La formacién del micropicnidio de Gryblidiella
elevata (Pers.) Rehm

por

M. I. de URRIES (1)

En mis herborizaciones por los Pirineos he encontrado repeti-
das veces sobre ramas de Buaus sempervirens L., por lo coman
mdis o menos secas, este Discomiceto. Los ejemplares utilizados en
este estudio proceden de: Rodellar, al pie de la Sierra de Guara
(Huesca) y Villanova (Valle de Benasque). Ademas de estas loca-
lidades, he encontrado el mismo hongo en Panticosa (Huesca) y
Carrascal (Navarra).

Las fructificaciones del hongo en cuestién tienen las siguien-
tes caracteristicas:

Apotecios de 2-3 mm. de largo por 1-2 mm. de ancho, que ‘pri-
mero estdn inmergidos bajo el peridermio y asentados sobre el
iefio; pero luego se hacen erumpentes y, al desprenderse aquél,
resultan en apariencia superficiales; negros, alargados, rectos g
algo flexuosos, esparcidos y ain confluentes, con margen abultas
do. Estando secos, tienen aspecto de histerotecios abiertos por
una grieta longitudinal : cuando estan humedecidos, en cambio, Ia
abertura se hace mas amplia, eliptica, pero nunca llega a ser circu;
lar. Excipulo coridceo, de estructura parenquimdtica, provisto de
una corteza negra mis o menos carbonosa. Ascas claviformes, re-
dondeadas en el 4pice, de unas 200 x 12-16 p, octosporicas. Espo-
ras monosticas, elipticas o més frecuentemente ovoideas, bicelula-
tes, de color pardo oscuro cuando estin completamente maduras,

(1) Laboratorio de Micologia del Jardin Botdnico de Madrid.
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bastante contraidas a nivel del tabique, generalmente con una gota
grande oleaginosa en cada célula, de 22-28 x 12-13 . Parafisos ra-
mificados, tabicados, mis o menos ensanchados y coloreados en el
apice, formando un epitecio oscuro.

Estos caracteres convienen con los de Tryblidiella elevaia.

Colocada esta especie primeramente entre los Histeriiceos,
Rehm la pas6 a los Dermataceos. Nannfeldt ve en las ascas crasi-
tunicadas, esporas grandes y pardas, parafisos cartilaginosos y
réaccién positiva al yodo, las caracteristicas de un tipico Lecano-
ral. Segiin el mismo autor, el género Tryblidiellg estid proximo a
Karschia (= Buellia).

Cultivé esta especie en agar-extracto de malta, asi como en
agar-patata, agar-zanahoria y en trozos de zanahoria. El cultivo
se hizo en Erlenmeyer de 500 cm® cerrados con celofana, y se man-
tuvieron en el laboratorio con temperatura muy variable y a la luz
del dia.

Germinacion :

Las esporas oscuras germinaron en todos los medios ensaya-
dos. La hinchazdén tuvo lugar a las pocas horas (20°), y general-
mente €n una de las células antes que en la otra. A las veinticua-
tro horas ya tenian un tubo germinativo de tamafio mayor que el
de la espora. En el caso mas frecuente, una de las células, la supe-
rior o la inferior, indistintamente, germind antes que la otra, que
muchas veces no lo hizo nunca ; en estos casos, la célula germina-
da destaca por su mayor tamafio. La dehiscencia suele ser lateral,
especialmente en la célula superior.

La capacidad germinativa de los ejemplares guardados en el
laboratorio se conserva aun al cabo de dos afios, si bien el por-
centaje de esporas germinadas en los ensayos es entonces menor
que al principio.

Los tubos germinativos no tienen geotropismo alguno. La ex-
periencia la dispuse asi: En cubetas con ranuras, de las usadas en
Histologia, coloqué en posicién vertical unos portas que llevaban
en el centro sendas gotas de agar nutritivo, en el que previamente
habia sembrado una suspensién de esporas; para mantener la hu-
medad dentro de las cubetas cerradas, coloqué en su fondo un pa-
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pel de filtro hitmedo. Puestas las esporas en estas condiciones, sis’
tubos germinativos se orientaron en todas direcciones.

Experiencias de regeneracidn:

Con ayuda de mi micromanipulador he lievado a cabo algunas
experiencias de diseccién del tubo germinativo a mayor .0 menor
distancia- de la espora, para averiguar. como. se comportaba en-la:
regeneracion. : o :

Fig. 1.—a: Regeneraci6n en los extremos seccionados..—4: Pri-
meros esbozos de picnidios.—¢: Clamidosporas.

En estas disecciones empleé una aguja que, en vez de tener el
extremo plano, como las que utilizo en los aislamientos, lo tiene
con un borde cortante.

En ningin caso, y bajo ninguna condicién, han revelado pola-
ridad alguna las hifas seccionadas. El trozo terminal de la hifa
sigue creciendo por el ipice y regenera una nueva hifa a nivel del
extremo seccionado. Los trozos intermedios producen sendas hi-
fas de regeneracion en los extremos. Estas hifas de regeneracion,
" como se puede apreciar en la figura 1.2, se producen precisamen-
te a partir-de un tabique transversal, y corren en un principio alo-
jadas dentro de una especie de vaina constituida por las paredes
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laterales de la célula, que, como consecuencia de la diseccidn, ha
muerto. Ademds de estas hifas terminales se originan otras late
rales.

El micelio:

Las colonias crecieron bastante rapidamente, sin que en esto’
hubiera diferencias en los distintos medios: experimentados. Sus’
caractéristicas fueron las siguientes:
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Fig. 2.—Picnidio joven: formacién de !a cavidad.

En trozos de zanahoria: un abundante micelio aéreo algodo-
noso, primero blanco, luego grisaceo, cubridé pronto la superficie.
El micelio interno era pardo, y también tomé un color pardo os-
curo el substrato. '

 En agar-zanahoria y agar-extracto de malta: Muy escaso el mi-
celio aéreo, de color pardo ocraceo, dependiendo su desarrollo ma-
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yor o menor, en cierta medida, de las condiciones de humedad. EI
estrato superficial estd formado por un fieltro denso, pardo oscu-
ro, que determina una ligera elevacién del centro de la colonia.
El estrato interno esta muy desarrollado, con caracteristicas ana-
logas al anterior, y formando como éste hifas pardas, relativa-
mente gruesas, muy oscuras. El substrato estid ennegrecido y lle-
ga a tener con el tiempo aspecto piceo. Sobre la superficie ‘del mi-
_celio se forman gotas amarillentas.

Fig.. 3.—Picnidio poco antes de su apertura.

En agar-patata: Las colonias presentan analogas caracteristi-
cas que en los dos medios altimamente citados, con la excepcidn
de colorearse aqui muy poco el substrato.

Abundantes clamidosporas aparecen en todos los cultivos
viejos.
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La fructificacion:

De algunas especies del género se han ocupado, mis o menos
recientemente, Shear (1933) y Voorhes (1939). Estos dos autores,
en cultivos monosporicos, obtuvieron macropicnidios de tipo Di-
plodia, junto con micropicnidios analogos a los obtenidos por mi.

La dnica fructificacién aparecida en mis cultivos, alguno hasta
de dos afios de edad, ha sido la micropicnidica, que a continuacién
detallaré. Estos picnidios se formaron, sin excepcion, en todos los
medios ensayados, a los 12-15 dias de edad.

En las tentativas hechas por lograr la fructificacion ascofora
en los cultivos, utilicé también los medios que en el caso de L. Ca-
vanillesii (1) me dieron resultados positivos, pero no consegui mi
objeto.

La presencia de una colonia de Actinomyces en la misma pla-
ca sélo determind en este caso la inhibicién del desarrollo del hon-
go, sin afectar a la fructificacién del mismo. Los picnidios, tnica
fructificacién aparecida, estaban esparcidos por toda la colonia.

No hubo diferencias entre colonias polispéricas, monospéricas
y aun las obtenidas a partir de un segmento de hifa monosporica.

Desarrollo del picnidio :

En la descripcién del proceso cabe distinguir cuatro fases:
primeros estados, estado de esclerocio, formaciéon de la cavidad,
constitucién del himenio.

Primeros estados: Los picnidios se inician por segmentacion
de un artejo hifal, segun direcciones aproximadamente perpen-
diculares en el espacio. Las células periféricas de este primer es-
bozo crecen a veces en forma de hifas, lo que hace aparecer al con-
junto como formado por la aglomeracién de hifas de diversa pro-
ctdencia, cuando en realidad esas no «concurren» a formar la fruc-
tificacion, sino que «parten» de ella (fig. 1, b).

Estado de esclerocio: En esta fase del desarrollo ya se dife-
ferencian dos regiones: la corteza, formada por células que se

(1) J. pe Urrixs, M.—Estudio citolégico y experimental de Lepta.s‘plz'aeria cava~
aiillesii. Anales del Jardin Botdnico. Madrid, VI, 1945. '



ANALES DEL JARDIN BOTANICO DE MADRID 101

tifien débilmente y aparecen dispuestas en series méis o menos con-
céntricas, y la regiéon medular, en la que €l parénquima consta
de elementos algo menores y muy avidos de los colorantes proto-
plasmicos.

Formacién de la cavidad: Esta se origind por un proceso mix-
to de disgregacidn de las células y gelificacidon de las mismas, lo
que determina la formacién de lagunas que acaban por fundirse
en una sola (fig. 2).

Fig. 4.—Detalle de la pared del picnidio.

Apariciéon del himenio: Una vez formada la cavidad, las célu-
las parietales que la limitan se alargan en sentido centripeto, y
constituyen de ese modo los conidiéforos. Al mismo tiempo inicia
la formacién del ostiolo un acimulo microcelular, resultante de
una rapida division de las células de cierta regién parjetal; estas
células asi formadas provocan a su nivel un pequefio desplaza-
miento de las capas externas de la corteza, lo que determina una
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elevacion papilar del conjunto, Por disolucion posterior de las
células situadas en el interior de esta papila, se fragua la cavidad
ostiolar.

Descripcidn del picnidio maduro :

Los picnidios son globosos 0 mas o menos piriformes, ne-
gros, de 200-250 p didm. En su pared, que en conjunto es corid-
ceo-carbonosa, pueden distinguirse:

a) Una corteza negra formada por células sin contenido pro-
toplasmico, de membrana fuertemente engrosada, espe¢cialmente
en la regién proxima al ostiolo.

b) Un estrato interno, con células hialinas que se tifien in-
tensamente por los colorantes; de estas células, las limitantes de
la cavidad emiten prolongaciones generalmente sencillas, en cuyo
extremo adelgazado se forman los microconidios, de los que, a ve-
ces, aparecen dos o tres en ordenacion arrosariada.

Tales microconidios son globosos, hialinos, sin membrana apa-
rente, de 1,5-2,6 pu diam.; tefiidos con azul lictico muestran una
mancha central més clara, que no llega a definirse como gota.
Los microconidios se acumulan en los picnidios maduros sobre el
ostiolo, formande una gota viscosa.



