugiere que el fenotipo de cada poblacion
responde de manera diferente a su microambiente. Este mismo patrén también ha sido
reportado para poblaciones de Characeae, en la que cada poblacién present6 diferentes
patrones de respuesta a las variables ambientales (Vieira & Necchi, 2002). Ademas de la

interacciéon con el ambiente, existen diversas fuentes de variabilidad y una de ellas es la
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genética tal y como sucede en especies de Cladophorales y Rhodophyta, en donde los

eventos de poliploidia afectan la morfologia de sus especies (Hawkes, 1996; Meave, 1997).

La presente informacién sobre la distribucién y requerimientos ambientales de P.
nevadensis es consistente con su designacién taxonémica, como una especie diferente a P.
mexicana. Las diferencias observadas en el didmetro y longitud celular en las poblaciones
de P. mexicana con respecto a las poblaciones de P. nevadensis confirman la importancia de
estos caracteres morfométricos para la delimitacién de ambas especies de Prasiola, tal y
como lo mencionan Ramirez & Carmona (2005). No obstante, la informacién obtenida en
este trabajo no es suficiente para completar el conocimiento taxonémico de las dos

especies.

Collado (1989) define a una especie estructural como aquella que es capaz de sostener a
otras especies pequefas. La especie estructural se caracteriza por su rigidez, grosor y/o
carnosidad necesaria para soportar a la comunidad epifita. De acuerdo con este criterio
Prasiola puede ser considerada como una especie estructural que permite el
establecimiento de comunidades epifiticas. Algunos ejemplos de especies estructurales se
presentan en los siguientes trabajos: Sheat & Cole (1992) en el cual reconocen al menos 182
macroalgas en rios de Norteamérica; Necchi et al. (1994) reconoce 25 macroalgas
distribuidas en el suroeste de Brasil. El crecimiento de comunidades sobre los talos de
Prasiola podria ayudar a la retencion de humedad y de nutrimentos que provienen del
sedimento acumulado o del mucilago secretado por la comunidad epifita
(mucopolisacaridos y glicocélix), tal y como se reporta en Rindi et al. (1999) y Rindi &

Guiry (2004).
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En cuanto al efecto de la temperatura en la formacién de estructuras de reproduccién. No
se observo la formacion de gametos en los tres tratamientos empleados (6, 10 y 17 °C). No
obstante, en poblaciones naturales se detecté la presencia de gametangios pluriloculares
ubicadas en el margen de la lamina, esto parece indicar que la reproduccién sexual es un
evento esporadico y puede estar controlado por la interaccion de diversos factores. Tal y
como se ha reportado para P. stipitata y P. meridionalis (especies marinas) en que los
periodos prolongados de oscuridad (16 — 18 hr), cambio del fotoperiodo (menos horas luz)
y la disminucién de la temperatura (3 —5 °C) promueven la reproduccién sexual (Drew &
Friedmann, 1957; Friedmann, 1959 y 1960; Cole & Akintobi, 1962). En condiciones
naturales la reproduccién sexual tiene un comportamiento estacional ya que la presencia
de talos gametofiticos estd asociada al periodo de menor temperatura (otofio — invierno)
mientras que la reproduccion asexual es mas abundante durante las estaciones calidas de
primavera-verano (Friedmann, 1959; Bravo, 1965; Rindi et al., 1999). La baja frecuencia de
reproduccién sexual es comun en otros 6rdenes de Chlorophyceae de ambientes 16ticos,
por ejemplo Zignematales (McClintic et al, 2003; Ramirez & Cantoral, 2003) y
Cladophorales (Meave, 1997) por lo que este evento parece estar relacionado con

condiciones espaciales y temporales especificas.

En todos los tratamientos de temperatura se registré reproducciéon asexual. La mayor
produccién y germinacion de aplanosporas se presenté a 17°C. La formacién de
aplanosporas se observé en la zona marginal y central de la lamina y correspondié al tipo
variegado segin Friedmann (1959 y 1960). Estas estructuras se arreglan en capas de cuatro a

ocho células, lo que Setchell & Gardner (1920) y Knebel (1936) denominaron tétradas de
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aplanosporas. Observaciones de Friedmann (1959) y Bravo (1965) consideran que las
aplanosporas se forman a partir de una célula vegetativa la cual incrementa su tamafio
hasta formar una célula redondeada. Sin embargo, Cole & Akintobi (1962) y Rindi et al.
(2004) describen la formacién aplanosporangios sobre el talo parental, las cuales pueden
contener de cuatro a ocho aplanosporas. De acuerdo con lo observado en la presente
investigacion, las aplanosporas surgen de manera individual, cuando estas estructuras
comienzan a germinar adquieren una similitud a los aplanosporangios reportados por
Cole & Akintobi (1962) y Rindi et al. (2004), no obstante, corresponde tinicamente con el

inicio de la germinacién y la formacién del talo juvenil sobre las ldminas parentales.

La posibilidad de propagarse con células vegetativas de distinta forma y tamafio puede ser
considerada como una estrategia reproductiva que permite la germinaciéon in situ que
puede desarrollar talos juveniles a corta distancia y liberaciéon de aplanosporas a mayor

distancia.

Se han descrito otros dos mecanismos de reproduccién asexual en Prasiola; la
fragmentacion del talo y la formacion de acinetos como estructuras de resistencia (Knebel,
1936; Fritsch, 1961). De acuerdo con la descripcion de Fritsch (1961) los acinetos son células
de pared gruesa y se distinguen de las células vegetativas por su gran tamafio y su forma
redondeada, en el interior se forma un ntmero variado de aplanosporas y cada una
presenta una pared propia que la distingue de las demas. En las poblaciones mexicanas no

se registr6 este mecanismo de reproduccion.
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La elevada frecuencia de eventos asexuales hace sugerir que la reproduccién vegetativa
mantiene y permite la persistencia de las poblaciones de Prasiola mexicana a lo largo del
afio. Para poblaciones de Rhodophyta se han reportado diferencias fisiolégicas y
ecolégicas en el gametofito y esporofito donde este tltimo se mantiene y se multiplica
durante todo el afio mientras que el gametofito lo hace tinicamente en temporada de secas,
la diferencia ambiental de las fases asegura la multiplicacién y propagacion de las
poblaciones (Hawkes, 1990). En base a las estructuras observadas, el cariotipo y las
descripciones en previos estudios (Friedmann, 1959 y 1950) parece indicar que el ciclo de
vida de P. mexicana es monofésico diploide con meiosis gamética, al igual que lo que
ocurre en poblaciones de especies marinas (P. stipitata y P. meridionalis; Friedman, 1959;
Cole & Akintobi, 1962; Bravo, 1965; Fig. 55). Sin embargo, lo anterior no se puede asegurar

del todo ya que es necesario encontrar gametos.

El ntimero cromosémico observado en células vegetativas de la zona basal en talos de P.
mexicana en la fase diploide fue de seis, semejante a lo reportado para P. japonica (Yabe,
1932 en Friedmann, 1960). Cole & Akintobi (1962) reporta en nimero cromosémico
diploide= 12 (14) la diferencia en el niimero cromosémico entre las especies marinas y de
agua dulce pudo haberse originado por eventos de aneuploidia o poliploidia. Las series
poliploides son comunes en Cladophorales (Chlorophyta) en donde el ntiimero basico es
seis. Ademads, la gran variabilidad morfolégica observada en algunas especies de

Cladophora se atribuye a el efecto de la poliploidia (Meave, 1997).
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7. CONCLUSIONES

Las poblaciones de Prasiola mexicana crecieron en rios de baja temperatura (7.2 — 14.0 °C),
la corriente present6 pH ligeramente &cido a circumneutral (6.0 — 7.8) y baja
conductividad especifica (45 — 60 uS cm ). La caracterizacién microambiental de las
cuatro poblaciones de P. mexicana nos permitié reconocer que esta especie se desarrolla en
condiciones de baja profundidad (0 — 15 cm), amplio rango de velocidad de corriente (0 —
1.02 m?) e intervalos amplios de RFA (45 — 1631 m?2 s?) y sobre un sustrato rocoso. La
presencia de P. mexicana en rios de la region central de México depende principalmente de

la baja temperatura, el flujo constante y la presencia de un sustrato rocoso.

Las poblaciones de P. nevadensis se desarrollaron en un rio de agua fria (16°C), neutra (7.5)
y conductividad especifica de 262 pS. Estas poblaciones crecieron en condiciones
microambientales estrechas: baja profundidad (0 — 7 cm), bajo flujo de corriente de agua (0
— 0.30 m s?) y baja RFA (17.9 — 35.5 m2 s1) y sobre sustrato rocoso. La presencia de esta
especie en esta localidad depende de la combinacion de los siguientes factores:
condiciones de baja temperatura, velocidad de corriente y RFA, asi como una elevada

conductividad especifica en comparacion con P. mexicana.

A pesar variabilidad observada en los caracteres morfométricos los andlisis de correlacion

fueron escasos, lo cual nos sugiere que cada poblacion responde de manera diferente a su

ambiente.
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Todos los caracteres morfométricos observados (largo y ancho de la lamina, largo y ancho
celular, grosor, numero de células de grosor y superficie del talo) para las poblaciones de
P. mexicana 'y P. nevadensis mostraron diferencias significativas entre los cinco sitios. P.
nevadensis se distinguié de P. mexicana por presentar laminas mads estrechas y de poco
grosor, células de mayor amplitud y longitud. Esta informacién es importante para la

delimitacion taxondmica.

Sobre las laminas de P. mexicana y P. nevadensis se observé una abundante comunidad
epifita algal y de macroinvertebrados. La comunidad algal fue la méas abundante y diversa;
las especies mas observadas sobre los talos fueron: Heteroleiblenia sp., Hydrococcus cesatii,
Cocconeis placentula var. lineata, Melosira varians, Synedra ulna, Cymbella mexicana. Los
macroinvertebrados habituales fueron larvas de Parochlus sp. el cual utiliza las laminas de

Prasiola para el refugio y suministro de alimento.

En cuanto al efecto de la temperatura en la reproduccién en talos de P. mexicana, no se
observé la formacion de estructuras de reproduccion sexual en las tres condiciones de
temperatura (6, 10 y 17° C), mientras que la reproduccién asexual se present6 para todos
los tratamientos. La mayor produccién y germinaciéon de aplanosporas se observé a los
17°C. El inicio de la reproduccién asexual se inici6 con divisiones mitéticas en la zona
marginal y central del talo para dar origen a las aplanosporas. Estas estructuras pueden
ser liberadas al medio (ex situ) o continuar con su germinacion in situ. La germinacién in
situ y ex situ comenzaron con divisiones mitéticas formando pequefios filamentos

uniseriados, posteriormente la direccién de la divisiéon cambia para formar pequenas talos.
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De acuerdo con el cariotipo de las estructuras obtenidas en cultivo y de las células
vegetativas del talo se puede inferir que el ciclo de vida de P. mexicana es monofasico
diploide con meiosis gamética, semejante a lo reportado para poblaciones marinas. No
obstante, es necesario la observaciéon de gametos y el conteo de cromosomas en estas

estructuras para la confirmacion del ciclo de vida.

La distribucion microambiental de poblaciones de Prasiola descrita en este trabajo
complementa la informacién sobre la variacion morfolégica y sus requerimientos
ambientales. Sin embargo, es necesario reconocer estrategias fisiologicas que les permite
formar abundantes crecimientos y desarrollarse en condiciones emergentes, asi como

conocer las condiciones ambientales para el inicio de la reproduccién sexual.
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8. PERSPECTIVAS

En este trabajo se observé que la temperatura, bajo condiciones de laboratorio, regula la
reproducciéon asexual en poblaciones de P. mexicana. Pero para determinar la dindmica
reproductiva de P. mexicana en condiciones naturales hace falta desarrollar estudios
estacionales para identificar la fenologia de las fases gametofiticas y esporofiticas. Los
requerimientos de temperatura pueden estar regulados a nivel fisioldgico y para reconocer
los 6ptimos fisiologicos de P. mexicana y P. nevadensis es necesario la evaluacion de la tasa
fotosintética, concentraciéon de clorofila a y b en diferentes gradientes de temperatura y

RFA.

El establecimiento de las comunidades epifitas podria estar asociado con la composiciéon
quimica de los talos de Prasiola, y para determinar su potencial como fuente de alimento
para el desarrollo de los macroinvertebrados es necesario conocer el contenido calérico,
proteico, lipidico y de carbohidratos de esta alga. Asi como la revision del contenido
estomacal de las larvas de insectos con el fin de conocer si Prasiola es su principal fuente de

alimento o si su dieta consiste de diferentes grupos algales.
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ANEXO1

Medio de cultivo
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BOURRELLY
(modificado por Hegewald et al., 1994)

a) Preparacién de soluciones stock

100 ml 50 ml 25 ml
KNOs 10g 5g 25¢g
K>HPO4 lg 05¢g 025¢g
MgSo4 7H,0 lg 05g 025¢g
Ca(Nos)> lg 05¢g 025¢g
b) Vitaminas

1000 ml 100 ml 50 ml

Biotina - 3.3 mg 1.65 mg

B - 0.5 mg 0.25 mg

Tiamina diluida 0.5 mg

c) FeEDTA
FeSos . 7H,O 695 mg
FeEDTA 930 mg

Diluir en 80 ml de agua destilada, dejar hervir brevemente y aforar a 100 ml

d) Micronutrientes

100 ml 50 ml 25 ml
MnCl,. 4H,O 09¢g 495 mg 2475 mg

CUSo4. 7H,O 028¢g 140 mg 70 mg
CUSo4. 5H,O 0.05 25 mg 12.5 mg
ZnS04.7H,0 0315¢g 157.5 mg 78.75 mg
HsBos 062¢g 310 mg 155 mg

(NHy) 6 M0o7024. 4H,O 018¢g 90 mg 45 mg
NiSOs. 6H,O 0.263 g 131.5 mg 65.75 mg
NH4Vos 0146 g 73 mg 36.65 mg

Una vez elaborados las soluciones tomar:

Agua destilada 1000 ml 500 ml 100 ml

KNO; 2ml 1ml 0.2 ml

KoHPO, 4 ml 2ml 0.4 ml

MgSos. 7H,O 3ml 1.5ml 0.3 ml

Ca(Noa), 3ml 1.5 ml 0.3 ml

Vitaminas

Agua destilada 1000 ml 500 ml 100 ml

Biotina 20 ml 10 ml 2 ml

B 20 ml 10 ml 2ml

Tiamina 10 ml 5ml 1ml

73



FeEDTA

Agua destilada 1000 ml 500 ml 100 ml
FeEDTA 0.5ml 0.25 ml 0.05 ml
Micronutrientes

Agua destilada 100 ml
MnCl,. 4H,O 1ml
CUSO4. 7H20 0.1 ml
CUSO4. 5H20 0.1 ml
ZnSo4.7H,O 0.2ml
H3B03 0.5 ml
(NH4) 6 MO70z4. 4H20 0.1 ml
NiSO4. 6H20 1 ml
NH4VO3 0.1 ml

Para preparar 1000 ml de medio, tomar 0.50 ml de micronutrientes

Para prepara medio sélido:

Agua destilada 1000 ml 500 ml 300 ml
Agar 15¢g 075¢g 045g

e 300 ml alcanza para 30 cajitas petri aproximadamente
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MEDIO BOLD BASAL

a) Soluciones stock o soluciones salinas

200 ml 50 ml 25 ml
NaNos 50¢g 125¢g 0.625¢g
MgSos 7H,O 15g 0375 g 01875 g
NaCl 05g 0125 g 0.0625 g
K>HPO, 15¢g 0375¢g 01875 g
KH,PO, 35¢g 0875 g 0.4375 g
CaCl 2H,O 05¢g 0125 g 04375 g
b) Elementos traza o solucién H-H5
Agua destilada 1000 ml 50 ml 25 ml
ZnSos 7H,O 882¢g 0441 g 022¢g
MnCl, 4H,O l44 ¢ 0.072 g 0.036 g
MoO; 071g 0.0355 g 0.0177 g
CuSos 5H,O 157 ¢g 0.0785¢g 0.039 g
Co(Nos)> 6H0 049¢g 0.024 ¢ 0.012 g
* Se necesita de autoclave para disolver
¢) Solucién de Boro
200 ml 50 ml 25 ml
H3BO; 228¢g 057¢g 0.285
d) EDTA
Agua destilada 100 ml 50 ml 25 ml
EDTA Na; 5g 25g 125¢g
KOH 31g 155 ¢ 077 g
e) Solucién de hierro
Agua destilada 1000 ml 100 ml 50 ml
FeSos 7H,O 498 g 0498 g 0249 ¢
H>So4 1ml 01g 0.05¢g
Para la elaboracién del medio de cultivo tomar:
Agua destilada 1000 ml 500 ml 250 ml
NaNos 10 ml 5ml 2.5 ml
MgSo, 7H>0O 10 ml 5 ml 25 ml
NaCl 10 ml 5ml 2.5 ml
KHPO, 10 ml 5ml 2.5ml
KH>PO, 10 ml 5ml 2.5ml
CaCl 2H,O 10 ml 5ml 2.5 ml
H3BOs 1ml 0.5 ml 0.25 ml
Elementos traza 1ml 0.5 ml 0.25ml
EDTA 1ml 0.5 ml 0.25 ml
Fe (solucién) 1ml 0.5 ml 0.25 ml
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Graficas de correlacién entre variables ambientales y caracteres morfométricos
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Lamina 1. Gréficas de los valores significativos del analisis de correlacién de Spearman entre las
variables ambientales y caracteres morfométricos. a — d: Sitio 1; e — g: Sitio 2; h — i: sitio 3.
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Taxonomy and distribution of freshwater Prasiola
(Prasiolales, Chlorophyta) in central Mexico

Rocio RAMIREZ Rodriguez & Javier CARMONA Jiménez”
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Ciudad Universitaria, Coyoacdn, C.P. 04510, México, D.F.
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Abstract — Seventeen samples and specimens of Prasiola from central Mexico, represent-
ing two species, have been studied in laboratory culture. The most common species, P, mex-
icana, is characterized by large leaf-like thalli (= 90 mm), bifurcating branches and a smooth
margin. The lamina apex has numerous aplanospores and the margin is polystromatic
(= 8layers). Specimens with a corrugated surface and rhizoidal cells in the middle region
were also noted. The second species, P nevadensis, is characterized by small, leaf-like thalli
(= 30 mm), crenate margins, and a monostromatic lamina. Two relevant morphological fea-
tures were noted in culture: multilocular gametangia with possible female gametes, and the
formation of small cellular packets fixed to the apical margin of the lamina. Prasiola
nevadensis is here reported for the first time for Mexico, which also represents only the sec-
ond report for the species. Prasiola mexicana was found in subaerial or submerged condi-
tions in cold rivers (2-16.4°C). neutral pH (6.4-7.6) and low specific conductivity
(35.5-94.2 uS.cm™Y). Prasiola nevadensis was collected submerged in a river with cold water
(14°C), acidic pH (5.5). and moderate specific conductivity (192 uS-cm!). Both species were
collected in high mountain regions (= 1300 masl).

Chlorophyta / distribution / México / Prasiola [ Prasiolales / streams / taxonomy

Résumé — Taxinomie et distribution de Prasiola (Prasiolales, Chlorophyta) dulcaquicoles
au Mexique central. On a observé deux espéces parmi dix-sept récoltes et spécimens de
Prasiola du Mexique central maintenus en culture. La plus commune, P. mexicana, est
caractérisée par de larges thalles foliacés (= 90 mm), des ramifications bifurquées et une
marge lisse ; le sommet des thalles porte de nombreux aplanospores et montre une marge
polystromatique (= 8 couches). On remarque aussi des spécimens avec une surface plissée
et des cellules rhizoidales dans la région médiane. La seconde espéce, P nevadensis, est
caractérisée by de petits thalles foliacés (= 30 mm), une marge crénelée et une lame mono-
stromatique, Deux caractéres morphologiques pertinents ont ¢té notés en culture: des
gamétanges multiloculaires contenant d’éventuels gamétes femelles et la formation de
petits paquets cellulaires fixés a la marge apicale du thalle. Prasiola nevadensis, connu uni-
quement de son lieu d’origine, est signalé ici pour la premiére fois du Mexique. Prasiola
mexicana a ét¢é trouvé en conditions subaériennes ou submergées dans des rivieres froides
(2-16.4 °C), a pH neutre (6.4-7.6) et & conductivité spécifique basse (35.5-94.2 uS.cm™).
Prasiola nevadensis a é1é récolté submergé dans une riviere a eau fraiche (14 °C), a pH
acide (5.3) et a conductivité spécifique modérée (192 pS.em ). Les deux especes ont été
récoltées dans des régions de haute montagne (altitude = 1300 m).

Chlorophyta / distribution / México / Prasiola | Prasiolales / rivicres / taxonomie

# Correspondence and reprints: jej@hp.feiencias.unam.mx
Communicating editor : Pierre Compére
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INTRODUCTION

The genus Prasiola is included in the class Trebouxiophyceae and is
defined by the following characteristics: a monostromatic laminar thallus, vege-
tative cells with stellate or lobed chloroplasts containing a single pyrenoid. bifla-
gellate male gametes with cross-type flagellar insertion and a basal body
disposed in counterclockwise fashion, closed mitosis with a persistent spindle in
telophase, and cytokinesis by transverse wall deposition (O’Kelly er al., 1989;
Sherwood er al, 2000). The systematic position of the Prasiolales has been
controversial due to the similarity of the type of mitosis and cytokinesis to the
class Ulvophyceae. However, Friedl & O’Kelly (2002) analyzed the 18S rDNA
nucleotide sequence and confirmed its placement in the Trebouxiophyceae. The
family Prasiolaceae includes two genera: Rosenvingiella P.C. Silva, characterized
by its filamentous organization, and Prasiola G. Meneghini, which has a mono-
stromatic laminar thallus and oogametic reproduction (Friedmann, 195%a, 1959b;
Bravo, 1965; Rindi et al., 1999). The delimitation of these two genera has been
debated since some species of Prasiola have filamentous stages similar to
Rosenvingiella (Bravo, 1965). Recently, Sherwood et al. (2000) found molecular
differences between the two genera based on analysis of rhcl and 185 rRNA
nucleotide sequences.

Species of the genus Prasiola are common inhabitants of marine, fresh-
water and terrestrial environments in temperate and tropical boreal regions (Naw
& Hara, 2002). There are nine currently recognized freshwater species of Prasiola
(Starmach, 1972; Naw & Hara, 2002): five reported in Asia, one with two varieties
(P japonica Yatabe, P. formosana Okada var. formosana, P. formosana Okada var.
coreana, F. sinica Jao, P. subareolata Skuja, P. yunnanica Jao) and four reported in
North America and Europe (P, fluviatilis (Sommerfeld) Areschoug, P. nevadensis
Setchell et Gardner, P. velutina (Lyngbye) Wille and P. mexicana J. Agardh). The
characteristics used to differentiate species include the habit, size, and thickness of
the lamina, and the disposition, length, and cell size of the foot used to attach to
the substratum (Starmach, 1972). Even so, identification is often problematic due
to the subjectivity of observers and variability of some characters.

One of the species of the order Prasiolales, P mexicana, has been found
in six waterways of the high mountains of central Mexico (Ortega, 1984; Ramirez
et al., 2001). However, information about its anatomical characteristics (vegetative
and reproductive) and distribution is lacking. In this work, the anatomical struc-
ture, habitat, and geographic distribution of populations of Prasiola are presented
in detail in addition to previous reports from the central region of Mexico.

MATERIALS AND METHODS

A total of 17 samples of Prasiola were collected from 8 localities between
19°-20° N, 98°-99° W, and at altitudes of 1,330 to 3,220 m. (Fig. 1). Samples were
preserved in 3% formalin and deposited in FCME (Holmgren er al., 1990). The
physical and chemical characteristics of the water were measured with a
Conductronic electro-chemical analyzer (pH + 0.02; conductivity + 0.5 %; tem-
perature + 0.5).
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Fig. 1. Location of the study region in central Mexico with freshwater populations of Prasiola
indicated (circles).

All of the characters considered to be of taxonomic importance in
Prasiola were examined (Agardh, 1847; Collins 1909; Setchell & Gardner, 1920;
Friedmann, 1959a, 1959b; Bravo, 1965; Starmach, 1972; Hamilton & Edlund, 1994;
Van den Hoek et al., 1995: Naw & Hara, 2002). Measurements were made in repli-
cates of 20 and are represented as an interval containing a maximum, minimum,
average, and standard deviation. The number of replicates was determined using
the equation: n = (S/EX)?, where S = standard deviation, X = average and E = a
predetermined standard error (Southwood, 1978). Each specimen was observed
and measured with a Olympus BXS51 contrast interference microscope, with an
SC35 system of microphotography. The thickness of the lamina was examined in
sections made with an ultrafreeze microtome (Sartorius-Werke Mod. 27.
Germany). A Student’s t-test was used to compare morphological characters

gametes, aplanospores and vegetative cells).

Reproductive structures were observed in specimens from two popula-
tions maintained in culture: Xalancocotla, coll. R. Ramirez, 14.1.2003 and Malila,
coll. J. Carmona, 01.iii.2003. Cultures were initiated from 10-15 mm segments of
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thallus placed in sterilized tubes with distilled water and then vigorously agitated
to remove epiphytes. The segments were later rinsed three times in distilled water
in Petri dishes, and placed in culture tubes with 50 ml of culture media. Three
replicates were transferred from each population. Each specimen was maintained
in a 20:1 water-soil culture media for 60 days in climate-controlled chambers with
fluorescent lights (Phillips 15 W) under_the following conditions: temperature
14°C; irradiance 98-150 pmol photons m2s~! and a photoperiod of 12 h. A solu-
tion of Todine (Johansen, 1940) was used to stain the pyrenoids.

RESULTS AND DISCUSSION

Morphological Analysis

Two groups of populations were recognized in central Mexico, both with
characteristics referable to the genus Prasiola (Table 1, Figs 2-20): a laminar
monostromatic thallus with a central chloroplast with lobed margin, a central
pyrenoid surrounded by plates of starch, and oval to square vegetative cells gen-
erally arranged in packets of four (Figs 2-3. 6. 11-12, 15).

The first group (Table 1, Figs 2-10) included the 14 populations from the
watershed of Mexico and corresponds to the descriptions of P. mexicana by
Agardh (1847), Collins (1909) and Setchell & Gardner (1920) (Table 2). It was
characterized by large (= 9.0 cm long), procumbent lamina with oval to irregular
shape (Fig. 2) with one or many (= 4) fronds originating from the same base and
a smooth lamina margin (Fig. 4). Bifurcating ramifications were sometimes pres-
ent in the apical part of the lamina. It attaches to the substratum with a small mass
of elongated, fibrous cells that form a rhizoidal holdfast (Fig. 5). The basal and
intermediate sections of the lamina were monostromatic (Fig. 6), while the apical
region had abundant aplanospores (= 8 layers) and a tendency to become poly-
stromatic (= 130 um thick) (Fig. 7). Vegetative cells were oval to square, 3.1-
16.0 ym in diameter (average 9.2 pm): length 6.1-19.8 pm (average 12.2 um).
Aplanospores were seen in both field and cultured specimen, were square or
rounded, with a granulate cellular content, a diameter of 5.4-10.6 pm (average
7.7 um), and a length of 4.5-10.8 um (average 7.9 um) (Fig. 7): these werce casily
distinguished superficially from the vegetative cells, and were found isolated or in
groups (Figs 3, 5) in cither the basal or apical region of the lamina. The
aplanospores were liberated from the apical margin of the lamina upon rupture of
the cell wall.

Two interesting morphological characteristics were observed in several
specimens (populations 2-8). The surface of the lamina was frequently corrugated
(Fig. 9) in specimens collected from terrestrial and high-velocity currents
(Table 2), which seems to be related to the physical factors (current velocity or
substratum), or biotic interactions (fungal or larval infections). This feature has
not been described in any other freshwater species and further studies to charac-
terize the microhabitat and morphological variation will be of interest. The second
novel character was the presence of elongated and colorless cells in the folds of
the corrugated specimen (Fig. 10). These cells are similar to those described by
Fritsch (1961) and Naw & Hara (2002) as rhizoidal cells.
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Table 1. Characteristics of freshwater populations of Prasiola in Mexico. Measurements are in
pm and represent ranges, average and standard deviation.

Population Lamina Lamina LL/ALD  Thickness Vegetative cell Aplanosporangia

and length diameter S

locality (num) (mm) Length Diameter  Length Diameter

LL LD

1. MAST 7.0-10.0 5.0-9.0 1.1-1.8 24.6-32.9 8.3-16.0 6.3-16.0 4.5-8.8 5.4-10.6

Trout tank 88+13 64+16 14+02 288+£29 112+23 8418 69+x14 81=+22

2. MA1 5.0-26.0 3.0-14.0 0.7-2.6 223275 6.1-18.5 3.1-13.5 - -

Xalancocotla 144 + 84 84 +47 18+07 249+18 107+27 71124 - -

3. MAY 2.0-14.0 6.0-19.0 0.7-1.5 - 9.7-15.5 7.2-11.7 - -

Xalancocotla 83+£60 14372 1103 - 12118 89=+13 - -

4. MA26 10.0-18.0  4.0-21.0 0.6-3.7  69.0-130.0 7.0-14.6 3.6-9.4 - -

Xalancocotla 146+£32 100+65 19x11 883+163 110+21 76=+16 - -

5. MA36 4.0-17.0 4.0-15.0 0.2-1.7 - 7.2-18.3 7.2-10.3 - -

Xalancocotla 95+%55 9.0=+49 1.3+£07 - 124+23 9109 - -

6. MA102 5.0-6.0 4.0-5.0 1.0-1.5 - 9.4-19.8 7.6-12.8 - -

Xalancocotla 55+07 45407 12403 - 13.7+35 10318 - -

7. MA94 6.0-15.0 9.0-29.0 0.3-1.6 = 9.4-15.8 8.1-11.5 - -

Purification 100+37 15084 07=x05 - 11919 93+09 - -

plant

8. MA 154 9.0-25.0 11.0-29.0 0.8-0.8 18.0-22.3 7.2-16.9 7.4-13.5 7.2-76 5.8-83

Purification 170 £ 113 200127 08002 204+13 114+32 99+19 74x02 74=x11

plant

9. CB5 12.0-90.0 7.0-41.0 0.2-2.1 21.6-29.3 9.7-16.2 7.2-13.7 - -

Agua de leones 293 +£299 343296 1.0.£06 25620 127+19 97=x15 - -

10. CB32 13.0-18.0  14.0-19.0 0.7-1.0 - 9.9-16.7 7.4-13.5 = -

Agua de leones 15026 17.0x26 08=0.1 - 12720 10219 - =

11. DL18 16.0-47.0  25.0-45.0 0.6-1.0 30.2-49.9  9.2-15.1 7.2-13.3 8.8-10.8 6.7-9.9

San Borja 315£219 350+141 08+02 414+61 115£23 9323 96+07 7812

12. DL26 8.0-12.0 9.0-20.0 0.6-0.8 - 10.8-15.5 7.2-12.4 - -

San Borja 10028 14577 0701 - 127417 =95%16 - -

13. SL25 5.0-20.0 4.0-16.0 0.2-1.5 21.0-280  9.9-19.6 8.3-14.9 - -

San Luis 11.0+ 64 85+5.1 09+06 230+23 136+28 10015 - -

Ayucdn

14.VC22 8.0-29.0 4.0-29.0 0.5-2.0 16.2-19.5 9.2-17.6 74-12.8 - -

Villa del Carbén 152 + 83 148+ 103 12+05 182+1.0 13.7+28 100+ 1.6 - -

15. PA3292 19.0-26.0  11.0-28.0 0.6-2.3 20.7-280  11.8-19.8  8.6-15.5 17.2-395 15.0-258

River Malila 214 £44 210+£71 0703 239+19 14527 11718 229+ 92 180+44

16. PA3800 14.0-28.0 9.0-25.0 0.6-2.2 - 9.0-19.6 8.8-18.7 = =

River Malila 202+£55 156+58 14+06 - 14128 128=+23 - -

17. PA40YT 17.0-31.0 9.0-19.0 1.0-3.0 - 10.8-223  8.3-14.6 - -
146 +51 18+08 - 106 + 1.6 - -

River Malila 23655

13:9:+.2°8

The second group (Table 1, Figs 11-20) included the three populations
from the Malila River, and were identified as P. nevadensis according to the char-
acteristics described by Setchell & Gardner (1920), with some differences in cell
size (Table 2). This group was characterized by its small lamina (= 3.0 ¢m long),
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Table 2. Characteristics of freshwater populations of Prasiola in Mexico and species reported in
the literature,

Taxon Size of frond Thickness Cell size Reference
Width x length () Width x length
(em) ()

P. mexicana 0.3-45 % 0.2-97 16.2-130  3.1-16 x 6.1-19.8  (this work)

P nevadensis 1421 x2-2.3 20.7-28 8.3-18.7 x 9-22.3  (this work)

P, fluviatilis 0.02-0.3 x 4.5-95.0 2-4 3-5.7 x 3.2-6.1 Hamilton & Edlund (1994)

P formosana var. coreana  0.4-2.3 x 1.0-7.5 20.0-28.0 3-5 x 10-17.5 Naw & Hara (2002)

P, formosana var. formosana 0.2-2.6 % 2.0-10.7 25.0-30.0 2-5 % 3-7 Naw & Hara (2002)

P japonica 0.5-4.0 x 1.0-20 19.0-25.0  7.5-10 x 17.5-22.5  Starmach (1972)
Naw & Hara (2002)

P mexicana -x 10.0 24.0-52.0 6.0-16 x - Setchell & Gardner (1920)
Starmach (1972)

P nevadensis 0.5-1.0 % 2.0-3.0 14.0-25.0 2.7-41 x 4.1-8 Setchell & Gardner (1920)

P sinica 3.0x 9.0 30.0-33.0 5-8 x 9-13 Starmach (1972)

P subareolata 0.5 % 6.0 45.0-54.0 6-8 x 28-38 Starmach (1972)

P velutina 0.03-0.07 (0.11) x 12 - - x4-12 Starmach (1972)

P yunnanica 4.0 20.0 51.0-87.0  5.0-7.0x 7.0-12.0  Starmach (1972)

Prasiola sp. 0.5-5.0 x 2.0-12.0 20.0-35.0 4.0-13.0 x 12.0- 20.0 Naw & Hara (2002)

— = not reported.

smooth surface, oval form, and one or two fronds that originate from the same
base (Fig. 11). It attaches to the substratum with a small mass of elongated, fibrous
cells that form a rhizoidal holdfast (Fig. 14). All sections of the lamina tended to
be monostromatic and were at least 28 pm thick (Fig. 15). Vegetative cells were
oval to square, larger than in populations of P. mexicana, 8.3-18.7 um in diameter
(average 11.7 pm); length 9.0-22.3 um (average 14.1 pm). In natural conditions
round to irregular aplanospores were found with a granular cellular content and
dimensions of 15.0-25.8 um in diameter (average 18.0 um) and 17.2-39.5 um in
length (average 22.9 um); these were seen to be grouped or isolated at the apex
and margin of the lamina surface (Figs 16-17).

Three previously unreported characteristics were observed in the three
populations. The margin of the entire lamina was lobed and crenate (Fig. 13). This
feature was consistent and allowed the differentiation of P nevandensis from
P mexicana. Setchell & Gardner (1920) included figures of P. nevadensis where a

47

Figs 2-10. Morphological characteristics of Prasiola mexicana. 2. General view of the lamina
showing bifurcated branches (arrow)(CB 5). 3. Detail of the lobed chloroplast, pyrenoid stained
with iodine (arrow), and aplanospores (arrowhead) (specimens in culture). 4. Detail of the lam-
ina margin (specimens in culture). 5, Detail of the rhizoidal holdfast (arrow) and a group of
aplanospores (arrowhead) (MA. 26). 6. Transverse section of the monostromatic region (arrow)
and formation of aplanospores (arrow) (MA 87). 7. Transverse section of the polystromatic
region (MA 87). 8. Lamina margin with aplanospores (arrow) (specimens in culture). 9. Surface
view of the corrugated lamina (MA 87). 10. Rhizoidal cells in the middle region of the lamina
(arrow) (MA 87). Scale bars: 10 mm for Figs 2, 9; 100 um for Figs 4-5, 7, 10; and 10 um for 3, 6, 8.

89



Freshwater Prasiola from central Mexico 187

and a wide range of light intensity (low-high) and water current speed (10-
85 ecm.s7!). In populations 2 and 10, specimens were collected in the splash zone
from the water to 10 cm above the maximum level of the current. The tempera-
ture data are similar to those reported by Sheath & Cole (1992) and Ramirez ef
al. (2001). The most frequent substratum was andesitic-basaltic rock. Occasionally
trunks or metal tubes served as a substratum as well. Prasiola mexicana commonly
grew with other algae such as Placoma regulare and Cocconeis placentula var.
lineata, and was occasionally seen with Paralemanea mexicana. Populations of
P. nevadensis grew in a river of humid temperate climate with cold water (14.0°C)
that was acidic (pH = 5.5), had medium specific conductivity (192 pS.cm™'), was
shallow (0.2-20.0 c¢m), and had low irradiance and high water current speed (60-
85 cm.s7!). The predominant substratum was lime-lutite and P. nevadensis grew in
association with other algae such as Xenotholos huastecanus. This is the first report
of the habitat of P. nevadensis.

Description of the Mexican material

Prasiola mexicana J. Agardh, 1847, (Figs 2-10)

Monostromatic thallus 2.0-9.0 cm long, 0.3-4.5 cm wide, length/width 0.2-3.7; with
bifurcating ramifications at apex. Lamina surface smooth or corrugated and mar-
gin smooth to lobed; thickness of 16.2-130.0 um; 1 to 4 laminae per rhizoidal hold-
fast. Cells oval to rectangular, 6.1-19.8 um long, 3.1-16.0 pm in diameter.
Aplanospores 4.5-10.8 pm long, 5.4-10.6 um in diameter in the polystromatic layer
(4-8 layers).

Populations examined: (Numbering corresponds to the list of Table 1). 1) D.F,
Magdalena Contreras, Trout tank, coll. J. Carmona, 19xii.1998 (FCME MAST);
2) Xalancocotla, coll. J. Carmona, 23.x1.1997 (FCME MA1); 3) coll. M. Ramirez, 23.xi.1997
(FCME MAD9); 4) coll. J. Carmona, 8.1i.1998 (FCME MA26); 5) (FCME MA36); 6) coll. M.
Bojorge, 4.x1.1999 (FCME MA102); 7) Purification plant, coll. J. Carmona, 24.1.1999 (FCME
MA94); 8) coll. M. Ramirez, (FCME MAI154); 9) Cuajimalpa, Agua de Leones, coll
J. Carmona, 19.vi.1999 (FCME CBS3); 10) coll. E. Cantoral, 28 xi.1999 (FCME CB32);
11) San Borja, coll. J. Carmona, 15.v.1999 (FCME DLI18); 12) coll. G. Moniejano, 15.v.1999
(FCME DL26); 13) Estado de México, Jilotzingo, San Luis Ayucdn, coll. M. Ramirez,
18.vii.2001 (FCME S1.25); 14) Villa del Carbén, river Villa del Carbén, coll. J. Carmona,
18.vii.2001 (FCME V(C22).

Prasiola nevadensis Sctchell er Gardner, 1920. (Figs 11-20)

Monostromatic thallus, 2.2-2.3 cm long, 1.4-2.1 cm wide, length/width 0.5-2.3.
Lamina surface smooth, margin lobed and crenate; lamina 20.7-28.0 um thick. 1-
2 laminae per rhizoidal holdfast. Cells oval to rectangular, 9.0-22.3 um long, 8.3-
18.7 um diameter. Aplanospores 17.2-39.5 um long, 15.0-25.8 um in diameter, in
the polystromatic layer (1-2 layers). Gametangia ovoid with elliptical or oval
gameles, without flagella, 3.2-5.4 uym in diameter.

Population examined: (Numbering corresponds to the list of Table 1) 15) Hidalgo,
Molango, river Malila, coll. J. Carmona, 15.i1.1992 (FCME PA3292); 16) coll. G. Montejano,
10.11i.1999 (FCME PA3800); 17) coll. J. Carmona, 6.x1.2002 (FCME PA4097).
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Table 3. Physical and chemical characteristics of streams containing freshwater populations of Prasiola in Central Mexico. Number of sampling sites

are those represented in Figure 1.

Sampling site Populations  Altitude  Climate®  Temperature  pH Specific Current Shading® Depth  Substratum® Associated species
(mast) (°C) conductance  velocity fcm)
(uS.em™)  (oms)

1. Trout tank, 1 3000 Clw,)(w) 4 6.4 65 60 A-C 0-20 1 Cocconeis placentula var. lineata

river La Magdalena (Ehrenberg) Van Heurck, Hydrococcus
cesatii, Rabenhorst, Cymbella silesiaca
Bleisch.

2. Xalancocotla, 2,3,4,5,6 3150 3-11 67-7.7 6590 0-85 A-C 2 1-2 Synedra ulna (Nitzch) Ehrenberg,

river La Magdalena Melosira varians J. Agardh, Cymbella
mexicana (Ehrenberg) Cleve,
Gomphonema sp., Diploneis elliptica
(Kiitzing) Cleve, Placoma regulare
Broady er Ingerfeld.

3. Purification plant, 7.8 2800 2-11 7.3-7.6 9094 (-85 C 0-11 12 Ulothrix sp.

river La Magdalena

4. Agua de Leones 9.10 3220 7-12 7.0-76 3536 90 A 0-5 1 C. placentula var. lineata, Xenotholos sp..
Fragilaria sp., P. regulare

5. San Borja 11,12 2800 10-16 6972 60-60 35-85 A 0-10 & C. placentula var. lineata, Cymbella sp.,
Navicula sp.

6. San Luis Ayucdn 13 2604 v 16 6.6 79 60 A 10 Paralemanea mexicana (Kitzing)
Vis et Sheath

7. Villa del Carbén 14 2227 14 7.0 76 35-85 A 0-8 -

8. River Malila 15,16,17 1300 C(fm) 14-17 5572 192 60-85 (&) 0-20 & C. placentula var. euglypta (Ehrenberg)

Grunow, Xenotholos huastecanus Gold,
Montejano er Komdrek, Chamaesiphon

sp.

arcia (1973): C(w,)(w) = Temperate, dry winter < 5% C (fm) = Temperate. no dry season.

=G
b = A, open: B, parttly shaded; C, shaded.
c 1‘

predominantly bedrock; 2, predominantly boulder.
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Freshwater Prasiola from central Mexico 185

lightly crenate margin can be seen. although it was not described in the text:
this characteristic, however, is not mentioned for any other freshwater species
(Starmach, 1972). The second novelty was the presence of multilocular, ovoid
gametangia in the margins of the thallus: these were found to have hyaline
gametes with a small pyrenoid, lacking flagella (Figs 18-19), and were from 3.2-
5.4 um in diameter (average 4.3). The gametes were significantly smaller than the
aplanospores (p < 0.0001) and agree with the description of the female gametes
described for marine populations of P stipitata (3.2-5.0 um in diameter;
Friedmann, 1959a, 1959b) and P meridionalis (3.0-6.0 um in diameter: Bravo.
1965). The gametes were liberated upon rupture of the wall of the gametangium
(Fig. 19). This is the first report of gametes for this species (Setchell & Gardner.
1920; Starmach, 1979). The third characteristic of the cultured specimens was the
development of packets of cells fixed to the apical margin of the adult lamina
(Fig. 20); these packets were probably produced by in situ germination of the
aplanospores, as described in 2 stipitata (Friedman, 1959). The cellular packets
were found separately and showed a tendency to be filamentous. In order to iden-
tify the range of morphological plasticity in this alga, more detailed studies on its
reproduction and seasonal morphological changes are needed.

Distribution

The populations studied were found in 8 waterways of first and second
order, at altitudes above 1300 m and in humid to subhumid temperate climates.
Prasiola mexicana was collected in high montane rivers (altitude > 2.200 m) in
areas similar or close to previous records for central Mexico (Setchell & Gardner,
1920; Ramirez et al.. 2001 ). Its distribution is reported to include the United States,
Mexico and Costa Rica (Collins 1909; Sherwood er al., 2000: Ramirez et al., 2001).
Collections of P nevandensis, previously undescribed in Mexico, represent the sec-
ond record of the species, and extend its range to the equator (40° N vs. 20° N).
On the basis of this record, it is suggested that the distribution of this species
might be much broader, as is the case for other temperate North American species
found in central Mexico, Sirodotia suecica Kylin and Paralemanea annulata
(Kiitzing) Vis et Sheath (Carmona, 1997; Carmona & Necchi, 2002). It will be nee-
essary to explore waterways of similar characteristics (mountainous areas with
cold water) in more tropical latitudes to confirm this hypothesis.

In terms of environmental characteristics (Table 3), populations of
P mexicana grew in seven shallow (0.1-20.0 cm) rivers with cold water (2.0°C a
16.4°C), a slightly acidic to basic PH (6.4-7.6), low conductivity (35.5-94.2 uS.em™1),

4,_,_ -

Figs 11-20. Morphological characteristics of Prasiola nevadensis. 11. General view of the lamina
(PA 4092). 12. Detail of the lobed chloroplast and pyrenoid stained with iodine (arrow) (speci-
mens in culture). 13. Detail of the lamina margin (PA 4092). 14. Detail of the rhizoidal holdfast
(arrow) (PA 3800). 15. Transverse section of the monostromatic region (PA 4092). 16. Detail of
the lamina margin with a group of aplanospores (arrow) (specimens in culture). 17. Apla-
nospores isolated with granular cytoplasm (arrow) (specimens in culture). 18. Detail of the
gametangium in the lamina margin (specimens in culture). 19. Liberation of gametes (arrow) via
rupture of the gametangial wall (specimens in culture). 20. Cellular packets fixed to the apical
margin of the adult lamina (specimens in culture). Scale bars: 10 mm for Figs 11, 15; 100 uym for
Figs 13-14: and 10 pm for 12, 16-20.
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Microhabitat and morphometric variation in two species of
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Abstract Prasiolales are characterized by high
morphological plasticity. This problem in taxo-
nomic delimitation of the species may be a result
of environment heterogeneity. Habitat character-
istics and morphological variation of P. mexicana
and P. nevadensis, two species of freshwater leaf-
like thallus green algae, were investigated in five
sites in central México where the morphological
traits of these species overlap. Comparisons were
made between habitat characteristics among
streams and transects with and without FPrasiola
samples. Although no consistent correlation was
found between environmental variables and mor-
phological traits, a significantly wider range of
habitat characteristics of current velocity and
irradiance and morphometric variation (lamina
length, lamina diameter, cell length, surface of the
thallus, thickness and number of layers) suggested
that P mexicana was more plastic than P
nevadensis in its physicochemical requirements.
Our results suggest that small variation of micro-
habitat conditions in P. mevadensis (irradiance
and current velocity) could explain its wvery
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restricted geographic range in streams in central
Mexico.

Keywords Ecology - Freshwater algae -
Microhabitat - Morphometric variation -
Temperate streams - Mexico

Introduction

Prasiolales green algae have been cited as abun-
dant and frequent components of stream macro-
algal communities, and form massive green thalli
in temperate, tropical, and boreal climates
throughout the world (Starmach 1972; Sheath
and Cole 1992; Hamilton and Edlund 1994; Maw
and Hara 2002; McClintic et al. 2003; Ramirez
and Carmona 2005). The genus Prasiola is char
acterized by a monostromatic laminar thallus and
vegetative cells with stellate or lobed chloroplasts
containing a single pyrenoid. In Mexico it has
been reported in most taxonomic studies involv-
ing stream macroalgal communities (Agardh
1847; Knebel 1936; Ortega 1984; Ramirez ot al
2001; Ramirez and Cantoral 2003; Ramirez and
Carmona 2005).

The systematic position of Prasiola has been
controversial, because of morphological similari-
ties with marine genera such as Ulva, Monostro-
ma, Enteromorpha, and Rosenvingiella (Smith
1950; Bravo 1965) and overlapping morphometric
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variation and plasticity within Prasiola {Hamilton
and Edlund 1994; Naw and Hara 2002; Rindi et al.
1999; Rindi and Guiry 2004). Ramirez and Car-
mona (2005) analyzed taxonomic characteristics
of the two stream species of Prasiola in central
Mexico. They argued that morphometric varia-
tions (plant length and cell length and diameter)
and morphological characteristics (surface texture
of the thallus) could be explained by environ-
mental factors. Information about algal ecology
and ecophysiology in Prasiolales can be found
elsewhere (Friedmann 1959, 1960). Cole and
Akintobi {1963) noted that gametes of P. stipitata
Suhr and P. meridionalis Setchell & Gardner
were released from the thallus when it was kept at
low temperature and in short periods of light. In
the same way, Anderson and Foster (1999)
reported that high insolation affects the distribu-
tion and abundance of P. meridionalis. In terres-
trial species such as P. calophylla (Carmichel)
Meneghini and F. crispa (Lighfth) Meneghini it
developed above firm substrata and its asexual
reproduction was related to the warmest season
of the vear (Rindi et al. 1999).

Studies of Prasiola have been oriented toward
supraspecific characteristics (Rindi et al. 1999;
Sherwond et al. 2000; Naw and Hara 2002;
Ramirez and Carmona 200%), demonstrating that
ecological information is still lacking. The pur-
pose of this study was to evaluate the effect of
physical factors (current velocity, depth, irradi-
ance, and substratum type ) on small-scale (micro-
habitat) spatial distribution, morphometric
adaptations, and percentage cover of P. mexicana
and P. revadensis populations in five streams in
the central region of Mexico.

Material and methods

Fieldwork was performed at the end of the rainy
season and winter (November-February), these
being the most favorable growth periods for four
populations of Prasiola mexicana and one of P
nevadensis in the region (Ramirez and Carmona
2005), in five sites located in the central region of
Mexico (Table 1). Each sampling location con-
sisted of randomly chosen stream segments, 10 m
long. Observations were made of natural substra-

tum (gravel, sand, pebbles, and boulders). Micro-
habitat analysis was conducted using the quadrant
technique (Krebs 1989; Mecchi et al. 1995), which
evaluates the effect of microhabitat wariables
(current wvelocity, depth, subaguatic irradiance,
and type of substratum) om scales of a few
centimeters over the vegetative and reproductive
characteristics of the lamina. Each sampling
quadrant was a circle of 10 cm radius (area
314 cm®). Type and size of sampling quadrants
were defined from preliminary tests and previous
research {Mecchi et al. 1995; Ramirez and Car
mona 2005). Sample size consisted of 10 quad-
rants, each separated by 1 m; their locations were
determined by random numbers between O and
180¢, In ome of these positions we situated a
sampling site with the algae (presence quadrants)
and also looked for a point without the algae
(absence quadrants) to evaluate differences be-
tween microhabitat characteristics. We sampled
20 sampling quadrants per segment (ten presence
quadrants and ten absence quadrants).

Temperature, pH and specific conductance
were measured for each river segment with a
Conductronic PC-18 conductivity meter. Micro-
habitat variables were measured in situ at the
center of each sampling quadrant. Current veloc-
ity and irradiance were measured as close as
possible to the algal growth using a Swoffer 2100
current velocity meter and a Li-Cor LI-1000
quantum meter with a flat subaguatic sensor of
photosynthetic active radiation (PAR), respec-
tively. Algal cover (%) was recorded by the same
person within each sampling quadrant by visual
estimation with a 175 cm® viewfinder. Five lam-
inas were collected per sampling quadrant and
preserved in 3% formaldehyvde for subsequent
evaluation in the laboratory. Specimens collected
within quadrants were measured to determine the
morphometric characteristics previowsly believed
to be of taxonomic importance—diameter, length
and thickness of lamina, diameter and length of
vegetative cells, number of layers, and surface of
the lamina (Ramirez and Carmona 2005). Mea-
surements of diameter and length of lamina were
made in replicate for five plants and cells; number
of layers and surface dimensions were made in
replicates of 20. Means were calculated for each
morphometric characteristic.
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Table 1 Location and characteristics of the sampling sites of Prasiola mexicana and P. nevadensis populations, Substratum (B = boulder)

Location, date, Temperature, Conductivity, Dizzolved piH Substratum®, Depth, Irradiance®, Current Spedies
and hour L us em™ oxygen k-8 cm umol photons, velocity®,
mg L™ m s ms
Sire 1
4% Dnamo 14103 T2 al 1060 1.2 HB-100 [ 45387 =102 P mexicana
19°16" N, %18 2273+ 31556 03 =01
O Hour:
1110 am
Sire 2
¥ Dinamo 51103 Th G 120 T8 HB-100 0-11 1301631 (0D P mexicana
1929 N, %°17 9138+ 1576 0.1 = 008
O Hour:
1010 am
Nire 3
Agua de Leones 1000 45 4.0 fll H-100 00— 201342 0-053 P mexicana
LIILO3 19717 N, Tor4 = 141.1 0.1 = 006
99°19° O Hour:
11.15 am
Nire 4
Malinos 121105 14.0 al - T8 E-100 0-15 BT (050 P mexicana
19°40r N, 9-2¢’ S8R9+ 1432 0.2 = 005
O Hour:
1235 pm
Sire 3
Malila 4 X 11 (03 16,0 262 88 15 B-100 0-7 1535 (030 F. nevadensis
20745 N, 98745 7617 0.1 =01

0 Hour:
1:13 pm

* Values are mimmum, maximumand averages = standard error, calculated from measurements taken with quadrants (presence). — denotes values were not

recarded
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We used a Mann-Whitney test to assess
environmentally significant differences between
presence and absence quadrants at each site and a
Kruskal-Wallis test to assess morphometric and
environmental differences among five popula-
tions of Prasiola. When these tests were signifi-
cant, the Mann-Whitney test was conducted
among all pairs of sites to detect which differed
significantly. The substratum preference was
evaluated by use of a log-linear regression model.
Associations among percentage cover and mor-
phometric data with microhabitat variables were
tested using the Spearman correlation coefficient
(Gotelli and Ellison 2004). Tests were performed
with the software SP55 12 and GLIM 4.

Resulis

Prasiola populations occurred under very diverse
environmental conditions (Table 1, Fig. 1, 2).
Similarities between the two species were boulder
substratum and shallow depth; differemces were
conductivity, irradiance, and, possibly, current
velocity and temperature. Environmental condi-
tions had particular patterns for each species
studied. The Mann-Whitney test applied between
presence and absence quadrants revealed signif-
icant differemces for depth (U7 = 1.00-17.50,
P < (00%) and substratum (;F = Hh5.52, P <= 0.001)
in the five sites and current velocity in sites 2 and
S0 = 16,00-19.50, P = 0.05). The Kruskall-Wal-
lis test revealed significant differences in all the
morphometric  characteristics and percentage
cover among the five populations (Fig. 2): per-

centage cover (H = 1734, P<005), lamina
length (H=544; P <0.001), cell length
(H=595; P<0001), cell diameter (H = 53.7;
F < 0001), thallus undulations (A = 2655

P < 0.001), thickness (H = 105.4; P < 0.001), and
cell layers (H = 76.9; P < 0.001).

Some significant correlations were found be-
tween environmental conditions and morphomet-
ric data (Table 2). These were found to be
significant at one site only, however, or when
the correlation was significant at two sites it had
opposite signs. Thus, there was no consistent
relationship among form and environment. Posi-
tive correlations were obtained for the morpho-

metric variables lamina length and lamina
diameter in four sites (p = 0.69-0.94; P < 0.05),
lamina length and cell length in sites 2 and 4
(p = 065083 F<005), cell length and cell
diameter in sites 1, 2, 4, and 5 (p = 0.68-0.93;
F = 0.03), thickness and number of layers in sites
1.2, and 5 (p= 079082 F < 0.01), and lamina
length and thickness (p = 0.63; P < 0.05) and
number of lavers (p=071; F < 0.05) in site 5.
The negative correlation was for lamina length
and thallus undulations (p = <068, P < 0.05) in
site 5.

[Yiscussion

It has been reported that environmental hetero-
geneity is responsible for morphological variation
in other Chlorophyta populations (Branco and
Mecchi 1998; Vieira and Necchi 2002). Our data
show, however, that despite their large morpho-
logical variation these two Prasiola species have
no plastic response to the conditions they expe-
rience. The same lack at pattern has been
reported for Characea populations (Vieira and
Mecchi 2002). More studies are needed to estab-
lish whether it is common in other algae. Prasiola
mexicana occurred under a wide range of micro-
habitat conditions, suggesting they tolerate sub-
stantial wvariations of current velocity and
irradiance. In this study the current velocity was
in the range 0.05-2 m s~ reported by Hamilton
and Edlund {1994) and MecClintic et al. (2003 ) for
P. fluviarilis, and similar to those for Prasiolas sp.
in low or zero current velocity (Waw and Hara,
2002). Rindi and Guiry (2004) proposed that
emersed Prasiolales populations have evolved
different mechanisms to exist in subaereal condi-
tions. Ome such mechanism is a physiological
adaptation for fixing bicarbonates in the photo-
synthetic process and Mycosporine-like amino
acid (MA As) production for ultraviolet filtration
(Raven and Johnson 1991; Lud et al. 2001;
Rozema et al. 2002; Groniger and Hader 2002;
Karsten et al. 2005). Another adaptation is the
protection given by several lamina lavers for
humidity retention and assimilation of nutrients
in F. crispa (Lud et al. 2001).
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Frasiola mexicana populations in central Mex-
ico have a preference for boulder substrata that is
shared by several freshwater species in the genus;
for example, P. japorica Yatabe, P. formosana
Okada, P. sinica Jao (Starmach 1972), P. fluvia-
tilis (Sommerf.) Aresch (Hamilton and Edlund
1994; McClintic et al. 2003), and Prasiola sp.

(Maw and Hara 2002). This characteristic is
apparently related to the stable substrata and
the time for rhizoidal holdfast development.
Greater tolerance of microhabitat conditions
and high percentage cover can explain the rela-
tively large number of temperate streams in
central Mexico with P mexicana, including
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Morphometric and percentage cover values (mean =1 5E) for populations of Prasiola mexicana and F. nevadensis in

the five sites studied. Sites with the same letter do not ditfer significantly (Mann-Whimey test, @ = 003). For morphometric

variahles n = 200

Table 2 Significant values of Spearman’s g correlation coefficient among environmental variables and morphometric
charactenistics for Prasiola populations

Varighles Characters Hite 1 Site 2 Hite 3 Hite 4 Site 5
Current velocity Thickness 0.76** - - - -
Peroentage cover - - 071* - -
Lamina length = = = it =
Mumber of layers - (Lad* - - -
Irradiance Percentage cover - - —(1LHE* (1LH5* -
Lamina length - - —(H5* - -
Undulations aT* - 06T* - -
Cell diameter - - - - B
Depth Lamina length —H5* - - - -
Lamina diameter -T2+ - - - -
Thickness - (Lad* —a5* - -
Number of layers - .6 * - - -
Undulations - - -la5* (LE5** -
Hites are numbered in accordance with Tabkle 1 *F = (L05, **F < 001; — = non=significant values

& :‘-|1.'i|'|:_\|
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pristine (Ramirez and Cantoral 2003) to little-
disturbed habitats {Ramirez et al. 2001). Thus,
these results suggest that P. mexicana is a highly
tolerant species similar to other Chlorophyeeae
populations, for example Stigeoclonium helveti-
cum Vischer with tolerance of high irradiance
(1010-1235 pmol photons m™ s7"), low depth
(20.2-21.7 em), and wvariable current velocity
(047097 m s g (Branco and Mecchi 1998).

Onr results suggest that F. nevadensis grows in
a narrow range of current velocity and irradiance
and in higher-conductivity waters than P. mexi-
cana. P. nevadensis also grows on boulder sub-
strata. The significant negative correlation of
irradiance with cell diameter and the narrow
range of irradiance in this study indicate limited
tolerance of high irradiation; this is dissimilar to
the populations of Prasiola mexicana in this study.
Similar trends of low irradiance have been
observed for several stream populations of fila-
mentous and parenchymatous Chlorophyta and
Prasiolales species, for example Rhizoclonium
hieroglyphicum (C. Ag) Kiitz (105 pmol photons
m?57), Chara sp. (300 pmol photons m™ 57",
Mecchi 2004), and P. fluviarilis (riparian cover
75%, McClintic et al. 2003). This sugpgests that P.
nevadensis 15 a shade-tolerant species. This infor-
mation about the ecological distribution and
envirommental requirements of P. nevadensis is
consistent with its taxonomic designation {Ram-
irez and Carmona 2005), but the survey is not
sufficient to complete our taxonomic knowledge.
The significant cell length and diameter differ-
ences between P. nevadensis and the four popu-
lations of P. mexicana confirm the importance of
these morphometric characteristics in distinguish-
ing between these species, as proposed by Ram-
irez and Carmona (2005). The significant
correlations found between morphometric and
microhabitat variables also suggest that P. nevad-
ensis has limited plasticity to cope with the typical
spatial heterogeneity of lotic habitats (Whitton
1975). Narrow microhabitat range can explain the
relatively low frequency of this species in the
streams of Central Mexico (Montejano et al
2004; Ramirez and Carmona 2005).
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