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Resumen: Sediscute e desarrollo histérico delos estudios delosliquenes por microscopiaélectronica
en Venezuela. Se describen las distintas metodol ogias empleadas y 10s principales aportes que han
alcanzado estos estudios. Se discute el estado actual de las investigacionesy su futuro.

Abstract: The historical development of lichen studies by electron microscopy in Venezuela is
disscused. The various methods employed and the main results are described, and the current state of

this research and its future outlined

Introduccién

El estudio estructural de los liquenes comenzo
hace més de 100 afios con la utilizacion del
microscopio deluz (ML). Schwendener en 1860
fue capaz de presentar una explicacion precisa
de la estructura interna de diferentes liquenes
fruticosos. Para su observaciéon en dos
dimensiones, estos especimenes fueron
seccionados y coloreados antes de ser
magnificados. Las estructuras transparentes o
translucidas son esencialmente invisibles y los
objetos opacos no pueden ser examinados del
todo (Hale 1976).

El microscopio electronico (ME), ha sido una
herramientaimportante paralos estudios taxoné-
micos de liquenes en Venezuela. Para ello se
utilizaron dostipos de microscopios el ectronicos
: El microscopio electrénico de transmision
(MET, TEM en inglés) y el microscopio
electrénico de barrido (MEB, SEM en inglés).
En el primero, el haz de electrones pasa através
del objeto, obteniéndose una imagen en dos
dimensiones y se observa su estructura interna;
mientras en el MEB, el haz de electrones
secundarios generados desde la superficie del
objeto, produce una imagen tridimensional,
observandose por consiguiente, las caracteristicas
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micromorfol dgicas o superficialesdelamuestra.

Al principio deladécada de los afios setenta, los
estudiosliquenol égicoscon MET, suministraron
una nueva comprension de la ultraestructura de
los componentes celulares de los liquenes.
Peveling (1969) estudi6 por MET los distintos
fotobiontes (e.g. cloroficeas y cianobacterias),
incluyendo e micobionte de los liquenes. Los
mi cobiontes observados fueron ascomicetes, con
la excepcion del basidioliquen Cora pavonia
(Sw.) Fr. (= Dictyonema glabratum (Spreng.) D.
Hawksw). A través del andlisis ultraestructural,
se pudo diferenciar las caracteristicas
intracel ulares delosfotobiontesverde, verde-azul
y otros de vida libre. En el caso de los
micobiontes, se observé por primera vez en su
protoplasmala presencia de cristales, los cuales
fueron relacionados a las sustancias liquénicas
producidas por e hongo (Peveling 1976).

A pesar que el primer MET comercial aparecio
en 1939, producido por lacasaSiemensy Halske
en Alemania (Wischnitzer 1970), no fuesino 29
afios después cuando Elizabeth Peveling y Vahi
en 1968 realizaron los primeros estudios
ultraestructurales del fotobiontey del micobionte.
Latardanzaenlautilizaciondel MET sedebi6 a
lasdificultadestécnicasen lapreparacion del talo
liquénico. No obstante, no sucedi6 asi, en el
momento de aparecer el primer MEB comercial
(Cambridge-Stereoscan) en 1965, desarrollado en
Inglaterra (Dykstra 1992), donde los estudios
micromorfol 6gicos en liquenes comenzaron tan
solo tres afios después por Peveling y Vahl
(1968), aunquelamayor contribucion en estadrea
fue realizada por Mason Hale a partir de 1973
(Hale 1973).

Hawksworth (1969) examiné la superficie de

varias especies de Alectoriaceae, con € intento
de aplicar esta informacion a los problemas
taxonémicos. Peveling (1970) reporté con
descripciones detalladas, las formaciones de
cristales sobre las hifas y ciertos detalles
referentesalasuperficie. Tibell (1971) demostro
el valor del MEB & estudiar la estructura de las
ascosporas en la familia Cypheliaceae. Hale
(1973), describi6 una capaepicortical compuesta
depolisacéridos, 0.1 - 0.3 m de espesor, presente
en varias especies de Parmeliaceae, en la cud
descubrio lapresenciade poros. Estas estructuras
aparecen en muchos géneros no pseudocifelados.
Halereconocié e valor taxonémico del epicortex
poreado en el estudio delafamilia, y recomendd
completar estos estudios con el MET y andlises
qguimicos, para evitar asi interpretaciones
verdaderamente erroneas (Hale 1973).

L opez-Figueirasy Palacios-Prii (1979) fueron los
primeros en Venezuela en realizar estudios
estructurales en liquenes con el MEB.
Comenzando con €l liquen Glossodium aversum
Nyl. en 1979, y después con dos especies
indeterminadas pertenecientes a los géneros
Anzia y Usnea. El trabgjo realizado por estos
investigadores fue Unicamente descriptivo. Se
estudio las caracteristicastalinasy apotecialesde
estos liquenes, considerados para aquellos
entonces pocos conocidos y donde no existia
suficiente literatura sobre analisis
micromorfoldgico con MEB (Lopez-Figueirasy
Palacios-Prii 1979, 1980 y 1981).

Alcances

Maés recientemente (1994-1995) un equipo
multidiciplinario conformado por Sari Mohali,
Vicente Marcano, Ernesto Palacios-Prii y Anto-
nio Morales, han realizado varios estudios

Fig. 1. Peltigera vainoi Gyelnik. Vista en detalle de la superficie superior, donde se observa la

presencia de poros elongados. Escala= 15 pum.

Fig. 2. Peltigera vainoi. Corte transversal del talo, donde se observa € epicortex (a), una capa de
hifasleptoderméticas (b), un tgjido medular anastomaosado con agas(c), y unacapade hifasaracnoides

(d). Escala= 37.5 um.
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estructurales con liquenes provenientes de la
region Andinay Amazonas. Latécnicautilizada
en la preparacion del material liquénico para
MEB consistié en secar el material liquénico al
aire y después en alto vacio (10-3 torr) por 24-
48 horas, paraasegurar laeliminacion de restos
de agua. Luego fue sombreado con una capa de
oro por ionizacion al vacio, y por Ultimo se
observé en un Hitachi S-2500 a 10 KV. Para
aquellas muestras que presentaban cierta
humedad, éstas fueron colocadas en una estufa
entre 36-38°C por 2 diasy despuésen alto vacio.

En Peltigeravainoi Gyelnik., atravésdelaM EB
se registré por primera vez dentro del géneroy
la familia Peltigeraceae, la presencia de poros
elongados, 5-6 m de longitud, 0.75 - 1.57 m de
ancho, 6-10 poros por mm2 y superficie
fuertemente nodular a verrucoso (Fig. 1). Estos
poros son excepcionales entre las especies hasta
ahora estudiadas mediante MEB. Vitikainen
(1994) ofrece una serie de imagenes por MEB
delasuperficie superior, las cuales no muestran
la presencia de poros o estructuras similares a
lashalladas en P. vainoi. En un corte transversal
de P. vainoi, se observo un epicortex con un
grosor de 0.65-0.70 m; la corteza superior esta
constituida por un tejido paraplectenquimatoso
con hifas |leptodermaticas; luego sigue un tejido
formado por hifas anastomosadas del tipo
aracnoide, € cual cumplelafuncion de adhesion
al sustrato (Fig. 2).

En Coccocarpia se descubrieron dos especies
nuevas : Coccocarpia duidensisV. Marcano, L.
Gdliz & A. Morales, procedente del Amazonas
venezolano y Coccocarpia culatensis V.
Marcano & A. Moraes, procedentedelos Andes
venezolanos (Marcano et a. 1995a). Mediante
MEB, seestudio su epicortex, donde sedetermind
para ambas especies la presencia de poros sim-

ples y esparcidos, con un tamafio promedio de
0.15-3 m en diametro y con una densidad de 40
poros por mm2. El epicortex presentd una
superficielisay carente de sustanciasliquénicas.
Enun cortetransversal de Coccocarpiaculatensis
se observé en la corteza superior un tejido
paraplectenquimatoso, luego sigue la médula'y
el manto derizinas (Fig. 3,5). El arreglo de las
hifas en lacorteza superior einferior espericlinal
y sobre estas se observd laausencia de sustancias
liquénicas(Fig. 4), e cua escaracteristico dentro
del género Coccocarpia. Los detalles
morfologicos observados en estas dos especies
mediante MEB no difirieron de los observados
por Arvidsson (1982) parad resto delas especies
del género.

Un nuevo género descrito es Bulbothricella V.
Marcano, S. Mohali & A. Morales, procedente
del AmazonasVenezolano (Marcano et . 1996).
Este liquen pertenece ala familia Parmeliaceae
y presenta ciertas caracteristicas
micromorfol égicas que, observadas en el MEB,
permitieron segregarlo del género Bulbothrix
(Moraleset al. 1995). El liquen se caracterizapor
presentar cilios bulbados enlosmargenesde talo
(Fig. 6) y un epicortex superior poreado, poros
simples, méas o menos oblongos, 150-270 poros
demm2y 7.3-9 mdediametro (Fig. 7), apotecios
numerosos, adnados, coronados, con abundan-
tes picnidios enlosmargenesdel mismo, conidios
globosos, los cuales se desarrollan
acrogenamente (en cadenas) a partir delapared
picnidial (Fig. 8). Estas caracteristicas lo
diferencian de los demés géneros dentro de la
familia Parmeliaceae, donde la forma de los
conidios es cilindrica, fusiforme a bifusiforme,
y € desarrollo delos conidios es pleurdgeno (Elix
1993). Es posible que algunas de las especies
descritas de Bulbothrix no hallan sido
suficientemente estudiadas, principalmenteen o

Fig. 3. CoccocarpiaculatensisV. Marcano & A. Morales. Cortetransversal del talo, donde se observa
un cortex superior paraplectenquimatoso, unamédulay un cortex inferior constituido por hifas muy
compactas. La zona electron-densa inferior corresponde a manto de rizinas. Escala= 50 m.

Fig. 4. Coccocarpia duidensis V. Marcano, L. Galiz & A. Morales. Detalle de las hifas del cortex
inferior, donde se observa su caracter compacto, aglutinado y una superficie lisa. Escala= 15 m.

Fig. 5. Coccocarpia duidensis. Vistageneral delasrizinas. Escala= 43 m.
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referente a las caracteristicas de sus conidios y
conidioforos. Por ello, se recomienda su estudio
detallado mediante M E.

En el Amazonas Venezolano se colectd otro
liquen, perteneciente al género Stereocaulon,
siendo €l primer registro de este género paratoda
la bioregion de la Amazonia. Stereocaulon
follmannii V. Marcano, A. Morales & L. Galiz,
[lamado asi en honor al liquendlogo aleman Ger-
hard Follmann (Marcano et al. 1995b). Los
estudios por MEB de S. follmannii, permitieron
reportar por primera vez la presencia del
epicortex poreado en €l género Sereocaulon. La
formade estos poros esraraen losliquenes, y se
caracteriza por ser circulares, con un tamafio de
0.35- 1.4 mdediametro y unadensidad de 8-12
poros por mm2. La corteza esta formada por un
tejido prosoplectenquimatoso, ausente de
sustanciasfendlicas, mientrasque lamédulaesta
compuesta de hifas paquidermatosas, con
diametro de 2-3 m, €l cua posee la funcién de
producir los componentes secundariosdel liquen.
Estos componentes secundarios son depositados
como plaguetas 0 escamas sobre la superficie de
las hifas medulares. A pesar de laimportancia
gue guardala presenciade un epicortex poreado
en S follmannii, no es asi para€el género, €l cua
no ha sido suficientemente estudiado a nivel
ultraestructural.

En Rimelia cetrata Hale & Fletcher, procedente
delos Andesvenezolanos, seregistré lapresencia
deporosen € epicortex delasuperficieinferior,
el cual es considerado €l primer registro en los
liquenes foliaceos. La forma de estos poros es
regular, més o menos redondeada o circular, y
tienen un tamafio de 2.3-3 m de didmetro y una
densidad de 12-18 poros por mm2 (Fig. 9). Hale

121

(1973, 1976y 1981) y Hale and Fletcher (1990),
estudiaron el epicortex de la superficie inferior
de varias especies de liquenes pertenecientes a
la familia Parmeliaceae, pero no reporta la
presencia de poros. A través de MEB, también
se pudo observar lapresenciaderizinas simples
de color negro, compuesto de un tejido
prosoplectenquimatoso. El paquete de hifas que
constituyelasrizinas estaunidapor unasustancia
cementante electrén-densa. Sin embargo, labase
de estas rizinas esta compuesta por un tejido
paraplectenquimatoso, observandose poca
presencia de la sustancia cementante entre las
paredes hifales. Este hecho llamala atencion y
sugiere el estudio del epicortex inferior de otras
especies de Parmeliaceae, € cua ha sido muy
descuidado.

Con todos estos resultados seintentd realizar una
sistemade clasificacion delos poros epicorticales
en los Ascomicetesliquenizados suramericanos,
determinandose dostipos principal es de epi cortex
poreados. Estos poros epicorticales presentan dos
formas constantes, la cuales difieren atendiendo
a su medida y modo de proyeccién en la
superficie. Laformade macroporos epicorticales
es comun en las Parmeliaceae y esta presente en
Bulbothricella amazonensis, Rimelia cetrata y
Stereocaulon follmannii. Estos poros se
caracterizan por su variabilidad, sonirregulares,
aplanadosy anchos, con un didmetro de (4-) 7.3-
15 m, mientras los microporos epicorticales
presentan un diametro menor 0.35-1.4 (-3) m,
son circulares o elongados, aplanados o mas o
menos hemiesféricos, semejante aunavejiga, y
éstan presente en Peltigera vainoi, Coccocarpia
culatensis, C. duidensis y S follmannii. Esta
ultimaformade poro epicortical hasido reportada
por otros autores en variosliquenes. Lapresencia

Fig 6. Bulbothricella amazonensis (V. Marcano, L. Galiz & A. Moraes) V. Marcano, L. Galiz, A.
Morales& S. Mohali. Vistade unaseccion del margen talino, donde se observan loscilios bulbados,
bifurcados apicalmente, y los poros epicorticales. Escala= 85.5 um.

Fig. 7. Bulbothricella amazonensis. Vistaen detalle del epicortex poreado.

Escala= 7.7 um.

Fig. 8. Bulbathricella amazonensis. Corte transversal de un picnidio situado en las margenes del
apotecio, donde se observa los conidios globosos, con disposicion acrégena. Escala= 30.5 um.
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Fig. 9. Rimelia cetrata Hale & Fletcher. Vistaen detalle del epicortex inferior, donde se aprecian los

poros. Escala= 13.5 um.

de un epicortex microporeado sobre la corteza
inferior esta presente en Rimelia cetrata. En S
follmannii se hallan presente simultaneamente
ambos tipos de poros.

La MET constituye el futuro promisor de los
estudios por ME de los liquenes en Venezuela.
Actualmente, se adelanta un estudio referente a
los componentes intracelulares de los conidios
de Bulbothricella amazonensis por MET.

Consideraciones Finalesy Problemas

Segun Hawksworth (1994) la liquenologia ha
contribuido mucho con el debate de topicos
relacionados a la evolucion de los hongos,
colonizacion, co-evolucion, fisiologiay la
ultraestructurade los mutualismos. En tales casos
la utilizacion de la ME ha jugado un papel
decisivo.

El avance en el estudio taxonémico de los



liquenes comenz6 hace aproximadamente 30
afios con la utilizacion del MET y MEB,
observandose las caracteristicas intracelulares y
micromorfol égicas del simbionte, que ayudaron
por consiguiente a la clasificacion de las
diferentestaxa. L osestudios ultraestructuralesde
Honegger (1978-83) y Kéarnefelt et al. (1993)
modificaron el significado del asco enlosgrupos
liquenizados, permitiendo €l reconocimiento de
diferentes grupos en distintos 6rdenes, por
giemplo: Lecanorales, Peltigerales, Pertusariales
y Teloschistales. Deigua maneraestos estudios
han permitido ampliar e conocimiento a cerca
delasinteracciones entrelosbiontes. Ahmadijian
et al. (1978) observd una capa comiin que une a
los biontes en las primeras etapas de la sintésis
liquenicas. De igua forma fue importante el
descubrimiento mediante MET de modelos
similares sobre la superficie de los ficobiontes y
micobiontes (Honegger 1984).

A pesar de haberse iniciado solo hace dos afios
una investigacion sistemética y continua de los
liquenesvenezolanoscon el MEB, esposible que
el futuro sea poco promisor. Una de nuestras
mayores limitaciones constituye la escasez de
recursos de nuestras instituciones y el enorme
indice inflacionario. Las oficinas publicas
nacionales de control fiscal han estimado una
inflacion del 70% desde octubre de 1994 a
octubre de 1995. La inflacion se debe a la
devaluacion del bolivar ante el dolar. La
inconstanciadelosvaoresdecambioy laescasez
dedolares no permite adquirir equipos, reactivos
y otros productos necesarios para el desarrolloy
mantenimiento de los niveles de produccion
cientifica de nuestros centros de investigacion.

Por ello, para garantizar un mejor futuro de las
investigacionesliquenol égicasen Venezuela, es
necesario fortalecer nuestros proyectos con el
apoyo directo de instituciones extranjeras,
mediante programas de intercambios.
Actuamente, € ProgramadelasNacionesUnidas
para el Desarrollo (PNUD) apoya las
investigaciones en el estado Amazonas. Algunas
instituciones alemanas, como la universidad de
Hamburgo se han mostrado interesadas en asistir
estas investigaciones con programas de
intercambios através dela Deutscher Akademi-
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scher Austauschdienst (DAAD).

Depoder concretarse muchas de las expectativas
de apoyo internacional, los estudios de los
liquenes por ME en Venezuela podrian ofrecer
experiencias y logros que contribuirian con €
mejor conocimiento de la biodiversidad Neo-
tropical. Asi mismo darialaoportunidad parala
formacion de investigadores y estudiantes en €
manejo de estatécnicay en lapropiadisciplina
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