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RESL MEN

smwie 2 proceso de morfogénesis de los cuerpos reproductivos genera
miemacon mportante V detallada para una circunscripeion adecuada de las especies.
B s=mer ~hraria fue descrito por Persoon en 1794 e incluye especies de
moowmoztos gue forman esporocarpos estipitados, con un  peridio parcialmente
svanescemie gue puede formar un caliculo y/o una red peridial con nodos irregulares
somms 0w cuzles se presentan granulos de oxalato célcico. En la actualidad se reconocen
wroomadiamente 30 especies, la mayoria de ellas se desarrollan en bosques de zonas

emmisses. sobre madera de coniferas en diversos estados de degradacion. Es un grupo
=v w2 surgido una amplia problematica en la separacion de las especies, ya que solo
w e estudiado tres taxa, por lo tanto alin se desconocen fases de su desarrollo. Por

=lo. = ooetnvo del presente trabajo es caracterizar y comparar la morfogénesis de cinco

sspeces Jelogénero Cribraria en cultivos en camara huameda y analizar a nivel
ssrwctorz! la presencia o cambios de almidones, proteinas, lipidos y polisacéridos de
wme sspecie a través de cortes incluidos en resina de las distintas fases de su desarrollo.

N
‘F

'3 camaras humedas que se montaron se obtuvieron seis especies de Cribrias v
somzsponden a: Cribraria cancellata, C. lepida, C. microcarpa, C. violacea, Cribraria
S, o vulgaris, para esta ultima solo se encontraron esporocarpos maduros, para
a= cras cinco especies el desarrollo morfogenético consistio en: a) concentracion de la
mez Zel protoplasma en primordios; b) elevacion de la masa del protoplasmica por la

r=zcion del estipite: ¢) alargamiento del estipite; d) migracion de granulos para la

~mzcion de caliculo con red peridial, solo red o costillas radiales. La fases vegetativas
w00 s¢ observaron para C. cancellata, el plasmodio es reticulado y con corrientes
srocoplasmaticas bidireccionales, esta fase no fue observada para el resto de las
i las observaciones realizadas para Cribraria sp. en cortes finos, no se encontraron
svidencias de almidones. Los lipidos se observaron en las primeras etapas de su
Zesarrollo alrededor de la membrana y en los esporocarpos semimaduros en el estipite.
_zs proteinas se observaron desde los primordios hasta los esporocarpos maduros. Los

‘isacaridos insolubles se observaron en el interior del primordio, pero su presencia fue

ma» or durante la formacion de las esporas.
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INTRODUCCION

Ls mmoLomicetos son organismos holozoicos cuyo complejo ciclo de vida va de esporas
& cowies zmebotlageladas, seguido por la formacion de plasmodios y éstos por la
Swmmsciom Se cuerpos reproductivos, en donde nuevamente se forman las esporas. Sus
Smses somaticas son masas protoplasmicas multinucleadas. frecuentemente reticuladas
e s mocven activamente. Su modo holozoico de nutricién y su movilidad los
memenas 2 0s animales. pero sus estructuras reproductivas y sus meiosporas son
semiarss 2 0s de los hongos. Esta combinacion de caracteristicas ha dificultado el

smemcmenio de sus relaciones con otros grupos de organismos, lo cual los ha hecho

memssamnss parz estudios evolutivos y sistematicos (Collins 1987).

& wmmstormacion morfologica del plasmodio para originar los cuerpos reproductivos,
e e comsiderado como uno de los procesos biologicos mas intrigantes y poco
Sompeemiidos (Gray b Alexopoulos 1968). En ese sentido, el estudio del desarrollo y
WerTmsmess Oe diversas estructuras genera informacion importante que podria ayudar
& msgemcer oreguntas sobre las relaciones filogenéticas entre grupos de organismos
Wlmes 9=5 0z dar evidencias més solidas sobre la circunscripcién de los diferentes
gmpes womomicos (Mishler v De Luna 1991),

SEsmwcies 1969 sugirio que la taxonomia descriptiva de los mixomicetos debe de
W Sommemeniada con evidencias experimentales y menciond que en este grupo se
Sehe Zar maoc eniasis a los tipos de plasmodios y al desarrollo de los cuerpos
WSt os 2 gue actualmente, estos caracteres son de importancia fundamental en
W csfomoon Asi la secuencia de desarrollo de los esporocarpos ha conducido a la
sSmemoow 2o orden Stemonitales en una subclase diferente, la Stemonitomicetidae
s "5

S smmie 22z mortogenesis de los cuerpos reproductivos de diversas especies de
mmmesmos s na facilitado con la utilizacion de la téenica de espora a espora en
mestios sem-deTinidos (Keller v Eliasson 1992), pero en muchas especies, su analisis se
B lewamdc @ czoo en cultivo en cdmara humeda (Goodwin 1961, Welden 1955), siendo
= meecamenic relevante en aquellas especies que no pueden cultivarse bajo

Smmiouemes mas controladas (Lado y cols. 1999).




“w = cz=o particular del género Cribraria. no se ha logrado establecer el cultivo en

medos semi-definidos de ninguna especie (Keller 1996), lo que ha limitado la

Sesomoo oo de sus ciclos de vida y procesos de morfogénesis de los esporocarpos. [a
mioemacon exisiente en este género se ha obtenido a partir de cultivos en camara
etz Lado y cols. 1999) y hasta ahora no existen suficientes datos que permitan
somperes ¢! desarrollo entre diferentes especies y/o grupos de especies, y determinar si
= mmaoss de este proceso genera informacion sobre caracteres adicionales
womormczmente atiles en la circunscripeion de las especies (Rodriguez-Palma 2003).
S zmizniorn. los objetivos del presente trabajo son caracterizar la morfogénesis de
e sspecies de Cribraria, asi como de aportar informacion histoquimica y estructural
sz cories finos de inclusiones en resinas.

[§]




Z ANTECEDENTES

=0 L decacion filogenética y clasificacion de los mixomicetos

“ow mewormicetos al igual que los hongos, fueron incluidos originalmente en el reino
Fanse  Marun 1949, 1960, Martin y Alexopoulos 1969, Alexopoulos 1973), pero se
& e mzaconado ambién con los protozoarios, incluyéndolos en el reino Animalia
S 500 Olive 1970). Whittaker (1969) los consideré en el reino Fungi. en tanto
Whwmeis 1974 v Whittaker y Margulis (1978) los incluyeron en el reino Protista,
ez gue Cavalier-Smith (1981) los agrupé en el reino Protozoa. Leedale (1974).

T S5 meTe. prOopuUsO gue estos organismos deberian de constituir su propio reino.

CWme ST considero que los mixomicetos conforman un grupo monofilético junto
S peesncdos o dictiostélidos, por presentar fases ameboides con pseuddpodos

Sl o omesias mitocondriales tubulares. No obstante, pocos estudios han abordado la

amcscen Je los minomicetos desde un punto de vista cladistico.

S Coos (1993 utilizaron secuencias de las sub-unidades pequeiias de ADN
Swsemms. perz conocer las relaciones  filogenéticas entre los tres grupos de

Smescecaros (minomicetos. protostélidos y dictiostélidos). Para ello, utilizaron

Swme wmaimoes wonomicas de interés a Physarum  polycephalum, Protostelium
e+ CDeonvostelium discoideum. Sus resultados sefialan que los tres grupos de
sEiie Soemar =n grupo monofilético.

Wi« Dewomie (1997) realizaron un estudio filogenético utilizando secuencias de
S mhesoma 2 como de las proteinas actina, B-tubulina y el factor de elongacion 1a

8 e wamos orzanismos. Sus resultados indican que los Micetozoa forman un

g mewmescToo L osugieren que éstos son el grupo hermano del clado
m—-amanekes (Figura 1)

Wesalies o o Sesermollo de las fases reproductoras y el tipo de plasmodio, autores como
M  FTE L Fam 11976) v Martin v cols. (1983) reconocieron tres subclases de
e Corzniomicetidae. Mixogastromicetidae y  Stemonitomicetidae, y o seis
Wmemes.  (omoomnales. Liceales,  Physarales, Echinosteliales, Trichiales y

(9]




Wememnzes. o primero perteneciente a la subclase Ceratiomicetidae, el altimo a la
Scime Simmoetomicetidae y los restantes a la subclase Mixogastromicetidae (Martin

o PG

W msmens. = osunclase Ceratiomicetidae es distinta de las otras dos subclases de
WESGemcEmos. Do 2 gue sus esporas se producen sobre los cuerpos reproductivos, es
s fe mamerz onogena v no de forma endogena como sucede en Mixogastromicetidae
o SeEmemnoe cetize. Ademas. su ciclo de vida difiere en aspectos importantes como la
MemCE fe o miento protoplasmatico reversible en los plasmodios, caracteristico de

W sspeces endosporicas. v la presencia durante la germinacion de las esporas de

W e coe cuatro nucleos que forma una fase alargada denominada “filamento”.
W s oesemz en las especies endosporicas, por lo que Olive y Stoianovitch (1972)
o Wwe 575 Loiaron a Ceratiomyxa dentro de los protostélidos. El arreglo

Simessmcrs. e zparzio basal del flagelo de este género difiere del encontrado en los
RS Gmmemes Zo mowomicetos. v es més parecido al de algunos protostélidos, lo que
s sepmezaooo Se Ceratiomixales del resto de los mixomicetos y su ubicacion en

e Poasacidz (Spiegel 1990).

SweeDemme o Cos (2003) examinaron las relaciones filogenéticas entre los cinco
e &= mowomacetos reconocidos por Olive (1975: Echinosteliales. Liceales,
Temaes. Mrsarzes . Stemonitales). a través de caracteres moleculares como las sub-
s comms 320 ARN ribosomal y el factor de elongacién 1-a. Los analisis

SemEwmmies . seperados demostraron que los mixomicetos se dividen en tres grupos.

W Sl sesan mezrzdo por los Echinosteliales, que tiene esporas ligeramente
e o e pegmentadas. Un segundo grupo consistente de Liceales y Trichiales,
S Smoemmios por poseer esporas pigmentadas pero de colores palidos; y un tercer

e Gemmadc oor Phvsarzles v Stemonitales, ambos con esporas de color oscuro

W<z . oos (2003) realizaron un andlisis cladistico basado en caracteres
W ez sonocer [z posicion filogenética de la familia Cribrariaceae, incluida

S merioscoss ademas. usaron dos especies de dictiostélidos como grupo

SRR S oses moseoados obtuvieron cinco clados. El primero incluyé dos subclados.




@ gue correspondio con los Physarales y el otro que incluyd a Licea variabilis
cwsmies o Calomyxa metallica (Trichiales). El segundo clado comprendid a la familia
~miwmraccze  zlgunos miembros de los Trichiales. El tercer clado estuvo constituido
les v los Echinosteliales. El cuarto se formé con los miembros de la
S setculaniaceae y el quinto comprendié a los de la familia Liceaceae. Estos
WSimies sogeren que los Liceales son un grupo polifilético y que el grupo hermano

e mormmaocze podria ser el orden Trichiales,
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22 ) sexere Cribraria

& mmes ocrarmaincluyve especies de mixomicetos que forman  esporocarpos
SSpmies. zemerzimente de forma globosa, con un peridio parcialmente evanescente
e peesie Sevar tesios en la base en forma de un caliculo y en el resto costillas radiales
s =D osemZizl con onodos irregulares. Las esporas son generalmente verrucosas.
s pmumEs SSDECISS presentan esporas con ornamentacion en forma de reticulos. No
Siwe cemiioe = pseudocapilicio y entre las esporas y sobre la superficie de la red
e e orssemtzn zranulos de oxalato céleico que frecuentemente son denominados

SRR s Sonidimos (Martin y Alexopoulos 1969, Nannenga-Bremekamp 1991).

e Cdbiasic. conforma la familia Cribrariaceae del orden Liceales. Desde su

B gsme fae descro por Persoon en 1794 (Martin y Alexopoulos 1969) y junto con el

Smmesermocn orznzl se han descrito una gran cantidad de especies, pero en la
Sl s mzoomocen aproximadamente 50 (Lado 2001), incluyendo aquéllas
esssmies come perienecientes  al  género  Dictydium  por  diversos  autores
Sedeses (Mzmin v Alexopoulos 1969, Farr 1976, Martin y cols. 1983, Keller y
W WS Ls sz de las especies se desarrollan en bosques de zonas templadas,
W mdems Se comiteras en diversos estados de degradacion (Martin y Alexopoulos
OB e smsaene. wmas cuantas son folicolas y recientemente se han descrito un par de
W e s gesarolizn sobre restos de cactdceas en zonas aridas (Lado y cols. 1999,

T s ool 2001 ).

W Seopewos . Szenz (1975) como Eliasson (1977) han sefialado que la
e S pomess (mhraria es muy problematica y requiere de una revision critica.
-wx SOW mocas especies estan bien definidas y el resto son altamente variables.
W e s cwscieres de muchas especies se traslapan. No obstante, se siguen
T s sspecies basadas solamente en unos cuantos especimenes y sin una
@R f= @ vzmacion morfologica intraespecifica que puedan mostrar (Zhou y
UL W Seme o cols 1993) Esta situacion se complica por el hecho de que todos
Jers e <o cultivo en laboratorio han fallado (Collins, 1979). logrando
T & ommemcion de plasmodios (MeManus 1966) o zigotos (Lado y cols.

W mme e oo imposible el estudio de la estabilidad de los caracteres




moroiozicos de los esporocarpos y de la validacion de los caracteres usados en la

semaracion de las especies.

~= Estudios sobre la morfogénesis de mixomicetos en cimaras hiimedas

Soss  1960) estudio el desarrollo esporangial de Lamproderma arcyrionema. En su
e Sescribio para esta especie plasmodios de color blanco lechoso como pequenos
swcves cubriendo el sustrato. Una hora después observd monticulos amorfos que
sesemormente formaron primordios esporangiales de forma esférica. Dos horas después
= wemeordio se elevo por arriba del sustrato sobre un estipite, el cual se alargo y
mwmioo en el apice. Los primeros cuerpos reproductivos inmaduros se encontraron
Sesmaes 2z osiete horas. Posterior a las ocho horas, se observaron cambios en la
Swrmmeon de los cuerpos reproductivos, mismos que fueron de un rosa palido a un

s ascuro Vv de éste a un rojizo marrén.

Cmsiwem (1961 describié el desarrollo de tres especies del género Comatricha
S warecna nigra. C. fimbriata 'y C. elegans) en cultivos de camara humeda y
ammemmco como sustrato cortezas de Ulmus americana. Observd que en las tres
e = mopotzlo se forma por debajo de la masa protoplasmica. También observo la
Swmmscow 22l estipite. el cual conforme se alarga muestra estriaciones hacia el apice.

g ez formacion del estipite se origina la columela y el capilicio por medio de

wesmsomes miraplasmaticas del esporocarpo. Simultaneamente se forma el peridio y
mssn = czodlicio madura, el protoplasma se divide para dar origen a las futuras
E -3

W 970 semalo que existen dos tipos de desarrollo de los esporocarpos, el

Wemserece ¢l estemonitoide, argumento que utilizé para separar a los Stemonitales
B e fe = subclase Mixogastromicetidae. En el tipo mixogastroide (subhipotélico).
W8 st Fozura 3a) forma un hipotalo supraplasmodial (Figura 3b). El plasmodio
& "oz monticulos, cada monticulo se alarga en una estructura columnar
“o. “ormando el estipite por donde migra todo el protoplasma hacia el apice
zoice se expande y el estipite se constrifie (Figura 3e). Se forma el

@= sporas. en tanto la capa peridial queda continua con el estipite v el

il




g == desarrollo mixogastroide o subhipotalico. Plasmodio (a), hipotalo

WRRssmecE 01 tormacion de monticulos columnares (¢), formacion de estipite y

o e plasma (d). expansion de dpice y constriccion de estipite (e).
W Lo osporas v capilicio (f) capa peridial continua con estipite e hipotalo

ar estemonitoide (epihipotalico), el plasmodio (Figura 4a) forma el
2 we & sustrato (Figura 4b) y se concentra en una o més masas casi esféricas.

W W smpeezae = Sepositar un estipite en el hipotalo (Figura 4c). El estipite se

SRS & marzer b < protoplasma empieza a migrar de forma lenta y continua hacia
m s =2+ <. El protoplasma rodea la punta del estipite y secreta una pared
s girz =7 En el interior del protoplasma se forman los filamentos del
e g ¢ ©xfenden de la columela hacia la superficie; finalmente se forman y
TR - porzs (Ross 1973).

9




S & 7w 4 cesarrollo estemonitoide o epihipotélico. Plasmodio (a). formacion de

= oL = = sustrato (b). depositacion de estipite (c). alargamiento de estipite
0 meeweow a2 orotoplasma (e), el protoplasma forma una pared: formacion de
S =spwrzs () (tomado de Ross 1973).

AT == 11976) estudiaron el desarrollo de los cuerpos reproductivos de
e sewees 5= mivomicetos. Licea scyphoides, Clastoderma  debaryanum
M s —oeme o Las dos primeras presentaron el tipo de desarrollo subhipotalico.
s sse = oz 1o wvo de tipo epihipotalico. En L. seyphoides, el plasmodio
s -ho horas para dar origen a los cuerpos reproductores. Para c
. = ~izsmodio aparece sobre el sustrato como pequefias gotitas, cada
W T L s = <milar a los de L. scyphoides pero en este caso son esféricos o
T & = tolican con la produccion de grupos de dos a cinco plasmodios. El
e G ~iasmodio es altamente granular y cada plasmodio da origen a un solo
s mwdscn e S0 L cormea se observaron afanoplasmodios después de casi siete
W B memer o= < camaras humedas: los plasmodios migraron hacia el papel
- ¢ oo rapidamente formando un reticulo con venas, las cuales no

S e Sifemencscas pero muestran corrientes protoplasmicas reversibles.
10




“aampal v Sood (1981) describieron el desarrollo de Echinostelium cribrarioides en
wmezs humedas. Observaron que el protoplasmodio aparece sobre el sustrato como
sz zelatinosas y cada plasmodio produce un solo cuerpo reproductivo. El desarrollo
wowranzial en esta especie es similar al de Clastoderma minutum 'y C. debaryanun. El
wemerdio es transparente y granular, y se eleva gradualmente sobre el estipite. Este
W zparece inicialmente en el primordio como un érea triangular el cual se alarga
Sesamdo al primordio en el dpice del estipite. El tipo de desarrollo de esta especie se

et como subhipotélico.
& Tsrudios sobre la morfogénesis del género Cribraria

Wames (1964) observo los plasmodios de Cribraria violacea en cultivos en camaras

los cuales son microscopicos y producen un solo esporangio sobre cada

|

sasmedo. Aunque estos plasmodios se asemejan a los protoplasmodios, difieren de
e sergue producen una red de venas con corrientes protoplasmicas. Esta autora
e también el desarrollo morfogenético de los esporocarpos de esta especie.
eswamco que la masa protoplasmica espordgena se encuentra en el apice del estipite y
e su coloracion de negro a blanco lechoso y posteriormente se obscurece

mssimenic a color rosado y finalmente al color violeta caracteristico de las

Emcafcaciones maduras.

W | 1966) transfirio plasmodios de Cribraria violacea previamente obtenidos en
_atwes 2 camara himeda a cultivos en agar. Observo que los plasmodios més jovenes
% somporzn cOmo una gran ameba y presentan una gran vacuola contractil. Los
semeos de esta especie tienen movimientos caracteristicos no observados en ningun
e aoe Ze plasmodio, ya que no hay los movimientos intermitentes y azarosos
mmecescos de los protoplasmodios, sino que se observan corrientes ritmicas que a

Wesemez 22 los faneroplasmodios solo son unidireccionales.




Sammer za-Bremekamp (1991) ilustro el proceso de morfogénesis de los esporocarpos
e =~raria aurantiaca. El plasmodio agregado se fragmenta en pequefas porciones
ez 5a). [stas se agregan formando grupos de primordios esféricos (Figura 5b). en
s wue sosteriormente se inicia la formacion del hipotalo y el estipite (Figura 5¢). El
wsimee comienza a alargarse llevando en su dpice una masa globular protoplasmica
ez 5d). Finalmente, el estipite alcanza su longitud final y los nodos y el caliculo se
Wiememcan completamente (Figura Se). Nannenga-Bremekamp (1991) sefialo que el

e o de esta especie es de tipo mixogastroide.
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S © Proceso de morfogénesis de Cribraria aurantiaca. Plasmodio agregado vy
Smssmetscc 20 formacion de primordios y cuatro ampliaciones de ellos (b), formacion
& seemsc o+ estipite (¢). alargamiento de estipite (d), esporocarpo maduro () (tomado

B Semmemez-Bremekamp 1991).




e+ Rzid (1996) mencionaron que el plasmodio de Cribraria argillacea emerge
s~ como una masa gelatinosa que se fragmenta en burbujas redondeadas de
© == de diametro, y se encuentran rodeadas por una membrana simple. Sefialaron
» ma=rizl gque conforma la pared es llevado a la periferia por vacuolas y que
= neridio se engrosa llegan a hacerse aparentes unos cuerpos redondeados en
e fweie origen a los granulos dictidinos caracteristicos del cuerpo reproductivo
205 autores afirmaron que los granulos no se originan en el peridio, si no que
~< por vacuolas que se acumulan ahi, o a partir de estructuras encerradas en

‘w27 v Reid 1996). Conforme los granulos se desarrollan, material adicional

- —

o 2 partir del colapsamiento de algunas vacuolas, de tal forma que aparece el
s zuros de granulos ligados por costillas. Una vez que el peridio se forma, el
sw=e se agranda hasta 0.5-1.0 mm de diametro. Proponen que el proceso de
s d2l peridio lo vuelve impermeable, deteniendo la evaporacion superficial
Sz que el esporocarpo inmerso en agua se hincha. El estiramiento de las
« superiores del peridio lo rompe entre las costillas, dando origen a la red
~w caracieristica del género. La segmentacién de las esporas ocurre entonces y
sz se vuelve ocre. El secado subsecuente permite la liberacion de las esporas

B o= intersticios de la red.

© oo 11999) describieron detalladamente el desarrollo morfogenético de
swmarispora en cultivo en camaras humedas. El proceso inicia con la
2 olzsmodios maduros sobre el sustrato formando manchas protoplasmicas
2= color parpura negruzco. Observaron que el protoplasma se encuentra
ser wmz capa exterior y contiene granulos dictidinos purpuras homogéneamente
« zue le dan el color al plasmodio. Los plasmodios se concentran formando

Semsicricas que posteriormente llegan a ser esféricas.

= “zses tempranas de desarrollo una membrana hialina cubre la superficie de
scwos iovenes. El hipotalo y el estipite empiezan a diferenciarse en la parte
| estipite se esta formando, la masa del protoplasma globular disminuye
en volumen y llega a ser mas palida. Cuando el estipite termina su
observa alin una capa exterior que delimita el contenido de la
Zestribucion de los granulos dictidinos en el interior de la esporoteca es

mes. mero menos densa que en el plasmodio maduro. Una vez que el estipite se
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@i la esporoteca comienza su maduracion. Los granulos comienzan a emigrar

s @ perieria. concentrandose en la base v en areas aisladas dentro de la capa
merz dar origen al caliculo y a fragmentos peridiales. La formacion de las
commenza con la diferenciacion de pequeias vesiculas que generalmente tienen
wsma zranular v una gota hialina de apariencia lipidica. La masa de esporas s¢
woe comorme madura hasta llegar al caracteristico color violeta de las esporas de

cw cor su cingulo mas pélido. Cuando la morfogénesis ha finalizado, el peridio

o wolo en el caliculo y como fragmentos aislados sobre la superficie (Lado y

wememente. Estrada-Torres y cols. (2002) realizaron un estudio sobre la
=w= 2= los esporocarpos de un taxa encontrado sobre Agave salmiana.
eme wdentificado como Cribraria aft. fragilis, de la cual se distinguia por la
2= o cabiculo discoidal en lugar del tipico caliculo profundo descrito
ez == ( ribraria fragilis (Estrada-Torres y cols. 2001). Estos dos taxa., junto
“messroowrs son atipicos por la ausencia de una red peridial en la esporoteca. En
o0 se obsenvaron protoplasmodios ameboides no reticulados y con
ps scmnos. o cual no logré percibirse en C. zonatispora. En ambas especies,
v == 22 moo minogastroide. El proceso de diferenciacion de los esporocarpos
swmmenes 21apas: 1) concentracion de la masa protoplasmica del plasmodio:
= 2= esupite: i) concentracion del protoplasma violeta en la parte
g =sapis o) migracion de los granulos protoplasmicos hacia la periferia de
=» Swrmamco el caliculo en la base y nodos aislados sobre la superficie de la
Swmmmoow Ze las esporas v ovi) fragmentacion del peridio. En ninguno de los

s 2wadenciar conexiones entre los nodos con el caliculo.

s oo proceso de desarrollo de los esporocarpos esta mejor estudiado
e carmoteristicas como el color y el tamafo pequeio de  los
miemae 2= res poseen plasmodios microscopicos de color violeta que
s ssporocarpo. a diferencia de otras especies del género, en las cuales
@ee = pzsmodio puede originar multiples esporocarpos (Nannenga-

N M desh » Reid 1996).



- & =sce<z informacion conocida hasta ahora sobre el desarrollo de los esporocarpos de
e =oecies de Cribraria parece indicar que el proceso general es muy similar, aunque
= === de Cribraria violacea se ha descrito un plasmodio con venaciones reticuladas
e Mizeos 1964, las esporotecas maduras estan constrefidas en el caliculo y presentan
meomes filamentosas entre los nodos (Lado vy cols. 1999). En el caso de Cribraria
e oora v C. aff. fragilis, la principal diferencia parece estar dada por el drea que
e o= nodos sobre la esporoteca (Estrada-Torres y cols. 2002). No obstante, falta
Sz mformacion para comparar el proceso morfogenético en las tres especies. ya
e 2o ziemplo. se desconocen los plasmodios de C. zonatispora. Asimismo, queda por
wewiner i Cribraria fragilis y el taxa recolectado sobre Agave salmiana son con-
smescos v solo representan variaciones extremas de la misma especie y si las
wwee—<ticas de los plasmodios y el desarrollo morfogenético de los cuerpos
smductnoos de estas especies de Cribraria son compartidas con otros taxones del

e oreguntas que solo serdn resueltas a través del cultivo en cdmaras humedas y el

i Setallado de su desarrollo morfogenético.

..F Fswdios quimicos en mixomicetos

Sues wormacion existe sobre la composicion quimica de plasmodios y estructuras
wewsdactvas en mixomicetos, ¥y mucho menos todavia sobre los cambios en
Smesmrmacion Vo composicion quimica de diferentes compuestos durante el proceso de
e eenesis de los cuerpos reproductivos, aunque indudablemente una gran cantidad

e comeonentes celulares y moleculares cambian durante este proceso.

Qe 966 citado en Gray y Alexopoulos 1968) notd que los contenidos de ARN.
0% oroteinas disminuyen cuando Physarum polycephalum crece sobre un medio
sz es norganicas. pero los niveles de ARN se mantenian cuando los cultivos eran

misdo< con niacina.

Jewim o+ Ward (1963a, 1963b citados en Gray y Alexopoulos 1968) encontraron
Wiememcozs en los perfiles de proteinas antes y después de que los plasmodios iniciaran
& secsso de esporulacion. Los perfiles proteinicos cambiaron aun antes de que hubiera

Semczs visibles de la morfogénesis. Particularmente, dichos autores reportaron hasta




WL Lo decremento de la actividad a-amilasa después del inicio de la esporulacion,

S 2 ser indetectable conforme los cambios morfologicos llegaron a ser evidentes.

Sk w cols. (1981) encontraron que los perfiles de proteinas de las fases ameboides

vasmodizles de Physarum polycephalum difieren tanto en composicion como en
Wmesmmsciones de componentes particulares. Asi, el 26% de las proteinas fueron
Seiczs 2 una fase o a la otra, en tanto se encontraron diferencias sustanciales en las
s e smiesis en algunas de las proteinas comunes a amebas y plasmodios, sugiriendo
W = 2 transicion ameba-plasmodio, los cambios morfologicos y fisiologicos son
Wsmmeacos por ajustes en las proporciones relativas de muchas proteinas comunes a

s fxsc< del ciclo de vida.

% cwmimos en la cantidad de polisacaridos y posiblemente en tipos de polisacarido
e ocurren durante la morfogénesis. Daniel (1964 citado en Gray y Alexopoulos
S smsen 0 que cuando Physarum polycephalum fue cultivado en la oscuridad, un
Wssesece tpo glucogeno era acumulado, pero cuando se transferia a un medio con
Wimesa < 2C0; e incubado por cinco dias en la oscuridad la cantidad de
Wssces disminuia en un 90%. Sin embargo, cuando el plasmodio fue iluminado
W Swmee moras. los polisacdridos volvieron a incrementarse de dos a tres veces.

S e omitio la niacina del medio, la sintesis de polisacdridos fue inhibida.

mesmemenie tanto las proteinas como los polisacaridos son utilizados para el

sssmeemto del plasmodio cuando éste es privado de nutrimentos e iluminacion. No
e Daemecl (1964 citado en Gray y Alexopoulos 1968) menciono que durante estos
SEESs os oosacaridos son usados preferentemente sobre las proteinas.

e« Rusch (1969 citados en Charvat y cols. 1973) aislaron particulas de
WS Se plasmodio de Physarum polycephalum y observaron una disminucion de
S S 2 formacion de los esclerocios, estructuras de resistencia que forma el

SRS crEedo es expuesto a condiciones adversas.
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© Rusch (1969 citados en Charvat v cols. 1973) indicaron que los granulos de
» disminuyen durante los periodos tempranos de formacion de los esclerocios
se=oe que la disminucion del glucogeno puede indicar que este recurso es usado

ez durante la conversion de estructuras de resistencia.

+ Hennev (1970) estudiaron las cubiertas mucilaginosas extracelulares de los
s de tres especies de Physarum, encontrando que estan formadas por
wemas. cuya fraccion de carbohidratos es un polimero de la galactosa.
sk v cols. (1970a) encontraron que los plasmodios de Physarum polycephalum
&= 2n un medio bajo en nutrimentos producen una gran cantidad de mucilago
sz durante el proceso de formacion de esclerocios. Este mucilago fue
2o quimicamente y se demostré que consiste de un polimero sulfatado de la
sz cue contiene trazas de ramnosa en una proporcion de estos azicares mayor de

© e zzlactosa por unidad de ramnosa.

msurzcza quimica de las paredes de las esporas ha sido un topico de gran
<2 A través de pruebas microquimicas, Boic (1925 citado en Gray y
oo 1968) y Goodwin (1961) concluyeron que el material base de la pared
== celulosa, aunque mas tarde Schuster (1964 citado en Gray y Alexopoulos
sefzlo que la cubierta esporal consiste de dos capas, una exterior delgada que
somtener quitina y una interior mds gruesa compuesta por celulosa. En un trabajo
emor. MoCormick y cols. (1970b) realizaron un analisis quimico detallado de las
surificadas de esclerocios y esporas de Physarum polvcephalum, encontrando

s estructuras estaban constituidas en mas del 80% por un raro polimero [1-4

sosamina como el nico carbohidrato presente, ademas de un 2% de proteinas.
o= =.8% en la pared de esclerocios y 1.4% en la de las esporas) y, en el caso de
s esporales, aproximadamente 15% de melanina. En este estudio, se descartd
swamente la presencia de quitina, quitosano o celulosa en las paredes de las
2z esta especie de Physarum, sugiriendo que la presencia de un polimero de la
=mina coloca a los mixomicetos como un grupo taxondémico unico (McCormick

. =70b). En un estudio quimico de las paredes purificadas de las esporas de
» weriica. Chapman y cols. (1983) confirmaron la presencia de un polimero de la
susamina como el principal carbohidrato constituyente de las cubiertas esporales de

womicetos. Estos autores estimaron en un 61.6% el contenido de galactosamina en
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&= 2 espora de Fuligo septica, con bajos contenidos de glucosa (0.12%) y
w2 6%, ademds de proteinas (12.0%), lipidos (16.7%), melanina (7.1%).
12,0 silice (0.36%), calcio (0.66%), azufre (0.08%), manganeso (0.08%) y
$.02%) (Chapman y cols. 1983).

cmrento de la composicion quimica de las estructuras reproductivas de los
seno= 25 aun poco conocida. Cihlar (1916 citado en Alexopoulos 1969) reporté
s e quitina en el capilicio de Stemonitis fusca 'y Wettstein (1921 citado en
« « “eopoulos 1968) encontrd celulosa en las membranas de Comatricha y
we L imch (1943 citado en Gray y Alexopoulos 1968) menciond que se han
srooidos tipo queratina en el capilicio de los mixomicetos, pero Locquin
JALE ciado en Gray y Alexopoulos 1968) sefiald que el capilicio de Hemitichia
‘= comstituido principalmente de quitina. Goodwin (1961) reporto la presencia
wa == =stipite v capilicio en tres especies de Comatricha utilizando pruebas
nero no encontrd evidencia alguna de este polimero en el peridio ni en
W = mmpoco de la presencia de quitina en alguna estructura del cuerpo
“smismo mostrd que en el capilicio, la celulosa se deposita de forma
@ moessemormente a que un esqueleto no celuldsico se ha formado, encontrando
smesas Sistoguimicas son positivas en las partes mds viejas de los filamentos.

= ¢n la parte periférica de la red.
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2 WM STIFICACION

e sseudios de cultivo y descripeion de la morfogénesis de los cuerpos reproductivos
e se—=mientas que generan informacion detallada y valiosa cuya utilidad como fuente
e swadencia taxondmica o filogenética ha sido completamente demostrada (Keller y
lwesoe 1992). permiten la evaluacion y reinterpretacion de los caracteres morfologicos
 spwrue informacion relevante para una circunscripcion mas objetiva de las especies
Mstes + Schoknecht 1989, Keller y Eliasson 1992) o categorias taxonomicas de mayor
s ®oss 1973). No obstante, en géneros como Cribraria en donde la circunscripcion
& = =species ha resultado problematica, existe poca informacion sobre la
“mrinssnesis de los cuerpos reproductivos, ya que solo se ha realizado un estudio
~ para Cribraria zonatispora, mientras que para C. violacea sdlo se han
o 1os plasmodios y el desarrollo de los esporocarpos ha sido descrito de manera
« para (. aff. firagilis no se han observado las fases vegetativas. Por ello. los
w sobre la morfogénesis de las fases reproductivas permitirin obtener
~wn potencialmente Gtil en la circunscripeion taxonémica de las especies o en
T interpretaciones sobre las relaciones filogenéticas o estrategias adaptativas
e meoresentantes del género. Asimismo, el estudio de algunos componentes
ww« Zurante las distintas fases de desarrollo de los esporacarpos podria generar
~wn relevante sobre los cambios fisiologicos y/o estructurales que se van

‘o durante el desarrollo de las estructuras de reproduccion.




0s

getvo general

Semae 1z morfogénesis de cinco especies del género Cribraria en cultivos en
humeda

wemnos especificos

¢l desarrollo morfogenético de los esporocarpos de cinco especies del

© = wuoria en cultivos en camara humeda.

car 2 estructura de una especie de Cribraria a través de cortes finos de

¢ =7 resinas de las distintas fases de desarrollo de los esporocarpos

<r z raves de pruebas histoquimicas la presencia y. en su caso, los cambios en
mes Ze distribucion de almidon, proteinas, polisacaridos y lipidos durante las

= “zses de desarrollo de los cuerpos reproductivos de una especie de Cribraria.




W sz Zas al campo a zonas dridas y bosques de coniferas. Se recolectd
s massiras de lianas, 10 de cortezas de arboles vivos, 28 de restos de
% & mmderz de coniferas, con el objeto de buscar especies de Cribraria
SRCOEmETaCss en estos sustratos en cultivo de camara humeda como (.
o e O conartispora, C. lepida, C. minutissima'y C, confusa; por lo que
& s sustratos fue de manera dirigida. Por otra parte, cuando se
R sspecies en campo no reportadas en cultivo de cAmara humeda. se
W& s L ose llevo al laboratorio para intentar cultivarlas vy asi tener mayor
sseses. Bl marerial recolectado se guardo en bolsas de papel v después se

& @oorzionio en donde fue secado al aire para eliminar el exceso de

“aess e zimacenod a temperatura ambiente hasta su montaje en cdmaras

Edwratorio
mnage de camaras himedas

W Sesauecz O especies del género Cribraria. se llevé a cabo el montaje de la
@& & —zmarz humeda con el material previamente recolectado en campo. Se
% sestratos dentro de cajas petri de plastico (90 X 15 mm) sobre un disco de
. Fosieriormente se hidrataron con agua destilada hasta punto de saturacion
%70z sizuiente dia se retird el excedente de agua con la ayuda de una pipeta,
S mowser 2 iemperatura ambiente, Se montaron dos cAmaras para lianas, 40 para
&= zooles vivos, 119 para Agave y 144 para madera, con un total de 305
r mumedas montadas. Estas se revisaron cada tercer dia y todos los esporocarpos

- mmmics Tueron cosechados y herborizados o fijados en Hoyer.
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=wa v descripeion de las especies obtenidas en caimara hiumeda

sum - Zescripeion de los esporocarpos maduros se realizo a través de un
weomes marca Nikon modelo SMZ-2T y microscopia de campo claro y de
=z Jde Nomarski con un equipo Zeiss modelo Axioscop-Plus 2. Para
e s Costinias estructuras de los esporocarpos (esporas, estipite, esporoteca
© & Zemerminacion de su color, se tomaron fotografias con una camara digital
= F700 acoplado a un equipo de microscopia de campo claro. a través
e Siztziizacion de imagenes Image Pro-Plus version 4.5, a 4080 X 3072
» e prensidad de luz de 9. Las mediciones se hicieron a través de la
S e orooio sistema de digitalizacion de imagenes con un micrometro para
s ometnoos utilizados (20X, 40X y 100X), dependiendo del tamaiio de la
mesr Las mediciones de las estructuras de mayores dimensiones (como los
2 O cancellata), se realizo con la ayuda del estereomicroscopio y un

meco. La determinacion  del color se baso en las tablas de colores de

- 7% Methuen (Kornerup y Wanscher 1989) aunque la coloracion obtenida
semascon del color real ya que las observaciones se realizaron sobre las
wwmaczs La descripeion del color sigue entonces la notacion alfa-numérica
w2 mencionadas. Para la determinacion de las especies de Cribraria se
&= Caes wose compararon las observaciones con las descripciones de Martin
s 1999 Nannenga-Bremekamp (1991), Neubert y cols. (1993), Lado y
T » Mmchell (2000),

“ha de esporocarpos y analisis de su desarrollo morfogenético

© se Zetectaron las especies de interés, las cdmaras humedas se revisaron
= marz oniraer los esporocarpos en diferentes estados de desarrollo, los cuales
momsios en medio de Hoyer o fijados en FAA. Para seguir el desarrollo
sememco para cada especie se hicieron preparaciones semipermanentes con medio
© S m=2liz0 un total de 214 preparaciones: 28 para Cribraria cancellata, 28
wwwacea 36 para C. lepida, 32 para C. microcarpa, 16 para C. cf. vulgaris y 54

v <.
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=woomes. toma de fotografias. mediciones y determinaciones de color de las

Jmses 2e desarrollo de las especies de Cribraria analizadas en el estudio. se
e = misma forma como se describid en el apartado 5.2.2. La caracterizacion
s mortogzenctico se hizo para cinco especies: Cribraria cancellata, C. lepida,

z C violacea y Cribraria sp.

de material biologico para realizacion de cortes en ultramicrétomo

ez e Cribraria cancellata y Cribraria sp. fijado en FAA, se clasifico de
mamerz de acuerdo con su estado de desarrollo:

W rul i

e died desarrollo del estipite

mento del estipite

memeo total del estipite

s on de caliculo y red peridial

am de las esporas

s Timio. se incluyo en resina LR White marca sigma bajo el siguiente método:
=wr == < realizaron seis enjuagues con agua destilada de cinco a seis minutos
2e == uagues puede variar de acuerdo con el tiempo de fijacion de las
Cespwcs. se realizo la deshidratacion con cambios de alcoholes graduales de
T 8570y 96%. de 15 a 20 minutos cada uno y tres cambios de etanol
e 20 monutos cada uno. Posteriormente, se realizd la pre-inclusion lenta en
miveies con cambios de resinas al 25%, 50% y 75% disueltas en etanol
-5 moras cada uno. Por altimo, se incluyo en resina pura haciendo tres
wme morz cada uno e inmediatamente el material se colocd en cépsulas de
me < horas a 60° C para su polimerizacién (Serrano. 2003; modificado
©—uescz comunicacion personal). Después de haber realizado la inclusion
comes Toos de 1.0 a 1.7 pm, con un ultramicrotomo marca Leica ultracut R,

wmes 22l Laboratorio de Desarrollo en Plantas de la Facultad de Ciencias
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= oeeenidos se pasaron a cubreobjetos y se fijaron con calor en una estufa
Fussermormente fueron tefiidos con azul de toluidina al 0.5 %, colocando una
sz conte. fijando nuevamente con calor durante 30 s v enjuagando con agua
< minar el exceso de colorante. Las observaciones fueron realizadas con
e campo claro y contraste interferencial de Nomarski, con un
¢ marcz /eiss modelo Axioscop-Plus. Las imagenes de los cortes observados
“Smmmizs con ouna camara digital marca Olympus DP70 y el sistema de

som e imagenes Image Pro-Plus version 4.5.

pees Bestoquimicas

2z la teécnica para la obtencion de cortes en el ultramicrotomo. se
Swsecmar mas esporocarpos de Cribraria sp. en diferentes fases de desarrollo,
memmme 22 nuevas camaras hiimedas. Este material se clasificod de la misma
= Thmio en FAAL pero esta vez se fijo en glutaraldehido-paraformaldehido
@& pocer zplicar diferentes técnicas histoquimicas no factibles de realizar
“aio en FAA. Posteriormente, se realizé la inclusion en resina

= mesme procedimiento que el utilizado para el material fijado en FAA.

mowsdo se realizaron cortes finos de 1.0 a 1.75 um, con un
marcz Lewca ultracut R. A los cortes obtenidos, se les aplicaron cuatro
s con la finalidad de conocer la presencia y/o distribucion de
o oroszmas b polisacdridos durante las distintas fases de desarrollo de

&= seomicas histoquimicas aplicadas se describen a continuacion:
Fwz oosenvar presencia de almidon, si hay presencia de éste deben

% = xmidon de color morados o negros (Lopez y cols. 2005).

I BELE
furzose 3 minutos

& mesmz solucion. evitando que la preparacion se seque.
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de mwpo =07 de aceite. Para la deteccion de reservas lipidicas, cutina y
L= rmesenvas lipidicas se observan de color naranja o rojizo (Lopez y cols.

Pocetrenio:

Sharmmar os cortes con alcohol al 50%
Sgicer zocas de Rojo "O” de aceite durante 25 minutos
Emmmear 0s cortes con alcohol al 50%

Emmmesr con alcohol al 30%
Emmmmesr con agua destilada

para proteinas con APS (4cido peryodico-reactivo de Schiff, para
msoubles). La presencia de proteinas se detecta con una coloracion azul,
s meosacanidos insolubles se observan de color magenta o purpura (Lopez y
o Tcado por Esquivel-Huesca, comunicacion personal). Procedimiento:
Wi los cortes con agua destilada
i = ozonas gotas de dcido peryddico durante 30 minutos
Smmsmesr (0s cortes con agua corriente (de la llave)

Sgvicar = zunas gotas del reactivo de Schiff durante 10 minutos

Emumesr con agua corriente

Sl = ozunas gotas de azul negro de Naftol 1% con alcohol al 50% durante
M mmuncs sin dejar secar la preparacion

e con agua destilada

L smumrues con alcoholes se realizan muy rapido ya que si de dejan mucho

s pueden desprenderse.

omes o toma de fotografias de las pruebas histoquimicas aplicadas se
“m wm microscopio Provis AX70 marca Olympus con un programa de
‘oczoture. Para tomar las fotografias de las pruebas de proteinas y
msoousies se adicionaron a los cortes tefiidos de dos a tres gotas de resina
W%, == ol imedio de montaje para microscopia) y después se colocod
wr cusrzotietos de 24 X 50 mm. Para la prueba Rojo O™ de aceite, se
Je wme z Zos gotas de glicerina sobre el corte, posteriormente se colocd un

e I+ % 30 mm. Para esta prueba se recomienda realizar este
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e wmas horas antes de tomar las fotografias, ya que los cortes se decoloran
. semev oor la presencia del solvente del medio de montaje. La obtencion de
= =ruchas histoquimicas se realizaron en las instalaciones del Laboratorio de

= Plamias de la Facultad de Ciencias UNAM, México.
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ADOS

= w2l 303 camaras hiimedas. Sélo en 35 (11. 5 % del total de camaras
s =mcomtraron esporocarpos de diversas especies de Cribraria en distintas

-

de los esporocarpos maduros de las especies encontradas en los

humedas

(Batsch) Nann.-Bremek.

semsamente agrupados en extensas colonias, estipitados, generalmente
% weses erecios. de 2.1 a 4.8 mm de altura total. Esporoteca subglobosa o
0~ & = mm de diametro. de color pélido rojizo (Munsell: 10R5/4) cuando
& masa 2c esporas: profundamente umbilicada hacia el apice del estipite.

smermmacso. continuo a toda la colonia de esporocarpos, negruzco (Munsell:
Sz oindriforme v retorcido en el apice, estriado longitudinalmente. de
fe srurz generalmente de color rojizo muy oscuro (Munsell: 10R2.5/2) a
emmeen 12F7). delgado y amarillo naranja (Methuen: 4B8) en el apice.
serc zimente fugaz. representado por un conjunto de costillas dispuestas
mesz < apice de la esporoteca; costillas isodiamétricas, con filamentos
somos v finos conectandolas entre si, los filamentos ocasionalmente
¢ swoe wmz red irregular, la cual cubre 1/4 de la esporoteca, de color rojizo
wel- (0R33). Sin columela ni capilicio. Esporas libres. subglobosas.
wemusosas. de 5.1 a 5.2 um de diametro, de color amarillo naranja
@88 oor 2 luz transmitida. Granulos calcicos concentrados en las costillas

= 2 20 um de didmetro. de color palido rojizo (Munsell: 10R5/4).

Bewsacos MEXICO. CHIAPAS: Mpio. La Trinitaria, Laguna de

@ e 337 OND91° 327 15”7 W, 1520 m s.n.m., bosque mesofilo de
e mmcerz de Pinus. sustrato recolectado en Oct. 20, 2004, cosechado en
. W Carcia-Sastre 321: ibidem, Jun. 21, 2005, M. Garcia-Sastré 333; Jun.
W Carca-Sastré 334: Jul. 18, 2005, M. Garcia-Sastré 339; Abr. 16. 2007. M.

.

i
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e egade Mevian.

mo= zsipitados. en grupo y en ocasiones solitarios, erectos, de 0.3 a 0.6 mm
S Esporoteca subglobosa o prolata, de 0.1 a 0.2 mm de diametro. de color
amewes Methuen: 16F7). Hipotalo individual, negruzco (Munsell: SYR2.5/1).
. clindriforme, de 0.2 a 0.4 mm de altura, de negruzco (Munsell:
=" & = zo marron oscuro (Munsell: 5YR2.5/2) o violeta oscuro (Methuen:
e fezmco hacia el dpice. Peridio simple, de color violeta oscuro (Methuen:
meaomente fugaz. permanece como un caliculo en la base de la esporoteca y
m=l == 2 parte superior: caliculo membranéceo, con finas estrias radiales, de
@u oscuro (Methuen: 18F7); red con nodos hemisféricos, sin extremos
Wemzs. Esporas libres, de color violeta intenso (Methuen: 18B7) en masa.
@i por luz transmitida (Methuen: 17B7), subglobosas, de 5.9 a 6.3 um de
Smmmerts verruculosas. Granulos célcicos muy concentrados en el borde

zzicwo en los nodos de la red peridial y en la superficie del estipite, de 0.9
¢ Sameto. de color violeta intenso (Methuen: 18B7).

Bsados MEXICO. PUEBLA: Mpio. Zapotitlan Salinas, Plan de Fierro.
SLET A2 19T WL 1685 m s.n.m., matorral espinoso, sobre restos de Agave.
=mmio 20 Sept. 28, 2004, cosechado en Oct. 14, 2004, M. Garcia-Sastré
Bdem. Oct. 19, 2004, M. Garcia-Sastré 268, 269, 270 y 271; Nov. 18,
ma-Saswre 276, 277, 278 y 279; Nov. 23, 2004, M. Garcia-Sastré 280; Dic.
Caroe-Sastré 282 vy 283: Dic. 07, 2004, M. Garcia-Sastré 287 y 289; Dic.
W Carce-Sasré 291 v 293; Dic. 20, 2004, M. Garcia-Sastré 298; Dic. 23,
Wee-Sesare 299 v 303: Dic. 28, 2004, M. Garcia-Sastré 304, 307 y 308;
. WL Garcia-Sastré 313 y 314: Feb. 15, 2005, M. Garcia-Sastré 318; Mar.

PR e Sastre 323,
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Schrad.) Pers.

mempecos. ligeramente inclinados, de 0.9 a 3.4 mm de altura. Esporoteca
e 1 x> mm de diametro, de color amarillo naranja (Methuen: 4B8),
ssowres Zadas por los nodos que constituyen la red peridial. Hipotalo
S o ndritorme. curvado, estriado longitudinalmente, de 0.8 a 3.1
Qe cowor mardo rojizo oscuro (Munsell: 10R3/3) a pardo oliva (Methuen:

© macz 2l apice. Peridio simple, parcialmente fugaz, de color amarillo
= <54 _ permaneciendo en la base como un caliculo discoidal diminuto
et wpoar en el resto: la malla es poligonal, los nodos de la red son
wm ewmemos Glitormes libres. Esporas libres, de color amarillo (Methuen:
& we Tmmsmonda. subglobosas, de 5 a 6 um de didmetro, tenuemente
Cmmmues cxaoicos presentes en los nodos que constituyen a la red peridial,

am @& Sametro. de color amarillo (Methuen: 3B6).

Mewssocs: MEXICO. CHIAPAS: Mpio. La Trinitaria, Laguna de
W de 33T OND 917 327 157 W, 1520 m s.n.m., bosque mesofilo de
maerz 3 Pinus, sustrato recolectado en Oct. 20, 2004, cosechado en
W Caroiz-Sastre 274 v 2735; ibidem, Dic. 01, 2004, M. Garcia-Sastré
W oL NI Garcia-Sastré 290; Dic. 20, 2004, M. Garcia-Sastré 294 v
IS M. Garcia-Sastré 310 y 311; Feb. 10, 2005, M. Garcia-Sastré 315;
W amroaa-Sastre 317: Mar. 08, 2005, M. Garcia-Sastré 320; Mar. 13,
pee-Saas S22 Mar. 18, 2005, M. Garcia-Sastré 324 y 325: Jul. 12, 2003,
S35 % 336: Jull 18, 2005, M. Garcia-Sastré 338; Ago. 23, 2005, M.

S0 Laguna Perol. 16° 06° 517 N y 91° 40° 19" W, 1510 m s.n.m.,
» e moniafia, sobre madera, sustrato recolectado en Oct. 23, 2004,
e 220N Garceia-Sastré 284: ibidem, Dic. 07, 2004, M. Garcia-
¢ 20 0L N Garceia-Sastré 296; Dic. 28, 2004, M. Garcia-Sastré 305 y

W= M. Garcia-Sastré 309.
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rew Rex.

zerunados o dispersos, estipitados, erectos o ligeramente inclinados. de

Ze ztura total. Esporoteca subglobosa a subcilindrica de 0.2 a 0.3 mm de
e cowor violeta oscuro (Methuen: 16F7) a parpura oscuro (Methuen: 14F5).
Swoduwez . discoidal. membrandaceo. Estipite erecto, cilindriforme, de 0.3 a 0.5
m =somzdo longitudinalmente, de color rojo oscuro (Munsell: 10R3/3), a
CWmse - SYR2.571). en algunos esporocarpos mas delgado hacia el apice.
e Ze color violeta oscuro (Methuen: 15F7), parcialmente fugaz.

== 'z mitad de la esporoteca formando un caliculo membranaceo. con
mizes v como una red laxa en el resto, con nodos planos, anchos e
wm =wremos filiformes libres. Esporas libres, de color violeta intenso
BET 2n masa. violeta palido (Methuen: 17B7) por la luz transmitida.
e 57 2 6.0 um en diametro, densa y tenuemente verrugosas. Granulos
v comcemirados en el borde superior del caliculo y en los nodos de la red
s, <! estipite se encuentra cubierto de granulos calcicos, de 1.2 a 1.9

=, S22 color violeta oscuro (Methuen: 16F7).

Besmaos MEXICO. QUERETARO: Mpio. Pinal de Amoles, Cascada de
e D S ST Ny 90° 337 30" W, 1330 m s.n.m., bosque de galeria. sobre
M. sestrato recolectado en Sept. 23, 2004, cosechado en Oct. 14, 2004,
s 2550 ibidem. Oct. 19, 2004, M. Garcia-Sastré 267; Nov. 10, 2004. M.
272 % I73: Dic. 08. 2004, M. Garcia-Sastré 292: Dic. 23, 2004, M.
. Ene. 12, 2005. M. Garcia-Sastré 312; Feb. 10, 2005, M. Garcia-
W 08 2005, M. Garcia-Sastré 319.
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= smearis Schrad.

=stoeizdos. solitarios o agrupados, ligeramente inclinados en el apice. de
e Ze ziura total. Esporoteca subglobosa o prolata de 0.1 a 0.3 mm de
= cowor marron (Methuen: 7D7) a rojizo marron (Munsell: 2.5YR5/4).

ndividual. de color amarillo rojizo (Munsell: 7.5YR6/8). Estipite
© 2n la base. estriado longitudinalmente, relleno de materia organica en
2= 07 2z 28 mm de didmetro, de color rojizo oscuro (Munsell: 10R3/3) a
wrse - SYR2.51 Peridio simple. amarillo (Methuen: 36B), en forma de
cwses | 5 de la base inferior de la esporoteca, con margen entero y una red
e regulares v engrosados, con 2 a 4 extremos libres, de color amarillo
w288 a rojizo palido (Munsell: 10R6/3). Al microscopio las esporas

Smamente verrugosas, de 6.8 a 6.9 um de didmetro, amarillas (Methuen:

. = = =B, == B B 5 = =B .

o czocosde 1.1 a 1.8 um de diametro, de color amarillo (Methuen: 36B).

= Dwrzmie la identificacion taxonomica de esta especie se encontrd una

e & zowrz owotal de los esporocarpos ya que en las descripciones de

=mevamo (1991). Lado y Pando (1997) es de 0.6 a 1.8 mm, mientras que
emcontrados llegan a medir hasta 3.3 mm de altura total, ademas los

@mgsasos v ono planos como se menciona en las descripcion, por tales

il como Cribraria cf. vulgaris.

[

. Mewsadoss MEXICO. QUERETARO: Mpio. Pinal de Amoles, Cascada de

S SIT Ny 99° 337 30" W, 1330 m s.n.m., bosque de galeria. sobre

I - swstrato recolectado en Sept. 23, 2004, cosechado en Jul. 18, 2005, M.

5570 edem. Agos. 23, 2005, M. Garcia-Sastré 340.
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ws zrectos. solitarios o agrupados, de 0.4 a 0.5 mm de altura

sewomesz. de 0.1 a 0.15 mm de didmetro, de color amarillo naranja
% memwme o lante. Hipotalo inconspicuo, individual, de color naranja
WiC . Dsopue estriado, mas delgado en el dpice, de amarillo rojizo
B & mar—oe (Methuen: 6E7), de 0.3 a 0.4 mm de diametro. Peridio
el mzrznja (Methuen: 4B8), en forma de un caliculo que cubre
Ze o =sporoteca. de color amarillo naranja (Methuen: 4B8). en el
e L oon nodos alargados, planos, sin filamentos libres. Esporas
2= 7 52 7.7 um de diametro, de color amarillo (Methuen: 3 B6)
Cemmo o= caleicos de 1.6 a 2.4 um de diametro, de color amarillo

mesemnzs en ¢l interior del caliculo, en nodos y dentro del estipite.

L cwmmonemsticas de esta especie no correspondieron con ninguna de
iz parza la determinacion de las especies; debido a que presenta
‘e cwore Lz tercera parte de la esporoteca y una red peridial formada

¢« Tmes o cual no permitid acercarla a alguna especie, por lo tanto,

s WMENICO. TLAXCALA: Mpio. Huamantla, Parque Nacional La
Cemmzl 197 147 2387 NL 98° 007 35.03” W, 3384 m s.n.m., bosque
mmnes: 22 45ies. sustrato recolectado en Abr. 01, 2005, cosechado en

W Carce-Sastre 527: ibidem, May. 11, 2005, M. Garcia-Sastré 330 y



marfozenético de las especies de Cribraria en camara himeda

masmodios laxamente reticulados, con apariencia de “encaje” (Figura 6).

e seamcz. 7 margen o filamentos posteriores diferenciados. Venaciones de 7
gwsor. 22 color violeta grisdceo oscuro (Methuen: 15D4-5), con segmentos
swios. 2= zpice abrupto y entonces con los extremos redondeados (Figura 7).
sodiamérricas, con citoplasma densamente granular, con corrientes bi-
=mmczs pero sin una diferenciacion conspicua entre las capas interna y
Ze o= taneroplasmodios. Los plasmodios se mantuvieron activos hasta
Fumerormente. el plasmodio se concentrd y se fragmento para originar
“uos nemisféricos, con citoplasma granular de color violeta grisaceo

== (SD4-3). los cuales se mantienen en este estado hasta por cuatro
amde zstz tiempo la masa del citoplasma mantuvo la misma coloracion.
=s semmoo se observo como la masa del citoplasma comenzo a elevarse del
@ “wmacion del estipite. Solo pasaron tres horas para que el estipite
wiurz toall en esta etapa ain no se observo la formacion de costillas
& ssporozca v la coloracion de los esporocarpos inmaduros durante todo
mumcz czmoio. Los esporocarpos se diferenciaron generalmente durante el
¢ @ mocne. madurando todos los primordios sincrénicamente. originando
e ssporocarpos tipicos de la especie. No obstante, el tamafio de los cuerpos
w me mermitio hacer observaciones detalladas sobre la morfogénesis de los

% o macroscopia de campo claro.
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W

= s camcellata. 6. Plasmodio A) forma reticulada. 7. Plasmodio

34




s s wmsenaron plasmodios de ningan tipo. En las primeras fases de la

s =awroczrpos de esta especie se observd la presencia de primordios
Sos mor 12 agregacion de un citoplasma densamente granular de color
e 16F 7). cubiertos completamente por una membrana hialina.
Seseormeniz. los primordios toman una forma esférica. El citoplasma
swsarsc + 2 membrana que los envuelve se colapsa como una pelicula

# swstrato. dando origen al futuro hipotalo que mantendra unido al
s Fozura 9). Se forma una constriceion en la base que comienza a
_x —azsa citoplasmica que formard la futura esporoteca toma una
S oo wioleta oscuro (Methuen: 16F7). La membrana que cubre a la
g mmmmene so continuidad hacia el estipite (Figura 10). El estipite es de
\sswer + conforme comienza a alargarse, se va adelgazando, acarreando a
sz zoobular en su dpice. Aunque los granulos citoplasmicos estan
wsie = c=oplasma de la esporoteca, se nota una mayor concentracion de

%= = misma. en el punto de unién con el estipite (Figura 11). Parte de
srsso= 2n 2l citoplasma son depositados en el estipite conforme éste
we =ozumzs 124 13). En esta etapa, se nota ademas que el estipite
semes orzitudinales (Figura 13). A la vez que el estipite se alarga y se
sa cooczsmica globular va disminuyendo su volumen (Figuras 14 y 15).
e zoznzz su longitud final, la masa citopldsmica ha disminuido
e e Figuras 15 v 16). La membrana que lo cubre en la base se ha
Wwsmemeste carz formar parte del hipotalo Los granulos del citoplasma
@rerse macia la base v periferia de la futura esporoteca, haciendo que la
s wzva tornando de un color mas palido. En etapas posteriores, los
Semesnze oo 12 membrana peridial, formando parte del caliculo y los nodos
“ o= zdguieren un color violeta oscuro (Methuen: 16F7), mientras la
2 «= == 1omado de un color blanco violaceo (Methuen: 18A2) (Figuras
S =sm zse. muchos de los esporocarpos han cambiado la forma de la masa
W ¢ ez las formas sub-cilindricas u obpiriformes caracteristicas de las
e 2 =specie. Antes de la formacion de las esporas, todavia puede

& memeorzoz peridial integra y se han formado ya los filamentos de la red

e o= nodos entre si v con el caliculo. En esta fase. el citoplasma de la
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wrscticamente hialino (Figura 18). La masa citoplasmica se torna de color
- 12A3) (Figura 19). Conforme se forman las esporas, éstas se van
“amio a la esporoteca nuevamente un color violeta oscuro (Methuen:
Sses maduras constan de los esporocarpos tipicos de la especie, formados
srofundo color violeta oscuro, que abarca de dos a tres quintas partes de
% 2 ssporoteca. con margen regular y red peridial con nodos planos e
& wmadcs por filamentos finos (Figura 20). Los esporocarpos de Cribraria
“esarmoiian distribuidos dispersamente sobre el sustrato y en el mismo
=m-ontrar cuerpos reproductores en diferentes fases de maduracion,

*% TEsiE esporocarpos con las esporas completamente desarrolladas.
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lacea. 8. Primordio hemisférico, A) membrana hialina que
esferico. A) restos protoplasmicos en la base que formaran al
= del estipite, A) membrana continua de esporoteca-estipite. 11.
cmoplasmica. 12, Alargamiento del estipite. 13. Migracion de

=stipnie 14, Constriceidn del apice del estipite. 15. Longitud total

4

= 2 esporoteca de color blanco lechoso.

~

2
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~miwars wiolacea. 17. Migracion de los granulos hacia la periferia de
% Fwrmacon de la red peridial, A) masa protoplasmica de color blanco
W Sspesmeecz sub-cilindrica de color rasa palido. 20. Esporocarpo maduro.
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woweoe plzsmodios de ningun tipo. En esta especie se observaron primordios
S Dspersos sobre el sustrato, formados por la agregacion de un citoplasma
emeecizr, de color violeta oscuro (Methuen: 16F7) y con una membrana
ws cubre por completo (Figura 21). Los primordios toman una forma
» cmoplasma comienza a condensarse. La membrana comienza a colapsarse
wme »ecula fina de color café parpura (Methuen: 15F4) adherida al sustrato
=z masa citoplasmica se constrifie por la base, en donde se comienza a
wsmes L2 masa citoplasmica globular se sostiene en el dpice del estipite en
© mastens su coloracion violeta oscuro (Methuen: 16F7). La membrana que
mmersio oS continua con la masa globular citoplasmica del estipite y con la
smiwzmacea que esta formando el hipotalo (Figura 22). El estipite comienza a
© mie zzrarse. v lleva en el apice la masa citoplasmica granular de forma

Zerz omizen a la esporoteca. Se observa que el estipite en formacion es de
W szoiar v oque en €l se van depositando algunos de los granulos del
S conoracion en esta fase es negro violaceo (Methuen: 16F7). Los granulos
wmomizsmica globular se encuentran dispersos en toda la esporoteca, pero se
@ w0 proporeion hacia la base de la misma, en donde forman un disco

msowro (Figuras 23 y 24). El estipite continda alargandose a la vez que se
Sezmio v ose observan en su superficie estriaciones longitudinales. La
sem e zranulos del citoplasma disminuye, lo que hace que el color de la
s worme mas palido. En esta etapa, se observan lineas radiales de granulos
% gue surgen de la base de la esporoteca (Figura 25). En etapas mas tardias
%8 wcamzzdo su longitud final y la masa citoplasmica ha disminuido su
& masz 22l cioplasma se ha tornado blanquecina por la ausencia de granulos
i s cuales se han depositado en la membrana peridial para formar parte
- = nodos de la red peridial. que para entonces se encuentran

P |

% Jetimidos (Figura 26). En etapas mds avanzadas la masa citoplasmica se

- -

W “oorz 27). En las etapas maduras, se observan los esporocarpos de color
Metues 16F7) tipicos de la especie, con un caliculo que abarca un tercio
& & =sporoteca. con un margen entero y una red peridial con nodos

= “ormes conectados entre si y con el caliculo por filamentos finos
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ssperocarpos de C. lepida se encuentran dispersos sobre el sustrato y

© == nosible observar esporocarpos en diferentes fases de desarrollo.

maesmodios de ningun tipo. Las primeras fases observadas estuvieron
seseetos primordios hemisféricos constituidos por la agregacion de

smice densamente granular, con los granulos de color negro (Munsell:

W 250 cubiertos completamente por una membrana hialina.
o= ormordios toman una forma esférica; en la base, la masa
wwmemazz 2 formar una constriceion (Figura 30). La base constreiiida
2 = zsupite v la masa granular se compacta, provocando que el color
s wzz mas intenso (Figura 31). En esta fase, todavia se observa
= cooplasma de la futura esporoteca y la del recién formado estipite.
e ocutre 2 la esporoteca mantiene su continuidad hacia el estipite. El
& zoargarse. acarreando a la masa protoplasmica en su dpice. Los
‘aesma comienzan a concentrarse hacia la base de la futura esporoteca,
@ mazsz citopldsmica se torne de un color mas claro (Figura 32). El
@ swrzemoose. al tiempo que va adelgazandose y perdiendo su contenido
“_miorme ! estipite va alcanzando su longitud final, la membrana que lo

msamco para unirlo firmemente al sustrato y dar origen al hipotalo.
& & maziuracion de los esporocarpos, se observa una masa de esporas
wwmpmctaiz de color amarillo naranja (Methuen: 4B8) (Figura 33).
wmseman los esporocarpos maduros tipicos de la especie, formados por
mesz’ v una red peridial con filamentos finos formando una malla
s mezoctios v oengrosados de color oscuro (Figura 34). En la misma

s encontraron esporocarpos distribuidos en forma dispersa y en

fe masorzcion. desde primordios hasta cuerpos reproductivos maduros.

40




o
-

~=% _nbraria lepida. 21. Primordio hemisférico, A) membrana
e o oubre 220 Primordio esférico. 23. Elevacion de la masa

= % concentracion de granulos. 24. Alargamiento del estipite, A)
smica zbundantemente granular.




ia sp.

w= cultivos en camara humeda de Cribraria sp. no se detectaron plasmodios. Las
zs fases de desarrollo observadas en esta especie consisten de primordios de
@ osférica, con un citoplasma de color naranja (Methuen: 5B7) y densamente
r. con granulos obscuros, casi negros. La base de la masa protoplasmica ha
rado a condensarse y constrefiirse, dejando una pelicula membrandcea de color
=2 zo (Methuen: 8F6) que la adhiere al sustrato y que formara posteriormente el
w0 (Figura 35). El estipite comienza a alargarse, llevando a la masa del citoplasma
ar en el apice. Esta estructura es de naturaleza no celular, presenta estriaciones
snniinales, es de color café rojizo y en ella se van depositando granulos
a=micos conforme se va formando: en su dpice se presenta una estructura discoidal
& = = sma naturaleza que sostiene a la masa citopldsmica globular (Figura 36). Cuanto
e alcanza su longitud total, la esporoteca ha disminuido notablemente su
© » su coloracién comienza a tornarse lechosa y mas palida (Figura 37). En etapas
B s el estipite se ha alargado completamente y el caliculo se ha diferenciado
2o tres cuartas partes de la base de la esporoteca. Los nodos vy filamentos de la
<ial también se encuentran completamente diferenciados. La mayor parte de los
= citoplasmicos se han depositado en el caliculo y en los nodos ya formados
= 38). En fases mas maduras, el caliculo y la red peridial se tornan de color
vaio (Methuen: 5B7), distinguiéndose facilmente del resto de la membrana

'z cual aln persiste envolviendo a la masa globular citoplasmica. El estipite ha
w20 una coloracion café rojizo mas oscura (Figura 39). Los esporocarpos maduros
2e color anaranjado. con un caliculo profundo que cubre de la mitad a dos terceras
2z la porcion basal de la esporoteca. con margen entero y red peridial formada
memtzlmente por filamentos que constituyen una malla de luz muy abierta y nodos
S0 e isodiamétricos escasos. También en esta especie los esporocarpos se
= zn en forma dispersa sobre el sustrato y es posible encontrar primordios y

= ==productivos en diferentes fases de maduracion en el mismo cultivo.
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3-39. Cribraria sp. 35. Primordio esférico. 36, Alargamiento del
7 Alargamiento total del estipite, A) Disminucion del tamaifio de la
=<2 38. Esporocarpo inmaduro con red y caliculo bien definidos. 39.
po semimaduro, A) nodos finos que conectan a la red peridial.

W L
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= Cortes fijados en FAA y teiiidos con azul de toluidina.

e == seis especies obtenidas en camara hiimeda, sélo se seleccionaron dos de ellas
s 2 obtencion de cortes y la realizacion de observaciones en microscopia de campo
. Se selecciond Cribraria cancellata por ser una especie que difiere en cuanto a la
Swrmazcion de los primordios y por ser de mayor tamafio que las otras especies,
o cz2ndo asi su manejo en el ultramicrétomo. Por otro, Cribraria sp. es una especie
eesa. de color naranja brillante, cuyo ciclo de vida es muy rapido por lo que se
meien obtener esporocarpos maduros en tres o cuatro dias de cultivo de camara

wemeda Las observaciones se describen a continuacion.

% ! Cribraria cancellata

wewete las primeras fases de desarrollo, se obtuvieron cortes de los primordios (D1).
s cuazles muestran un protoplasma densamente granular, con abundantes inclusiones
umuizres que no se tifien con el azul de toluidina y mas homogeneo hacia la periferia.
~ s~mordio completo se encuentra envuelto por una membrana continua (Figura 40).

szpas posteriores, se observa el estipite que comienza a formarse (D2). elevando en
W smice a una masa de citoplasma de forma prolada y diametro de 0.2 pm de diametro
w7 = um de altura que se tifie intensamente con el colorante (Figura 41), a pesar de
e wodavia se  logran  observar inclusiones globulares no tefiidas, dispuestas
wacralmente hacia la parte externa de la masa citoplasmica. El estipite presenta
“smacones longitudinales que se tifien fuertemente con el azul de toluidina; su parte

-

‘ez es de naturaleza amorfa, tifiéndose de un azul mas claro; en esta zona se logran

~emar inclusiones granulares no tefiidas de azul. En la base del estipite se observa un
smamchamiento que ancla al estipite con el sustrato; hacia los extremos, dicha
“semctura forma una fina pelicula que representa al hipotalo (Figura 42). En etapas mas
mamezdas (D3). se observa que el estipite contintia su alargamiento, a la vez que se va
w=rando. La masa citopldsmica densamente granular va disminuyendo
z'mente su tamaiio, teniendo en esta fase didmetros hasta de 0.5 um de diametro.
wzue notando la continuidad de la membrana de la esporoteca joven con el estipite
surz 42). Durante la maduracion de los esporocarpos (D6), se observa la masa de
rzs encerrada en una fina membrana de grosor irregular que en los engrosamientos

e intensamente de azul y en algunos de ellos presenta incrustaciones globulares. En

sese de la esporoteca, en la unién con el estipite, se forma un disco. En el punto
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#omde inicia el disco basal, la membrana que cubre la esporoteca se divide en dos
membranas. una interna que delimita la base de la esporoteca del contenido del estipite
o o2 externa que se continfa con la membrana que recubre al estipite (Figura 43).
Tamto el interior del disco, como el del estipite son de naturaleza amorfa y se tifien

somogeéneamente de azul.

%22 Cribraria sp.

Tamoién en esta especie se obtuvieron cortes de los primordios (D1). Estos, presentan
Sz esférica. con didmetros de 0.25 um de didmetro y un protoplasma densamente
wmeular. con abundantes inclusiones globulares que no se tifien con el azul de toluidina:
“wmoien se observan inclusiones fuertemente tefiidas de azul. Se observa una membrana
~wtnua que envuelve completamente al primordio (Figura 44). La base del primordio
“wmenza a constrefiirse, déndole al primordio una apariencia obpiriforme. Los
“amiznidos citoplasmicos son similares a los de la fase anterior y la membrana mantiene
s continuidad (Figura 45). En la zona de la constriccion se inicia la formacion del
=pie depositdndose material homogéneo que toma una coloracion palida con azul de
Wsdina. La base de esta estructura toma la forma de un gancho que lo ancla al sustrato
" zura 46). El estipite se alarga rapidamente (D3), llevando en su apice la masa
“iopiasmica de forma globular que posteriormente dard origen a la esporoteca. [l
“wmienido protoplasmico mantiene la misma apariencia que en las fases anteriores. pero
= wolumen de la masa citopldsmica va disminuyendo gradualmente (Figura 47). El
e tiene en esta etapa un diametro de 0.05 um de diametro y su interior tiene una
smeriencia amorfa. Se observan en ¢l numerosas inclusiones granulares que no se tifien
wom <l azul de toluidina. El estipite contintia su alargamiento y va adelgazandose
wmcialmente conforme se desarrolla. En la base se observan claramente los restos de
sz membrana que adhiere al estipite con el sustrato, resultado del colapsamiento de la
“ctura en forma de gancho arriba descrita. Esta pelicula membrandcea representa al
Weecalo v muestra una clara continuidad con la membrana externa del estipite (Figura
. ©n las fases practicamente maduras (D6), se observan las esporas claramente
et nadas. El citoplasma de éstas se tifie de azul, pero se observan también inclusiones
wacuclares abundantes que no toman el colorante. Todavia se aprecia una membrana
“mtnua envolviendo por completo a la masa de esporas. Fsta presenta incrustaciones

meulares no tedidas con el azul de toluidina, aunque en la parte superior de la
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ssporoteca se notan algunas zonas de la membrana sin tales incrustaciones. En la parte
sesal de la esporoteca, se presenta un disco ligeramente mas engrosado, que se tifie
meensamente de azul y que es continuo con el estipite. En esta porcion, no se observan
‘&= incrustaciones granulares antes descritas. El estipite tiene un contenido homogéneo y

s uAe intensamente de azul (Figura 49).

4.4 Observaciones en cortes sin tefiir

“sizs observaciones se realizaron solo para Cribraria sp. los cortes en donde se llevaron
w200 las observaciones se incluyeron en glutaraldehido-paraformaldehido. Los cortes
w0 son de la fase (D6), en ellos se logro observar en el estipite la acumulacion de
wmoulos en la parte externa del estipite, sin embargo durante el desarrollo
mertogenético el transporte del material granular es en el interior del estipite en cual no
& detecto presencia de granulos (Figura 50). También se observo que el hipotalo
s=xmente es la estructura que une al esporocarpo con el sustrato, ademas se observo una
womtinuidad entre el hipotalo y estipite, asi como la acumulacién de granulos en el
wpeealo (Figura 51), dicha continuidad concuerda con lo mencionado para el tipo de
sesarrollo mixograstoide (Ross 1973). En la esporoteca se observé la acumulacion de
mmulos en el caliculo, se observd como los granulos estan formando una “cadena” que
=mucive a lamembrana que la rodea (Figura 52). Finalmente se observo un corte con la

‘sz de esporas las cuales son verrugosas (Figura 53).
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Figuras 40-43. Cortes finos de Cribraria cancellata incluidos en resina y tefiidos
zon azul de toluidina al 0.5% . 40. Corte de un primordio hemisférico (D1, 1 um
de grosor). 41. Inicio del desarrollo del estipite (D2, 1.5 um de grosor), A)
somtinuidad entre estipite y hipotalo. 42. Alargamiento del estipite (D3, 1.5 um

Ze grosor), A) continuidad estipite y esporoteca. 43. Esporoteca con esporas (D6,
5 um de grosor).
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Figuras 44-47. Cortes finos de Cribraria sp. incluidos en resina y tefiidos con azul de
wiuiding al 0.5%. 44. Primordio esférico (D1, 1 um de grosor). 45. Primordio esférico
D11 um de grosor), A) inicio de la elevacion de la masa protoplasmica a través de
ama constriccion en la base del primordio, B) concentracion de la masa granular en el
s=ntro del primordio. 46. Comienzo del desarrollo del estipite y hipotalo (D2, 1.2 um
e grosor), A) diferenciacion entre la membrana que cubre al primordio y el material
eanular, B) inclusiones blancas en el materia granular. 47. Alargamiento de estipite y
Ssminucion del tamaiio de la esporoteca (D3, 1.5 um de grosor).
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Figuras 48-49. Cortes finos de Cribraria sp. incluidos en resina y tefiidos con azul de
woluidina al 0.5%. 48. Alargamiento total del estipite (D4, 1.5 um de grosor), A)
membrana continua entre esporoteca, estipite e hipotalo. 49. Esporoteca con esporas
(D6, 1.7 um de grosor), A) concentracion de granulos alrededor de la esporoteca (lo
que es caliculo y red peridial).
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Figuras 50-53. Cortes sin tefiir de Cribraria sp. 50. Estipite (D6, 1.5 um de
grosor), A) granulos acumulados en la capa externa del estipite. 51. Hipotalo,
D6, 1.5 um de grosor). 52. Esporoteca (D6, 1.5 um de grosor), A)
oncentracion de granulos en caliculo. 53. Esporas (D6, 1.5 pm de grosor).
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%5 Cortes fijados con glutaraldehido-paraformaldehido y pruebas histoquimicas
ea Cribraria sp.

" -« resultados obtenidos de las cuatro pruebas histoquimicas se muestran en el cuadro 1
2+ continuacion de la misma se describen con mayor detalle las observaciones

m=alizadas.

Cuadro 1. Resultados de las pruebas histoquimicas

Prueba (D1) (D2) (D3) (D4) (D5) (D6)
4Imidon = - - z . _
Rojo “O” de - o - - 3 4
aceite

Proteinas + +++ e + + 4
Polisacaridos - SRR et o - 2
insolubles

-) negativo. (+) positivo, (+++) color mas intenso

6.5.1 Prueba de lugol

Esta prueba se realizé para las seis fases de desarrollo de Cribraria sp. El resultado de
dicha prueba fue negativa, es decir, en ninguna fase de desarrollo se observo un color
morado o negro que indicara la presencia de almidon. Asi, podemos mencionar que esta

especie de Cribraria parece no tener reservas de almidon.
6.5.2 Prueba de rojo “O” de aceite
La coloracion naranja-rojiza permite reconocer la presencia de compuestos lipidicos.

Durante las primeras fases de desarrollo (D1) se observo la coloracion roja en la

membrana que cubre al primordio (Figura 54). Sin embargo, dentro de la masa
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srotoplasmatica la coloracion indicativa de lipidos no fue tan evidente. Conforme los
esporocarpos van madurando se observa una capa lipidica en la membrana que rodea el
estipite evidenciado por la prueba positiva para rojo de aceite. Cuando ya se han
formado las esporas, se logrd percibir como cada una de ellas se encuentra rodeada por
una cubierta lipidica. Desafortunadamente, al momento de colocar la resina en los cortes
sara poder tomar fotografias el color desaparecio, por lo que las preparaciones quedaron
rransparentes y no se logré fotografiar la reaccion positiva caracteristica de la presencia
de lipidos. En esta misma fase de desarrollo se logré observar que la parte apical del

estipite también se tifie de color rojo (Figura 55).

6.5.3 Polisacaridos insolubles

Desde las primeras fases de desarrollo de los esporocarpos de Cribraria sp. (D) se
Sbservo una tincion de color rosa distribuida en el citoplasma del primordio, indicando
la presencia de polisacaridos insolubles (Figura 56). La coloracion rosada mas intensa
durante las fases de alargamiento del estipite (D3 y D4), es indicativa del incremento de
nolisacaridos insolubles en el citoplasma de la masa globular que dard origen a la
esporoteca. La cantidad de polisacaridos insolubles en el citoplasma disminuye cuando
¢l esporocarpo ha alcanzado su tamaiio final (D4), llegando a ser no detectable durante
la diferenciacién del caliculo y la red peridial (D5), e incrementindose nuevamente
durante la formacion de las esporas (D6) (Figura 60), aunque en este caso su presencia

fue mas notoria en la parte interna del estipite.

6.5.4 Proteinas

La presencia de proteinas es detectada por una coloracion azul en la prueba
histoquimica utilizada. En este caso, también se detectaron proteinas a lo largo de todas
las fases de desarrollo de los esporocarpos de Cribraria sp. En los primordios (D1)
(Figura 56), las proteinas se evidencian fundamentalmente en la membrana que los
rodea. La coloracion azul se intensifica durante las fases de formacion y alargamiento
del estipite (D2, D3 y D4) (Figuras 57, 58 y 59) para hacerse menos notoria cuando esta
estructura ha alcanzado su longitud maxima (D4) y se esta formando el caliculo y la red
peridial (D5) (Figura 60). Nuevamente, la presencia de proteinas en estas etapas fue mas

evidente en la membrana que rodea a la esporoteca y que se contindia con el estipite.
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aunque durante las etapas previas a la esporulacién también se observaron unas
inclusiones globulares, tefiidas uniformemente de azul. Durante la formacién de las
esporas (D6) (Figura 61), se observa que la membrana que cubre a la esporoteca y al
estipite presenta una coloracion azul evidenciando la presencia de proteinas. En esta
fase. el caliculo esta perfectamente diferenciado y la membrana que cubre a la base de la
esporoteca, también adquiere una coloracion uniformemente azul. Las cubiertas que
rodean a cada espora individual muestran también una intensa coloracion azul. es decir,

contienen una cantidad detectable de proteinas, como lo sugiere la técnica utilizada.
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Figuras 54-55 Cortes finos de Cribraria sp. Prueba
histoquimica rojo “0” de aceite. 54. Primordio (D1, 1.5 um
de grosor), A) periferia de la membrana tefiida de rojo. 55,

Esporoteca con esporas (D1, 1.5 um de grosor), A) tincion
mas intensa en el apice del estipite,




Figuras 56-61. Cortes finos de Cribraria sp. Prueba histoquimica para proteinas con APS
(acido peryodico-reactivo de schiff). 56. Primordio (D1, 1.3 um de grosor), A) presencia
de polisacaridos insolubles (color rosa) en el citoplasma, B) presencia de proteinas (color
azul) en la membrana del primordio. 57 y 58. Alargamiento del estipite (D1, 1.3 um de
grosor), A) proteinas alrededor de la membrana, B) inclusiones blancas en la masa
granular. 59. Alargamiento total del estipite (D1, 1.3 um de grosor), A) diferenciacion
entre el citoplasma y la membrana que lo cubre, B) inclusiones azuladas en la masa
protoplasmica. 60. Esporocarpo con esporas (D1, 1.3 um de grosor), A) proteinas en la
periferia de la esporoteca, B) mayor concentracion de polisacaridos insolubles en el
estipite. 61. Esporas (D1, 1.3 pm de grosor), A) presencia de proteinas en la membrana
de cada espora.
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7. DISCUSION

Los cultivos en camaras himedas son herramientas que facilitan la observacion de las
distintas fases del desarrollo morfogenético, permitiendo obtener una secuencia del
mismo, ademas de ser una técnica sencilla y economica. A través de esta técnica se
logré observar el desarrollo ontogenético de los esporocarpos de cinco especies de
Cribraria, las cuales son: Cribraria cancellata. C. lepida, C. microcarpa, C. violacea y
Cribraria sp. Esto. aunado al conocimiento previo que se tenfa sobre Cribraria
zonatispora (Lado y cols. 1999) y Cribraria fragilis (Estrada-Torres y cols. 2002), nos
permite conocer con mayor profundidad los cambios que ocurren durante la formacion
de las estructuras reproductoras de los representantes de este género. No obstante, la
obtencion de resultados mediante el uso de esta técnica es aleatorio, ya que solo el

I'1.5% de las cdmaras montadas produjeron alguna especie del género de interés.

Estos cultivos permitieron la obtencién de material en diferentes etapas de desarrollo
haciendo factible su procesamiento para un andlisis mas fino empleando cortes en
ultramicrétomo y tinciones histoquimicas. Dichas técnicas permitieron corroborar la
informacién obtenida a través del analisis microscopico del desarrollo de los
esporocarpos, detallar las observaciones sobre la estructura de los esporocarpos y los
cambios morfologicos detectados, y evidenciar cambios en la localizacion de algunos
componentes quimicos durante la morfogénesis. Sin embargo. el pequefio tamaiio de las
estructuras y la poca experiencia en la aplicacion de estas técnicas en mixomicetos.
dificulté notablemente la obtencion de resultados. debido principalmente a las

siguientes causas:

a) Las estructuras se perdian frecuentemente durante los cambios en las diferentes

soluciones para la deshidratacion.
b) Las estructuras eran dificiles de orientar durante su inclusion en las resinas. por lo
que repetidamente los cortes no se obtenian completos, dificultando su observacion e

interpretacion.

¢) Las navajas del ultramicrétomo rasgaban las delicadas estructuras.




d) Los cortes obtenidos se doblaban o rompian durante el proceso de montaje.

€) Los cortes se perdian con frecuencia durante la aplicacion del alcohol absoluto o el

proceso de tincion.

f) La tincion se desvanecia rapidamente al aplicar los medios de montaje durante |a

toma de fotografias.

7.1 Fases somaticas: plasmodios

Con relacion a las fases plasmodiales de las especies analizadas, so6lo se observaron
plasmodios en Cribraria cancellata, Alexopoulos (1960) describio los tres tipos de
plasmodios que actualmente S€ conocen en  mixomicetos: protoplasmodios.
afanoplasmodios y faneroplasmodios. Reconocié, asimismo. la presencia de un cuarto
Lipo con caracteristicas intermedias entre los afanoplasmodios y los faneroplasmodios.
El' mismo autor, enfatizo la correlacion existente entre el tipo plasmodial y Ia posicion
taxondmica (Alexopoulos, 1969) e incluso en la actualidad se ha visto la importancia
quc este caracter tiene como marcador filogenético (Fiore-Donno y cols. 2003).
encontrandose bajo la clasificacion actual (Hawksworth y cols, 1995) que los
protoplasmodios son caracteristicos de los Echinosteliales, los afanoplasmodios se
encuentran en los Stemonitales, los faneroplasmodios son tipicos de los Physarales. vy el
tipo intermedio descrito por Alexopoulos (1960) se observa en el orden Trichiales

(Fiore-Donno y cols. 2005).

Poco se sabe de los plasmodios de las especies pertenecientes al orden Liceales.
Alexopoulos (1969) listé varias especies de Licea entre los taxa en los que se han
observado protoplasmodios en cultivo en agar o sobre sustratos naturales en camara
humeda. Sefialé ademss, basado en observaciones de campo, que algunos Liceales
probablemente presenten faneroplasmodios. Yang (1970) describié el ciclo de vida de
Reticularia lycoperdon de €Spora a espora en cultivo de agar. Menciono que los
plasmodios eran amarillos, delgados e irregulares. que presentaban corrientes

citopldsmicas ocasionales Y que estaban formados por una fina red de venaciones. No
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obstante. no describi6 con detalle las caracteristicas del plasmodio ni sefialé a que tipo

plasmodial correspondia.

En el caso particular del género Cribraria, va desde 1887, De Bary (citado en Gray y
Alexopoulos 1968) sefialé la presencia de grandes granulos cafés en los plasmodios
coloreados de algunas especies, pero no dio mas detalles sobre su morfologia.
McManus (1964, 1966) describié los plasmodios mas pequefios de . violacea como
grandes amebas, con una parte anterior y una posterior bien definidas, con una vacuola
contractil y flujo protoplasmico unidireccional, pero los de mayor tamafio conformados
por una red de venas y algunas veces con forma de abanico: considerd que estos
plasmodios no correspondian con los tipicos protoplasmodios, ya que sus corrientes no
son aleatorias sino ritmicas. Nannenga-Bremekamp (1991) menciond las coloraciones
de los plasmodios de varias especies de Cribraria, entre ellas C. cancellata, C.
mirabilis, C. argillacea, C. rufa, C. aurantiaca, C. persoonii, C. tenella, C. microcarpa,
C. pachydicton, C. vulgaris y C. violacea, pero en ningun caso dio detalles de su
tamano o morfologia. Lado y cols. (1999) sefalaron que los plasmodios maduros de (.
zonatispora se observan como masas irregulares aplanadas con abundantes granulos
citoplasmicos de color purpura que le confieren su coloracion caracteristica. En el caso
de Cribraria fragilis, Estrada-Torres y cols. (2002) mencionaron que los plasmodios
Jjuveniles eran hialinos; con algunas inclusiones granulares de color violeta y del tipo
protoplasmodio, y que conforme el plasmodio se desarrollaba las inclusiones granulares

se incrementaban, dandole al protoplasma plasmodial una coloracion violeta oscuro.

El' plasmodio de C. cancellata observado en el presente estudio estd formado por
venaciones que forman un fino reticulo, con citoplasma densamente granular, de color
café purpura oscuro, sin un frente de avance ni un margen bien definidos, sin aparente
diferenciacion entre citoplasma interno ¥ €Xterno, pero con corrientes bi-direccionales
ritmicas presentes. Difiere de los protoplasmodios porque éstos no son reticulados y ho
tienen corrientes bi-direccionales, de los afanaplasmodios porque ellos son hialinos y
practicamente invisibles atn en formas maduras, y de los faneroplasmodios porque
¢stos presentan margen y frente de avance diferenciados (Gray y Alexopoulos 1968): en
ese sentido. son mas bien parecidos a los plasmodios caracteristicos de los Trichiales,
los cuales solo forman frente de avance en los estados mas desarrollados. Tampoco

coincide con los plasmodios descritos para C. violacea o C. zonatispora, los cuales son
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microscopicos y, al menos en el segundo caso, no forman una red de venaciones. kn
oste sentido. las observaciones realizadas en Cribraria cancellata dan evidencia de que
en el género podrian existir al menos tres tipos de plasmodios: i) los descritos en C.
-onatispora, los cuales son masas protoplasmicas irregulares no reticuladas (Lado y
cols. 1999): ii) los de C. violacea, que son microscopicos, reticulados y con corrientes
uni-direccionales (McManus 1966); y iii) los reportados en este estudio para C.
cancellata, que son visibles a simple vista, formados por finas venaciones que forman

una red y con corrientes citoplasmicas reversibles.

Los plasmodios de C. lepida, C. microcarpay Cribraria sp. no pudieron ser detectados
en el presente estudio. Como advirtieron Martin y Alexopoulos (1969), los habitos de
los plasmodios de un numeroso grupo de mixomicetos que incluye a las Cribrarias son
poco conocidos y probablemente el plasmodio nunca aparezca sobre la superficie del
sustrato. sino que los primordios de lo que seran los esporocarpos emergen como
gotillas de protoplasma y proceden a madurar individual pero frecuentemente €n
grandes grupos. Es posible entonces que €sta sea la razon por la cual los plasmodios de
las tres especies arriba mencionadas no pudieron ser observados. Por su pequeiio
tamafo. habito disperso, y por el hecho de encontrar con frecuencia esporocarpos en
diferentes etapas de desarrollo en el mismo cultivo es posible que los estados
plasmodiales de C. lepida, C. microcarpa'y Cribraria sp sean mas similares a aquéllos
encontrados en C. zonatispora o C. violacea, que a 10s desarrollados por C. cancellata.
Estudios mas detallados que incluyan el aislamiento de estas especies en cultivo en agar

podrén corroborar esta hipotesis.

7.2 Morfogénesis de los esporocarpos

Con relacién al desarrollo morfogenético de los esporocarpos, todas las especies de
Cribraria esiudiadas comparten el tipo de desarrollo mixogastroide o subhipotélico
(Ross 1973). En éste, el hipotalo es continuo con la membrana que cubre al estipite y la
esporoteca (Alexopoulos 1969; Ross 1973), tal y como se muestra en las figuras 45 y 46
de Cribraria sp. En este tipo de desarrollo, también se ha definido que el estipite se
forma por el engrosamiento del hipotalo sobre la parte basal del primordio de la
esporoteca. En Cribraria sp. puede notarse claramente como el contenido citopldsmico

de la esporoteca esta separado del estipite por una membrana (Figura 36). coincidiendo
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con lo descrito por Alexopoulos (1969) y Ross (1973). Collins (1979) mencion6 que el
color del plasmodio se correlaciona algunas veces con la coloracion del estipite o de
alguna otra estructura de los esporocarpos. En este sentido, se ha mencionado que en
Physarum polycephalum, la mayoria de los granulos de pigmento son dejados en el
estipite junto con otros depdsitos y restos del protoplasto (Guttes y cols. 1961 citado en
Olive 1975). lo que claramente se evidencia en Cribraria por la presencia de los
granulos citoplasmicos que van quedando atrapados en el estipite conforme éste se
alarga (Figuras 13, 14 y 24). Adicionalmente. la coloracion del caliculo y la red peridial
de las especies de Cribraria revisadas también se correlaciona fuertemente con el color

del plasmodio o de los primordios, cuando el primero no fue observado.

Las cinco especies de Cribraria estudiadas presentan un desarrollo mixogastroide. Este
tipo de desarrollo ha sido ampliamente documentado para diversas especies de
mixomicetos y es compartido por Physarales. Trichiales y aun por las formas mas
simples de mixomicetos como los Echinosteliales (Gray y Alexopoulos 1968.
Alexopoulos 1969), tales como Echinostelium lunatum (Olive 1975). Aunque hay
menos estudios sobre la morfogénesis de los esporocarpos en Liceales (p.e. Lakhanpal y
Mukerji 1976), la continuidad de la membrana que envuelve a los espororocarpos
sugiere un desarrollo mixogastroide en este orden. particularmente en especies de
Cribraria como C. minutissima (Ross 1973). Nannenga-Bremekamp (1991) menciono
un desarrollo mixogastroide para Cribraria aurantiaca y Lado y cols. (1999) y Estrada-
Torres y cols. (2002) lo confirmaron para C. zonatispora y C. aff. fragilis,

respectivamente.

Las cinco especies estudiadas comparten también las siguientes etapas de desarrollo: a)
concentracion de la masa protoplasmica del plasmodio y formacion de primordios
hemisféricos; b) constriccién de los primordios en la base para iniciar la formacion del
caliculo; c¢) formacion y alargamiento del estipite: d) elevacion de una masa
protoplasmica globular en el 4pice del estipite; e) diferenciacion del caliculo, cuando
¢ste existe, y/o la red peridial: f) formacién de las esporas; g) maduracion del
¢sporocarpo. Estas mismas fases fueron ilustradas por Nannenga-Bremekamp (1991)
para C. aurantiaca y descritas para C. violacea por McManus (1966). C. zonatispora

por Lado y cols. (1999) y C. aff. fragilis por Estrada-Torres y cols. (2002). con lo que se

concluye que todo el género presenta basicamente el mismo proceso de formacion de
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e€sporocarpos. Adicionalmente, en C/epida, C. microcarpa C. violacea y Cribraria sp..
se observa como los granulos protoplasmicos detectados en el primordio van quedando
retenidos en el material que forma el estipite conforme éste se va alargando. Los
granulos protoplasmicos que permanecen en la cabezuela globular protoplasmica que
dara origen a la esporoteca, inician una emigracion hacia la periferia, concentrandose en
la base y en dreas aisladas de Ia superficie, formando los granulos caracteristicos de los
caliculos y redes peridiales del genero. Estas observaciones confirman los datos
presentados por Lado y cols. (1999) para C. zonatispora y por Estrada-Torres y cols.
(2002) para C. aff fragilis. Lamentablemente, esta informacion no pudo ser corroborada
para el caso de C. cancellata, Ya que por el tamafio de los esporocarpos. no se pudieron
hacer observaciones en microscopia de campo claro sin destruir las delicadas
estructuras. Los cortes obtenidos en Cribraria Sp. muestran claramente como estos
granulos quedan integrados en la estructura de caliculo, nodos de la red peridial y

estipites.

McHugh y Reid (1996) propuso que los granulos “dictidinos™ de las estructuras
peridiales eran formadas a partir de vacuolas acumuladas en el peridio o de algunas
cstructuras encerradas en dichas vacuolas, lo que implicaria un origen de los granulos
diferente del encontrado para las especies aqui estudiadas. Ya que en estas es evidente
que los grdnulos se encuentran presentes desde que se forman los primordios y
probablemente desde que se desarrollan los plasmodios, como se ha descrito para (.
violacea (McManus 1964, 1966). C. zonatispora (Lado y cols. 1999) y (' fragilis
(Estrada-Torres y cols. 2002). Ademas, la presencia de grandes grnulos protoplasmicos
también es evidente en los plasmodios de C. cancellata Yy ha sido notoria para otras
especies del género desde tiempos de De Bary (1887 citado en Alexopoulos y Gray
1968). Al menos tres nombres diferentes han sido asignados a los granulos presentes en
las estructuras reproductoras de las Cribrariaceae: dictidinos, calcicos y protoplasmicos
(Lado y Pando 1997). EJ primer nombre se refiere a la naturaleza quimica de los
granulos ya que se pensaba estaban formados por una sustancia llamada dictidina,
Schoknecht (1975) dio evidencia de que los granulos de algunas especies de Cribraria
estaban formados basicamente de oxalato de calcio, lo que harja impropio nombrarlos
“dictidinos™, siendo entonces mas conveniente designarlos como “calcicos”. No
obstante, este nombre no los distinguiria de los granulos presentes en Physarales, que

aunque también contienen calcio, en este tdso se encuentra presente como carbonato.




Dada la evidencia de que los granulos de los cuerpos reproductores de los Cribrariaceae
son depositados desde las fases plasmodiales y se encuentran definidos ya desde la
formacion de los primordios. en este estudio sugerimos que la mejor designacion para

estos granulos es la de “protoplasmicos”.

Ademas de los tipos de plasmodio previamente discutidos. la principal diferencia
encontrada entre especies de Cribraria es la formacion de un solo esporocarpo a partir
de pequefios plasmodios microscopicos o de numerosos esporocarpos a partir de un
plasmodio de mayores dimensiones, facilmente observable a simple vista. En el primer
caso, esto se ha confirmado para C. violacea (McManus 1964; 1966) y C. zonatispora
(Lado y cols. 1999), pero también ocurre en C. aff. fragilis (Estrada-Torres
comunicacion personal). La formacion de numerosos esporocarpos a partir de un gran
plasmodio fue ilustrada por Nannenga-Bremekamp (1991) para C. awrantiaca y ha sido
corroborada para C. cancellata en el presente estudio. En este dltimo caso. la formacion

y maduracion de todos los esporocarpos es sincronica.

Posiblemente otras especies pequefias como C. lepida. C. microcarpa 'y Cribraria sp..
en las que se observan esporocarpos en diferentes fases de desarrollo en el mismo
cultivo en cdmara himeda, sigan el mismo patron que el observado para C. violacea, C.
zonatispora y C. fragilis. Por otro lado, especies con grupos de cuerpos reproductivos
extensivos, tales como C. ferruginea, C. piriformis, C. rufa y otras més, posiblemente se
desarrollan de plasmodios similares a los encontrados en C. cancellata. El significado
filogenético de esta diferencia no podré ser evaluado hasta no contar con informacion de
mayor numero de especies, pero por el momento parece tener més relacion con su
microhdbitat que con sus relaciones filogenéticas. Asi, especies corticicolas. como ('
violacea 'y C. microcarpa: o suculenticolas, como C. Sfragilis 'y C. zonatispora,
formarian plasmodios pequefios que dan origen a una solo esporocarpo, relacionado
esto con ciclos de vida en que una rapida fructificacion les confiere ventajas sobre otras
especies, ante la baja humedad encontrada en sus microhébitats o la extrema aridez de

los ambientes que habitan.
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7.3 Pruebas histoquimicas

Pocos estudios se han realizado para dilucidar la presencia y distribucion de los
componentes quimicos de plasmodios y cuerpos reproductivos en diferentes estados de
desarrollo. En el presente estudio, se dan evidencias de ausencia de almidon en el
protoplasma de primordios y cabezuelas granulares o de esporas de Cribraria sp.. lo
cual no es sorprendente pues esta sustancia de reserva no ha sido previamente
encontrada en ningun mixomiceto ya que la prueba de lugol es especifica para la
deteccion de almidones polimeros de la glucosa en enlaces glicosidicos a(l-4)
(Bohinski 1991). La presencia de glucdgeno, sustancia de reserva presente en los
plasmodios de Physarum polycephalum Goodman y Rusch (1969 citados en Charvat y
cols. 1973). no podria ser evidenciada por esta via. requiriéndose asi pruebas

adicionales para corroborarse presencia en el protoplasma de Cribraria.

En el caso de rojo “O” de aceite para deteccion de lipidos, éstos se evidenciaron
claramente en la membrana que recubre primordios y estipites de los cuerpos
reproductivos en formacion, pero fueron menos claros en el protoplasma. No parece
extrafia la presencia de lipidos en las membranas o vainas que recubren a los primordios
o cuerpos reproductivos en desarrollo, ya que estas cubiertas deben de incluir a la
membrana plasmatica la cual estd conformada fundamentalmente por fosfolipidos y
proteinas (Bohinski 1991). La presencia de lipidos también habia sido previamente
reportada por Yang (1970) en los plasmodios de Reticuiaria lycoperdon en la forma de
gotitas de lipidicas, por lo que tampoco seria dificil su presencia en el protoplasma de
los primordios de Cribraria recién formados. Hasta donde se tiene conocimiento, la
presencia de lipidos no habia sido previamente reportada en los estipites de ninguna

especie de mixomiceto.

Diversos polisacaridos han sido mostrados como componentes de inclusiones
protoplasmicas Goodman y Rusch (1969 citados en Charvat y cols. 1973) y vainas
mucilaginosas de los plasmodios McCormick v cols. (1970a), paredes de esporas
Chapman y cols. (1983) o cubiertas de estructuras de resistencia (McCormick y cols.
1970b), o bien estipites vy capilicios de los cuerpos reproductivos (Goodwin 1961) de

algunas especies de mixomicetos.




En el presente estudio. los polisacaridos insolubles fueron detectados en el protoplasma
de primordios y masas globulares que originaran la esporoteca, notandose a la vez
cambios en la intensidad de la coloracion, lo cual podria indicar también cambios en sus
concentraciones McCormick y cols. (1970a) han detectado disminucién en las
concentraciones de glucogeno durante el proceso de esporulacion, lo cual explicaria los
cambios arriba mencionados en el protoplasma de los primordios, ya que este podria ser
el principal polisacarido presente como sustancia de reserva de los plasmodios Daniel
(1964 citado en Gray y Alexopoulos 1968) y podria estar utilizandose en la sintesis de
nuevos componentes asociados con la formacion de estructuras reproductoras y esporas.
Su disminucion a bajas concentraciones podria indicar que este polisacarido ha sido
consumido hasta hacerlo no detectable. pero su presencia nuevamente durante la
formacion de las esporas sugiere que es sintetizado otra vez para ser almacenado como

sustancia de reserva en las esporas.

En el caso del estipite, Goodwin (1961) ha sugerido que en Comatricha se deposita una
matriz no celuldsitica antes de que la celulosa sea depositada en estipite y capilicio.
Aunque no existe evidencia de qué tipo de polisacdrido esta presente en el estipite de
Cribraria sp., el mecanismo propuesto por Goodwin (1961) podria ser el mismo en esta
especie, depositandose los polisacaridos s6lo hasta que se ha formado una matriz que no
contiene polisacéridos, razon por la que la presencia de estos compuestos es detectada
solo hasta que el cuerpo reproductor a alcanzado su madurez. Es dificil explicar porque
no se detectaron polisacéridos en la pared de las esporas o en la cubiertas que cubren los
primordios, ya que (McCormick y cols. 1970a. 1970b) y (Chapman y cols. 1983) han
demostrado la presencia de polimeros de la galactosamina en estas estructuras. La
aplicacion simultanea de las pruebas para detectar polisacaridos y proteinas pudo
disminuir la sensibilidad de las pruebas, haciéndola confusa en aquéllas estructuras en

que ambos compuestos estan presentes, como es el caso de la pared esporal.

Con relacion a las proteinas, la prueba histoquimica utilizada permitié su deteccion en
las membranas que envuelven los primordios y los cuerpos reproductivos, lo cual parece
l6gico ya que tanto las vainas mucilaginosas Simon y Henney (1970), como las

membranas celulares contienen una fraccion proteica. en el primer caso en la forma de

glicoproteina Simon y Henney (1970).

66




La presencia de proteinas en el protoplasma de la esporoteca en desarrollo también era
de esperarse, ya que el protoplasma contiene una alta proporcion de proteinas Zeldin y
Ward (1963a, 1963b citados en Gray y Alexopoulos 1968). Misma situacion parece
darse en el caso de las cubiertas de las €sporas, ya que aunque se ha reportado un bajo
contenido de proteinas en la pared de la espora (McCormick y cols. 1970b). ésta se

encuentra adyacente a la membrana celular de la misma, lo cual podria intensificar la

reaccion en este sitio.
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8. CONCLUSIONES

El' desarrollo morfogenético de las cinco especies de Cribraria (C. cancellata. C.
lepida. C. microcarpa, C. violacea 'y Cribraria sp.) estudiadas en el presente trabajo es
de tipo mixogastroide observado también en Cribraria zonatispora 'y C. aff. fragilis. El
proceso de desarrollo es muy similar en todas las especies, con primordios hemisféricos.
que toman después una forma esférica, alargamiento posterior del estipite elevando la
masa protoplasmica que origina a la esporoteca; en cuanto el estipite alcanzo su
longitud total, la masa protopldsmica cambio de coloracién. encontrandose va en esla
etapa tanto la red peridial como el caliculo (en especies que presentan tales estructuras):
finalmente se forman las esporas. Para C. lepida, C. microcarpa, C. violacea v
Cribraria sp., los primordios observados fueron microscopicos e individuales y cada
uno dio origen a un cuerpo reproductivo; a diferencia de lo anterior, el plasmodio de
cancellata fue macroscopico, de apariencia reticulada y a partir de cada plasmodio se
originaron muchos primordios que maduraron de manera sincrénica. De esta forma. la
principal diferencia entre las especies de este género es el tipo de fase plasmodial

presente y no el patron de su morfogénesis.

Durante las observaciones de la estructura de Cribraria sp., se logré concluir que esta
especie no contiene reservas de almidén. Los lipidos se observaron en la membrana que
recubre a los primordios y en etapas més avanzadas se detectaron también en el estipite.
Los polisacéridos insolubles se observaron en el protoplasma de los primordios y en las
masas globulares que dan origen a la esporoteca, pero su presencia fue mas evidente
durante la formacion de las esporas. Las proteinas se detectaron tanto en las membranas

que envuelven los primordios como en los cuerpos reproductivos.
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9. PERSPECTIVAS

Recomendaciones para continuar con el estudio de la morfogénesis del género
Cribraria:

I. Realizar cultivos en agar como alternativa complementaria para corroborar las
observaciones previas en cultivo de camara himeda, y poder llevar a cabo

observaciones mas detalladas del proceso de morfogénesis.

2. Explorar la inclusion y corte de especies de mayores dimensiones que faciliten el

manejo y permitan confirmar las observaciones que se tienen hasta el momento.

3. Llevar a cabo observaciones en microscopia electronica de transferencia para la
realizacion de descripciones a nivel ultraestructural de las diferentes fases de desarrollo

de los cuerpos reproductivos.

4. Mangejar por separado las distintas pruebas histoquimicas para la deteccion de
proteinas y polisacaridos insolubles con el objeto de una mejor interpretacion de las

observaciones.

5. Utilizar pruebas especificas para cada compuesto quimico de interés (p.e.. para
glucogeno, celulosa, quitina, polimeros de galactosamina, etc.). con el objetivo de
conocer en forma mds precisa la composicion quimica de las diferentes estructuras de

los cuerpos reproductivos de los mixomicetos.

6. Realizar el manejo y toma de fotografias de los cortes tefiidos de forma inmediato. va
que las preparaciones son temporales y se pueden perder las evidencias sobre la

composicion y ubicacion de compuestos especificos.
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