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RESUMEN

Los estudios ultraestructurales en talos liquénicos se han incrementado en
los ultimos afos. La técnica de criofractura aborda la posibilidad de estudiar ultraes-
tructuralmente material procedente de talos liquénicos sin necesidad de que éstos
sean sometidos a fijacién quimica y a inclusién en resinas. Recientemente la técnica
de criofractura se ha convertido en una de las técnicas preparativas mds importantes
para estudios ultraestructurales, fundamentalmente a nivel de membrana.

Aunque ésta técnica presenta un método fisico independiente para elucidar
la ultraestructura liquénica, en este caso se ha completado el estudio de Lobaria pul-
monaria con observaciones paralelas por los métodos convencionales de microsco-
pia electrénica de transmision.

Dado que la membrana del ficobionte parece estar implicada en su totalidad
en el proceso de transferencia de metabolitos, se ha hecho especial hincapié en la
observacién de las particulas intramembranosas IMPs y de las invaginaciones del
plasmalema.

SUMMARY
Freeze-etching ultrastructural study of Lobaria pulmonaria (L.) Hoffm.

The ultrastructural studies on lichens have been increased during the last
years. The freeze-etching technique deals with the possibility of studying ultrastruc-
turally, material coming from lichen thallus without any need that these will be
submited to a chemical fixation and to an inclusion on resins. Recently, the technique
of freeze-etching has became one of the preparative techniques more important to
ultrastructural studies fundamentally to a membrane level.

Though, this technigque presents a physical method independently to eluci-
date the ultrastructure of lichen, in this case, this study has been completed with
parallel observations by the conventional methods of Transmission Electron Micros-
copy.

As the phycobiont’'s membrane seems to be involved in its totality in the
process of transference of metabolites, an special remark on intramembrane parti-
cles (IMPs) and on the ridges of the plasmalemma, was made.

* Instituto de Edafologia y Biologia Vegetal. Serrano n.” 115 bis. Madrid-6.

135



INTRODUCCION

Hasta 1976 la ultraestructura de los li-
quenes habia sido documentada en unas
20 publicaciones (PEVELING, 1976). A par-
tir de esa fecha se han seguido realizando
investigaciones en la estructura fina de los
liquenes y se han resuelto, en parte, los
problemas que la fijacion e inclusion de ta-
los liquénicos tenia planteados (ASCASO y
GALVAN, 1976; ASCASO, 1978; BOISSIERE,
1979; HONEGGER, 1980; SILVA-PANDO y
ASCASO, 1982; BELLEMERE y LETROUIT-
GALINOU, 1982; AHMADIIAN, 1982).

Sucede sin embargo que la fijacién qui-
mica puede inducir artefactos en el mate-
rial bioldgico. Ademas el estudio por cor-
tes ultrafinos no permite la observacion de
las membranas biologicas en toda su exten-
sion.

La membrana total del ficobionte tiene
una gran importancia en el proceso de
transferencia de metabolitos (HESSLER y
PEVELING, 1978). SMITH (1980) muestra
que muchas cuestiones sobre interrelacio-
nes nutricionales en liquenes no tienen res-
puesta y AHMADJIAN, en un trabajo muy
reciente (1982), resalta el hecho de que
cuestiones tales como de rdapida es la trans-
locacion de carbohidratos entre alga y
hongo, a cual es la causa y a como ocurre
estan sometidas unicamente a hipotesis y
con frecuencia a conjeturas. Por ello es de
gran importancia realizar investigaciones
sobre las membranas de los simbiontes li-
quénicos.

La técnica de Freeze-etching (criofrac-
tura) puesta a punto por MOOR y MUH-
LETHALER (1963) permite la observacion
de las caras de fractura de las membranas
celulares. En estas caras de fractura apare-
cen particulas intramembranosas (IMPs)
que son glicoproteinas o complejos de pro-
teinas y lipidos distribuidos en la bicapa de
lipidos (BRANTON, 1966; SINGER y NICOL-
SON, 1972; VERKLEN y VERVERGAERT,
1978). Los cambios en la densidad y dia-
metro de las IMPs estdn relacionados con
alteraciones en el estado fisiologico del talo
liquénico (PEVELING y ROBENEK, 1980;
RAPSCH y ASCASO, 1983).
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MATERIAL Y METODOS

Talos de Lobaria pulmonaria (L.
Hoffm fueron recogidos en el mes de Abril
en el Hayedo de Montejo de la Sierra (Ma-
drid).

Los talos fueron procesados para mi-
croscopia electronica de transmision por la
técnica convencional que implica la fija-
cion, deshidratacion e inclusion de los ta-
los liquénicos (ASCASO y GALVAN, 1976) y
por la técnica de criofractura. Para esta
técnica se siguio el esquema mostrado en
la figura 1.

Las réplicas fueron obtenidas con un
minuto y medio de «etching» a -100°C. Se
utilizo un aparato Polaron Modelo E.7900.

Para la observacion y obtencion de las
microfotografias se utilizd un microscopio
electronico Philips 300.

El diametro y densidad de las particulas
ha sido determinado con un Analizador de
Imagenes MOP-VIDEOPLAN, de la mar-
ca Kontron.

RESULTADOS Y DISCUSION

Ultraestructura del ficobionte

Por corte ultrafino la zona gonidial del
talo de L. Pulmonaria presenta el aspecto
mostrado en la fig. 2a.

En la fig. 2b, se observa un alga Mvr-
mecia individualizada y a mayores aumen-
tos que muestra de afuera a adentro: la pa-
red, el plasmalema, el citoplasma donde
son evidentes mitocondrias, dos cloroplas-
tos uno de ellos cortado en su zona media
y donde se observa los plastoglobulos, v
también lateralmente situado el micleo.

Cuando se aplica la técnica de criofrac-
tura, segun el esquema de la figura 1, a un
talo liquénico la observacion que se tiene
del ficobionte es la que muestra la figura
2c. Se trata unicamente la réplica de plati-
no y carbono obtenida una vez el alga ha
quedado fracturada en su zona media.

Se distinguen claramente las lamelas ti-
lacoidales, que aqui quedan escalonadas
por efecto de la fractura. Pueden observar-
se claramente en ellas las particulas de que
estan formadas. El aspecto y distribucion



de las particulas intratilacoidales es de
gran importancia para todos los estudios
relacionados con la fotosintesis en el com-
ponente algal. En la figura 2c¢, ademads del
cloroplasto, se observa un dictiosoma del
aparato de Golgi con su sistema de cister-
nas y vesiculas. La figura 2d, perteneciente
a otra microfotografia, nos muestra el plas-
malema y el nucleo celular con el aspecto
tipico de sus poros que revela esta técnica.

En el plasmalema se producen dos ca-
ras de fractura internas que algunos auto-
res llaman K y V, aunque es mas utilizado
el término cara EF y cara PF.

La figura 3a muestra la cara de fractura
EF. Esta cara de fractura se caracteriza por
menor densidad de particulas que la cara
PF. En el talo liquénico estudiado la densi-
dad de particulas por #m? de esta cara (fig.
3b) es de 400.

Obsérvese en esta figura el espacio exis-
tente entre plasmalema y pared y las vesi-
culas que aparentemente estan recorriendo
dicho espacio en alguna de las dos direc-
ciones posibles.

Las medidas de los didmetros de las
particulas se realizan sobre microfotogra-
fias como la de la fig. 3c. Se han encontra-
do particulas con diametro de hasta 250 A
pero lo interesante en estos estudios es la
obtencién de histogramas de frecuencias
para conocer en cada caso concreto como
estan representados determinados tamafios
de particulas y para observar la variacion
en tamafios que tienen lugar, bajo condi-
ciones de experimentacion diversas, (PEVE-
LING y ROBENEK, 1980; RAPSCH y ASCA-
SO, 1983).

Las invaginaciones del plasmalema,
que en la cara de fractura EF aparecen
como crestas (Fig. 3a) también pueden ser
analizadas. Estas invaginaciones sirven
para incrementar el drea superficial. Su va-
riabilidad en tamarfio vy frecuencia es fun-
cion de la edad seguin MOOR y MUHLET-
HALER, en sus estudios en levaduras
(1963).

La cara PF (Fig. 4a), nos muestra la
cara de fractura interna del plasmalema
que es mas proxima al citoplasma celular.
Se observan asi mismo vesiculas en el es-
pacio vacio bajo la pared celular, ya ante-
riormente citado.

En la cara de fractura PF (Fig. 4b) se
han recontado para esta especia 1.650 par-
ticulas por #m? El didmetro de las mis-
mas no ha sido determinado por el mo-
mento (Fig. 4c). La relacion entre densidad
de particulas PF/EF es igual a 4,1 para esta
especie.

Ultraestructura del micobionte

El micobionte de la zona gonidial de L.
pulmonaria presenta el aspecto tipico de
una hifa cuando se observa al TEM en cor-
te ultrafino (Fig. 5a). La pared tiene un es-
pesor de 0,25 4m, luego se observa el plas-
malema con invaginaciones y en el conte-
nido citoplasmico observamos aqui funda-
mentalmente mitocondrias, vacuolas y
cuerpos de reserva. En los micobiontes li-
quénicos (al contrario de lo que sucede en
los ficobiontes) no suelen observarse espa-
cios vacios importantes entre plasmalema
y pared.

Por criofractura, podemos observar la
célula fungica en diversos aspectos de su
estructura segun el plano de fractura obte-
nido.

La fig. 5b muestra la pared fungica or-
namentada con estructuras fibrilares orga-
nizadas direccionalmente.

La Fig. 5¢ muestra el plasmalema de la
célula fungica. Se trata ademas en esta mi-
crofotografia de una hifa que forma un
haustorio de penetracion en la célula algal.
En la figura 5d se observan por analogia
con la fig. 5a cuerpos de reserva y mito-
condrias, ademas de observarse la estructu-
ra tipica del nicleo ya descrita y cuerpos
conceéntricos. Los cuerpos concentricos o
elipsoidales son tipicos de los hongos li-
quenizados. Aunque son varias las descrip-
ciones que existen sobre la estructura del
cuerpo concéntrico observado por corte ul-
trafino, esta técnica unicamente revela la
estructura de su cuerpo central y de las
proyecciones periféricas en forma radial.

FIGURAS

~ En fotografias de criofractura, la flecha
indica direccion del sombreado.
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Signos convencionales: A, alga; ¢, cuer-
po de reserva; cc, cuerpo concéntrico; D,
dictiosoma; e, espacio vacio entre pared y
plasmalema; h, haustorio; H, hifa; i, inva-
ginacion del plasmalema; m, mitocondria;
N, nucleo; P, pared; pg, plastoglobulo; pm,
plasmalema; po, poro; t, tilacoide; v, vesi-
cula; va, vacuola.
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FIGURA 2.-a) Zona gonidial del talo de Lobaria pulmonaria. Conjunto de ficobiontes (alga Myrmecia). b) Myr-
mecia. ¢) Célula algal observada segin la técnica de criofractura. Seccion media. d) Detalle de célula algal.



FIGURA 3.-a) Aspecto parcial de la membrana plasmatica del ficobionte. Cara EF. Obsérvense las pariiculas y
las invaginaciones o crestas. b) Microfotografias de la cara EF para la determinacion de la densidad de particu-
las. ¢) Microfotografia de la cara EF para determinacion del diametro de las IMPs,



FIGURA 4.-a) Membrana plasmauca del ficobionte. Cara PF. b) Microfotogratia de 1a cara PF para la determina-
ci0n de la densidad de particulas. ¢) Detalle de lo anterior.



FIGURA 5.—a) Micobionte. Observacién por corte ultrafino, b) Micobionte, Observacion segiin la técnica de crio-
fractura. Aspecto de la pared fingica. ¢) Célula fingica formando un haustorio de penetracion en la célula algal.
d) Micobionte. Fractura a traveés de su zona media.



