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INTRODUCCION

El tema central de la investigecién llevada e cabo hasta el
presente se refiere al estudio sistemético y biolégico de las Ascobold
ceas de Argentina, al que agregamos, & partir de 1975, el estudio de
las Hypocreales de Argentina, motivados por la existencia de divergen-
cias de criterio bastante acentuadas entre los diversos sutores sobre
la ubicaci6n sistemdtica y las afinidades entre los miembros de las Hy

pocreales.

La familia Ascobolaceae, dentro de los Ascomycetes, pertenece
a la Serie Discomycetes, donde se encuentran ubicados aguellos hongos
que tienen como fructificacién, un apotecio. Dentro de la femilia es-
tén incluidas numerosas especies, cuyo habitat caracteristico, aunque
no exclusivo, es el estiércol de animales herbivoros. Este brinda, a-
demés de las Ascoboléceas, un fascinante conjunto de hongos, maravillo
samente adeptados, tanto fisiolfgico como balisticamente a un amplio ran

go de condiciones.

Un trozo de estiércol colocado en cémara hdmeda e iluminado,
es una fuente segura de numerosos representantes flngicos, que aparecen
y maduran en una sucesidn casi perfecta. Los Ascomycetes pueden apare-
cer tempranamente, algunos alrededor del 4to. dfa, pero generalmente la
aparicién es posterior alrededor del 7mo-Sno. dia, en que géneros coprf

filos caracteristicos incluyen Discomycetes como Iodophanus, Cheilyme-

nia, Ascobolus, Saccobolus y Pyrenomycetes como Sordaria, Podospora vy




Sporormia, estos tres Gltimos, muy estudiados en lo que respecta a su
ciclo reproductivo (Hawker, 1939 a, b; 1957; Ingold, 1965; Walkey y Har
vey 1966 a, b; 1968; Austin, 1968 a,b.).

Los mecanismos de dispersibn de muchos de estos hongos sugie-
ren una relacibn ciclica entre estiércol-hierba-tracto intestinal del
herbfvoro -estiércol. Sin embargo muchos son los presentes como esporas
0 micelio sobre las hierbas, pero relativamente pocos los que sobreviven
hasta fructificar sobre el estiércol (Bonner y Fergus, 1959). El proce-
so de digestifn, la alta temperatura y la competencia con otros microor
ganismos ejercen una considerable seleccibn, encontréndose ciertos gru-
pos con alta proporcibén de representantes coprofilos y otros, como los
Discomycetes inoperculados, que son muy raros (Dennis, 1968). La evolu-
cibn en la escala zoolbBgice hacia los animales de sangre caliente, pare
ce haber sido de gran importancia en la evolucifn del hébitat coprbfilo,
ya que si bien un gran nimero de especies se ha encontrado en estiércol

de aves y mam{feros, muy pocas lo han sido en estiércol de reptiles.

Un hecho interesante que presentan los hongos coprbfilos en ge
neral, es su distribucibn cosmopolita, sin duda influenciada por su ti-
po de dispersibn, realizado por los mismos animales, por el viento y tam
bién por el agua, o bien por esporas adheridas al forraje que es a veces

transportado a grandes distancias.

Hay varias caracter{sticas de los hongos coprffilos que permi-

ten su éxito y supervivencia, a saber: 1) Capacidad para sobre~




vivir a la di gestibn. Relativemente son pocos los hongos que fruc

tificen sobre estiércol comparados con las numerosas y variadas esporas
adheridas a las hierbas. Podemos suponer que no soportan la digestibn;
sin embergo, muchas pueden sobrevivir y germinar, pero pueden ser inca-
paces de competir por los nutrientes con otros microorganismos. Puede
también haber crecimiento vegetativo, pero el sustrato ser desfavorable
para la fructificacifin, Se han hecho numerosas experiencias, entre ellos
inocular pan estirilizado con suspensiones de esporas variadas y conoci
das y observer cuales aparecen sobre el estiércol en cémara himeda. Har
per (1962) demostré que el tiempo necesario para la produccifn de tubos
germinativos a temperatura ambiente después de haber sometido a una se-~
rie de esporas a un tratamiento con pancreatina alcalina durante 5 ho-
ras a3 37QC, variaba entre 4 y 72 horas, lo que podris estar relacionado
con el tiempo que la comida esté normalmente dentro del intestino; &4 -
6 horas para conejos (Brendt y Tacker, 1958, 25-40 horas o hasta 72 ho-

ras para ganado vacuno (Sineshchekov, 1965; Dukes, 1942).

20) Necesidad de un estfmulo para la germinecibn.

Las esporas de numerosos coprbfilos no germinan fécilmente cuando se

siembran en agar-nutritivo. Teniendo en cuenta su nicho ecolbgico, re-
sulta ventajoso para las esporas no germinar fécilmente sobre los pas-
tos cuando éstos son humedecidos. La dormancia, constitutiva o exbgena,

constituye pues, un mecanismo adeptativo sumamente vaeliloso.

30) Supervivencia v crecimiento dentro de un am-




plio rango de temperaturas. La temperatura del tracto intes

tinal de animales de sangre caliente oscila alrededor de 37QC y las es-
poras de hongos coprffilos deben sobrevivir a esta temperatura por perig
dos que varfan de unas pocas horas hasta 3 dfas. No hay demasiadas evi-
dencias de si pueden sobrevivir en estado miceliamno, pero de las obser-
vaciones hechas "in vitro" se concluye que muy pocas son capaces de cre

cer a 37QC.

Con respecto a la nutricibn en coprbfilos, el estiércol es un
medio muy complejo y particular que contiene, ademfs de los restos de
hierbas ingeridas por el animal, productos de desecho tales como produc
tos de la degradacibn de glbbulos rojos, pigmentos biliares, remanentes
de poblaciones microbianas que, muertas, son importante fuente de nitqg
geno, y vivas, son capaces de sintetlzar viteminas solubles, de tal for
ma que el estiércol contiene un rico suplemento de factores de creci-
miento. La obtencibn de un medio sintético que permita al hongo cumplir
su ciclo biolbgico normalmente, requiere un anflisis minucioso de los

diferentes factores nutricionales.

En los Gltimos afios ha habido un incremento notable en el in-
terés de aplicar anflisis bioquimicos & la identificacibn y clasifica-
ci6n de los hongos, la cual, tredicionalmente, est& basada sobre carac
teres morfolbgicos relacionados con las hifas vegetativas, la reproduc
cibn sexual y asexual, color, forma y tabicamiento de esporas y otros

caracteres similares. Algunos rasgos usados son fundamentales, otros



trivieles. En el caso particular de las Ascobolféceas, se han realizado
estudios sobre ciclo de vide, citologfe y sexualidad de algunas especies,
pero el tratamiento sistemético de este familia se ha hecho exclusivamen
te sobre la base de caracteres macro y micromorfolbgicos. Con la espe-
ranza de encontrar nuevos criterios que fundamenten la separacién de-
las especies y el grado de afinidad entre ellas y entre los géneros, se
ha encarado el estudio monogréfico de las Ascoboléceas de Argentina,

con un enfoque fisiolbgico y ontogenético. MAs aln, el enfoque biolbgi-
co que se le da al tema, que rebasa los limites geogréficos en el senti
do de que la mayorfa de las especies son cosmopolitas, permitiré ahon-
dar el conocimiento actual de las mismas. Por otra parte, el estudio de
los requerimientos nutricionales, tendientes a la obtencién de medios

de cultivo totalmente sintéticos, que permiten a los organismos estudig
dos cumplir su ciclo de vide normalmente en el laboratorio, bajo condi-
ciones controladas, permitirf usar este extraordinario material biolbgi

co en el estudio y dilucidacibn de problemas genéticos.



MI INCORPORACION EN LA INVESTIGACION

Mientras cursaba mi segundo afio de la Carrera, tuve la opor-
tunidad de ponerme en contacto con la Dra. Amoa, quien regresaba de Es
tados Unidos, donde hebfa trabajado con George Bistis en Ascobolfceas.
Supo de mi interés por los hongos y generosamente me ofrecif la oportu
nidad de trabajar a su lado, como ayudante de laboratorio. All{ comen-
z6b mi aprendizaje, cumpliendo todas las tareas b&sicas de laboratorio
que me permitieron familiarizarme con las Ascobolflceas, aprender a re-
conocerlas,a tratar de sislarlas en cultivo, a partir de ese fascinan-
te mundo que es un trozo de estiércol puesto en cémara himeda. Desde
entonces y hasta le finalizacifn de mi Carrera continfile trabajando y a-
prendiendo bajo la direccibn de la Dra. Amos, en el Departamento de
Ciencias Biolbgicas, donde comencé, mi carrera docente. En 1965 la Dra.
Amos se trasladb a la Universidad Nacional de La Plata como Profesora
Titular, pero seguimos trabajando en el tema en colaboracibn. Por ese
entonces comencé a trabajar en colaboracibn con la Dra. Rosa M. de Le
derkremer, del Departemento de Quimica Orgénica, analizando la compo-

sicibn quimica de los estromas fértiles de Cyttaria harioti, de la que

estudiamos los Hidratos de Carbono simples y polioles. Mi incursibn en
el tema fue breve, ya que si bien me interesaba, no quer{a perder de
vista el aspecto blolbgico, por lo que no continué con la investiga-
cibn, dedicéndome enteramente a la biologfa de lms Ascoboléceas. En

colaboracibn con el Lic. Rondn Cinto, publicamos el 4to. trabajo de la



gerie monogréfica sobre Ascoboléceas, con la supervisibn de la Dra.

Amos, quien por entonces, nos derivb esta linea de trabajo.

En mayo de 1972, y debido a las gestiones que realizara el Dr.
Jorge Wright, entonces director del Depertamento de Ciencias Biolbgicas
pude asistir al curso de post-grado, que sobre "Cromosomas en la evolu-
cifn y sistemética", dictara el Dr. Keith Jones en la Facultad de Agro
nomia de la Universidad de Buenos Aires. Mi interés por la citologia
en Ascoboléceas me habfa llevado en aquella oportunided a probar diver
sas técnicas, con resultados bastantes satisfactorios. De all{ en ade-
lante, se agregbh a la l{nea de trebajo original el estudio citolbgico
de las especies analizadas, con la intencifbn de aportar nuevos datos
complementarios en la caracterizacibn de estos organismos. Con el trans
curso del tiempo, se fueron afiadiendo al plan original nuevas temas:
as{ se estudiaron los requerimientos nutricionales de Ascobolus bigu-
ttulatus, utilizéndose en el anflisis estad{stico de los datos, Téc-
nicas de Superficie de Respuesta. Con el empleo de técnicas especia-
les que permiten preservar sin mayores deterioros las estructuras sexua
les, pudimos observar y estudiar los rasgos estructuras en vista super
ficial de los estados inicieles en la formacibn de la fructificacibn

de Ascobolus bistisii, hasta la maduracibn y liberacibn de las ascospg

ras, empleando el Microscopio Electrbnico de Barrido. En colaboracibn
con el Departamento de Quimica Orgénica de nuestra Facultad, eislamos

y caracterizemos el glicBgeno obtenido del micelio de Ascobolus fur-




fursceus y ultimamente hemos inclufdo el anflisis electroforético en
gel de poliacrilamida, de las protefinas solubles del micelio, ya que
consideramos que puede proporcionarnos datos que contribuirén al escla-
recimiento de las relaciones taxonbmicas de organismos relacionados o
supuestamente relacionados,sobre todo de aquellos donde hay dificultad
para utilizar los métodos clésicos de la Taxonomia tradicional. Para
estos trabajos cuento con la colaporacibn inestimable del personal do-
cente auxiliar con dedicacifn exclusiva del Laboratorio de Introduc-
cibn a la Boténica, quienes abarcan diversos aspectos parciales del

plan de investigacibn.

Los trabajos publicados hasta el momento pueden dividirse en

tres grupos a saber:

1) Relacionados con el crecimiento, la ontogenia, la sexualidad, la ci-
tologfa y la nutricifn de Ascobolfceas (principalmente de Argentina,
aunque incluyen dos trabajos reelizados con materiasl proveniente de Es

tados Unidos de Norteamérica). Trabajos 1 - 15 inclusive.

2) Relacionados con el crecimiento, la ontogenia y la citologfa de Hy-

pocreales de Argentina. Trabajos 16 - 18 inclusive.

3) Un Gnico trabajo relacionado con la composicibn quimice de Cyttaris
harioti Fisher, en el que se analizb el contenido de Hidratos de Car

bono simples y polioles en el estroma fértil de Cyttaria harioti. Co

mo explicare previamente, no se continué con esta linea de trabajo.



A continuacibn, presentaré le metodolog{a, resultados y conclu-
siones extralidas hasta el presente, en el "Estudio sistemftico y biolb-

gico de las Ascoboléceas de Argentina".



=10-

ESTUDIO SISTEMATICO Y BIOLOGICO DE LAS ASCOBOLACEAS DE ARGENTINA

MATERIALES Y METODOS

Debido a que el estiércol de enimales herbfvoros es el princi
pal, aunque no Onico habitat de las Ascobolficeas, el método de la cama
ra himeda, practicado por los micblogos desde el siglo pasado, sigue
siendo el habitual para la obtencibn de fructificaciones en el labora-
torio. Para ello se utiliza estiércol previamente secado y se lo colo-
'ca en una caja de Petri sobre papel de filtro, suministréndosele sufi-
ciente humedad. Al cabo de 8 - 10 di{as, los apotecios de la mayoria de
las especies de Ascoboléceas alcanzaen la madurez. Entonces se invierte
una ceja de Petri con egar-agua al 2,5% sobre el estiércol con el obje
to de recoger las ascosporas, que al ser expulsadas violentamente al
menor movimiento del aire, se sdhieren fuertemente al agar, debido al

caracterfstico mucflago que generalmente las envuelve.

Se observan las ascosporas durante los df{as subsiguientes y
si germinan a temperatura ambiente, se hacen cultivos monospfricos
transfiriendo pequefios bloques de agar conteniendo una ascospora ger-
minada o bien una punta de hifa, a medio nutritivo "stadard" (agar:
25 g ., extracto de levadura "Difco": 3g., egua destilada 1000 ml. vy
un disco de pspel de filtro Menaco Duren NQ@ 615 o similar). Se incu-

ban los cultivos a temperatura smbiente o bien en cémara incubadora a



23aC + 10C, a luz contfnua., Si por el contrerio, el cabo de 10 a 15

d{as no han germinado, se ensayan tratamientos inductores de la germi-

nacibn, Estos tratamientos se splican e ascosporas que tengan un "pe-

riodo de reposo" minimo de cinco dias, contados e partir de su expul-

si6n del asco. Este perfiodo parece ser indispensable para las especies

de Ascobolus, aunque no es absolutamente necesario para las especies de

Saccoblus. Los tratamientos inductores pueden ser:

a)

b)

Calor: consiste en suministrar a las ascosporas una temperatura de

370C durante un tiempo que varia de 24 horas a varios dfas, segln
los casos, o bien el llamado “shock" de célor, por el gue se somete
8 las ascosporas durante un lapso de 1 - 3 minutos a altas tempera-
turas (80GC a 90QC) en un horno eléctrico, haciéndose bejar peulati
namente la temperatura hasta que alcance unos 20-23QC, con lo gue se
da por finalizado el tratamiento. Luego se dejan s temperatura am-

biente.

Soluciones alcalinas:El tratamiento se efectla con solucig

nes de OH\a e OH4 de concentraciones inferiores al 1%. La concentra
cibn de las soluciones a emplearse depende del espesor de la pared
de la espora y de la presencia o no de grietas. El1 tiempo de accibn
del alcali es variable, habiéndose ensayado tiempos que oscilaron en
tre 2 y 60 minutos, al cabo de los cuales se neutralize con una so-
lucibn 1N de HCl. Se vuelca el 1iquido, se lava, y se incuba a 370C

por un perfodo que puede variar de 24 horas a varios dfas. A partir



de las 24 horas, del tratamiento, se observan las ascosporas diaria-
mente y sl el porcentaje de germinacibn es de 40 a 50% al cabo de 24-

L8 horas, se considera efectivo el tratamiento.

‘Une vez aisladas las ascosporas germinadas en cultivos monospf
ricos sobre medio "stadard", se observa el desarrollo del micello ‘duran
te dos o tres semanas, y si sflo hay crecimiento vegetativo abundante,
se sospecha que pueda tratarse de una especie heterotflica. Para deter-
minar la compatibilidad sexual de las cepas monospbricas, se las cruza
de a pares en caja de Petri, observlndose la aparicifin de lesfructifica

ciones, generalmente en la linea de contacto de las colonias.

En los casos en que existen ofdios que ectlan como asgentes es-
permstizantes, con el fin de estudiar los mecanismos de interaccién en-
tre ofdios y micelio compatible, recurrimos a la "espermatizacifn"., Pa-
ra ello, se coloceron bloques de ager-agua al 2%, de 5 x 5 x 2 mm., con
of{dios provenientes de cultivos de 5 dias, que fueron obtenidos por fil
trado estéril comoc una suspensibn libre de micelio, sobre micelio base
de la misma edad, de la cepa compatible, creciendo en cajas de Petrl con
medio "atadard", y se siguif la evolucibn del proceso con el microsco-
pio bptico. La concentracifn de ofdios debe ser tal que nos permita ob-
tener un nlmero uniforme de fructificaciones por blogue de asgar, y de
temafio medianamente parejo. De este manera, los primeros estadios se ob
servaron "in vivo", fotografiando las secuenclas desde que se activan

los ofdios y se inicia 1la diferenciacibn de los ascogonios hasta la



formacibn de los protoapotecios. Paralelamente se fueron fijando los
blogues de agar con las fructificaciones a intervalos regulares, hasta

la maduracibn de los mismos en fijador de Newcomer (1953).

Para las observaciones del desarrollo reallzadas con MEB, los
bloques de agar conteniendo los diferentes estadfos de desarrollo del
apotecio fueron fijados en glutaraldehido al 2,5% en "buffer" de Millo
ning a pH 7,3 (Dawes, 1971), durente 3 a 5 horas 8 temperatura ambien-
te. La fijacibn inicisl fue seguida por tres lavados de 15 minutos ca-
da-uno en el mismo "buffer" y dejados toda la noche en el mismo. El ma
terial fue luego‘post-fijado en Oanh al 1% en "buffer" de Milloning du
rante 2 horas: 1 hora a 38C; 30 minutos a 120C y 30 minutos a tempers-
tura ambiente. Luego fue deshidratado con acetona al 15, 25, 35, 45,
55, 65, y 75% a 30C, durante 10 minutos en cade etapa. Finalmente fue-
ron sometidos al proceso del "Punto critico® y observados con el Mi-

croscopio Electrbnico de Barrido.

El estudio ontogenético de los apotecios se realizf con mate-
rial fijado, seccionado y colorado, complementado con observaciones "in
vivo" de cultivos desarrollados en caja de Petri, sobre medio "standard".
El estudio comparativo del crecimiento vegetativo y de las fructifica-
ciones se efectub con ensayossimulténeos en, por lo menos, tres de los

siguientes medios de cultivo:

a) Medio "standard" (sigla PF) (Bistis, 1956:389).



b) Medio de Caseina(sigla C) (Wood, 1953: &4) modificado utilizando ca-

sefina en lugar de casef{na hidrolizada.
c) Medio M (Olive, 1950:759).
d) Medio de Yu (sigla Y) (Ranalli y Gamund{, 1975:740).

e) Extracto de estiércol - uree (sigle E-U): 1 1litro de decoccibn de es
tiércol filtrada, 5 g. de glucosa. 1g de ni-

trato de amonio, 2g de urea, 20g de agsr.
f) Estiércol de vaca, caballo, ovejea, cabra, etc. esterilizado (sigla E).

En el caso del género Ascodesmis, tanto la germinacibn de las
ascosporas, como el desarrollo de las fructificaciones, fueron llevadas
a cabo sobre el siguiente medio: almidbn soluble 10 gr, extracto de le-
vadure "Difco" 5 gr, HZHPUA: 1 gr, SUhMg.7H20:D,5 gr, agar 20 gr, agua
de canilla 1000 ml.

En cuanto a las condiciones ambientales, muchas experiencias,
sobre @odo las de los trabajos iniclales, se realizaron a temperatura
ambiente registrads con termogréfo. En los trabajos posteriores, con-
tando con cémaras de cultivo, las experienclas fueron realizsdas a tem
peraturas controlada de 23QC + 1QC, Las condiciones de iluminacibn se
variaron, para poder observar el efecto de la luz sobre los cultivos,
haciéndose silmulténesmente dos series, una s la luz y otra a oscuridad,
otras egregéndose & las dos anteriores una serie con exposicibn a la va

riacibn diurna de luz o a per{odos diarios controlados de luz y oscuri-
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dad. En algunos casos, se expusieron los cultivos a la oscuridad duran-
te un lepso de su desarrollo, dejéndose a luz contfnua durante el tiem-
por subsiguiente. La luz continua se proveyl por un tubo fluorescente

de 20 watt, dentro de una cémara de madera de 70 x 45 x 45 cm, donde se
registr6 la temperatura, o bien en célmara de cultivo New Brunswick, su-
ministrada por tres tubos fluorescentes de 20 watt, a temperatura cons-
tante de 232C + 10C. Para los ensayos de oscuridad, se envolvieron las

cajas de Petri con papel negro.

Para la fijacibn del material se usf fijador de Newcomer (1953)
procediendo a fijar cada 24 horas pegquefios bloques de agar conteniendo
primordios de apotecios desde su aparicibn en cultivo hasta llegar a la
madurez de las fructificaciones. E1 minimo de tiempo de fijacibn fue
una semana y el m&ximo un mes. Antes de seccionar el material con el mi
crbtomo de congelacifin, se lo hidratb y luego se lo montb en la mezcla
de Hamilton (Clayden, 1958) para tal fin. Se efectuaron secciones longi
tudinales de las fructificaciones de 8 a 20 pm de espesor, que posterior
mente se coloraron con carmin propibnico (Olive, 1950:759) y con azul
léctico (Le Gal, 1947:79) para su estudio ulterior. Las secciones més i

lustrativas fueron fotografiadas.

Las porciones del estiércol original, con las fructificaciones
secas quedaron depositadas en el Herbario del Departamento de Ciencias
Biolbgices de la Faculted de Ciencias Exactas y Naturales (BAFC), as{

como trozos del estiércol esterilizado y reinoculado con la especie es
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tudiada, al estado seco. Los cultivos se mantienen en la coleccibn de

cultivos de hongos del Departamento citado (C- ).

Métodos citolégicos.

Las observaciones citolfgicas se hicieron en micelio y en fruc
tificaciones obtenidas sobre medio "ataenderd" o bien en medio "Y". Para
tal fin, a partir generalmente del 3er-4to. die de la inoculacibn del
micelio en el medio respectivo, se fijaron pequeifios blogques de agar con

teniendo el micelio y/o las jBvenes fructificeciones.

Fi jeci bn; se utilizaron distintos fijadores, dependiendo del coloran

te a emplear en cada caso:

a) Fijador de Carnoy (3 partes de alcohol absoluto, 1 parte de

fcido acético glacisl), durante 30 minu-

tos a varios -dias (no mls de cinco).

b) Fijador de Lu modificado (Lu, 1962, 1967), compuesto por: 9

psrtes de alcohol etflico absoluto, 6 par
tes de Acido propibnico y 2 partes de so-
lucibn acuosa al 10% de écido crbmico. La
fijacibn se realiz8 durante 24 horas a 10
dfas. Los mejores resultados fueron obte-
nidos con meterial fijado durante 24-48

horas.

En ambos casos los bloques de agar se colocaron en pequefios
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frascos con fijador, dejéndolos a temeperatura ambiente hasta la colo~

racibn.

Coloraci b6n: Varias fueron ensayadas:

a) carmin en &cido propibnico al 65% (Wells, D. 1956).
b) Aceto-lacto-orceina (Day, Boone y Weitt, 1956).
c) Giemsa HC1l (Rogers, 1965).

d) Hematoxilina-propiono-férrica (Lu, 19€7).

Los mejores resultados fueron obtenidos con las dos G(Gltimas co

loraciones, por lo que se emplearon rutinariamente.

Coloracibn con Giemsa: peguefios bloques de agar fueron fi jados

en Carnoy (3:1) durente 30', lavados répidesmente en alcohol 70% y a con-
tinuacibn en 2 cambios de agua destilada e hidrolizados en HCl IN duran-
te 30' a varias hores, a temperatura ambiente, o bien durante 20' en HCl

AN a 60QC.

Después de hidrolizado, el meteriasl fue lavado con agua destila
da y colocado en buffer de pH 7,2 preparado seglin Jensen (1962), llevado
aﬁbre un porta-objetos y luego de absorber el exceso de buffer con papel
de filtro, se agregaron 2 gotas de buffer fresco y una gota de solucibn
stock sin diluir de colorante de Giemsa, preperado de acuerdo con Ward
y Ciurysek (1962). Después de colorar durante 15-45' se lavb con varios
cambios de agua destilada y buffer respectivamente. Nuevamente, el ex-
ceso de buffer fue eliminado. Completando la coloracifn se agregb sobre

el material une gota de solucifn acucsa de OHX al 3%, colocando un cu-
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bre-objetos y aplastando vigorosamente. E1 material nuclear aparece ro-
jo purpdreo, mientras que el citoplasma permanece incoloro o levemente

rosado. La coloracién persiste durante 12-15 horas, después de las cua-
les se desvanece. (En heladera puede durer varios dias, protegiendo los

preparados de las desecacifn).

Coloracion con hematoxillna-propiono-~ ferrica:

Las fructificaciones fueron fijadas en fijador de Lu modificado, gene-
ralmente durante 24 horas, sunque en materiales gque permanecieron en el
fijador a temperatura ambiente durante 10 dias, las placas centriola-
res se tiferon con mayor nitidez.

Después de la fijacibn, las fructificaciones fueron hidragta-
das 8 través de la serie de alcoholes e hidrolizadas en HCl IN durante
5' a temperatura ambiente, calentando luego a 60QC en bafio de agua, du-
rante 15-20 minutos. Se lavaron repetidas veces con fijador de Singleton
(1953) para eliminar todo rastro de HCl gque interfiere con la poste-
rior coloracién. La hidrélisis facilita el aplaestado de los ascos y el
citoplasma se colora menos. El colorante fue preparado mezclando par-
tes iguales de una solusién al 0,5% de alumbre de hierro en &acido
propibnico al 50% y hematoxilina al 2% en Acido propifnico al 50%.

Si la solucién de hematoxilina es reciente, el colorante no de
be usarse hasta después de 24 horas de preparada la mezcla, gue man-
tiene sus propiedades alrededor de cuatro semenas sl se guarda en un
frasco color de caramelo. Las fructificaciones se dejaron el el co-
lorante durante 2-24 horas, luego se aplsstaron en una gota de colo

rante fresco sobre un porta-objetos, y antes de bordear con parafi-
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na se calentaron suavemente, intensificéndose la coloracibn de los nfi-

cleos, nucleolos y cromosomas, y aclaréndose el citoplasma.

Ensayos sobre nutricibn

Se estudif le respuesta cuantitetive de Ascobolus biguttula-

fus 8 cuatro fuentes nutritivas: biotina y tiamina, vitaminas para las
cuales mostrf deficiencia.y D-glucosa y L(-) asparagina como fuentes
de carbono y nitrfgeno respectivamente. Para ello se trabajb con el
aislamiento monospbrico N@ 19 de le cepa C-1220, cuyos repigues se man
tuvieron en medio "standard" en heladera a 10QC hasta el momento de su
utilizacibn., E1 inbculo para los enaaéoa fue un disco de 2mm de difme
tro tomado de una colonia que fue repicada 2 veces en caja de Petri
con Bacto-agar "Difco" al 2%. E1l materiel de vidrio fue lavado con de
tergente especial para vidrio, sometido luego a la accibn de una solu
cibn de bicromato de K y &cido sulflirico y enjuagado primero con agua
corriente caliente y luego 6 veces con agua bidestilada por vidrio.
Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave durante
20 minutos & 1210C, la glucosa se esterilizb separadamente y se afa-
dié estérilmente al medio bassl. Las vitaminas se esterilizaron e tras
vés de filtro Seitz y se afiadieron al medio basal en las concentracio
nes requeridas. Se prepararon soluciones acuosaas madre, las que fue-
ron congeladas hasta el momento de su utilizacibn (biotina: ng/ml Y
tiamina 100 pg/ml). Los tspones de algodbn de los Erlenmeyers en don
de crecib el hongo fueron protegidos con gasa medicinal para evitar

la contaminacifn de los medios de cultivo con part{culas de algadbn
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(Sherwood y Singer, 1944).

El pH inicial de todos los medios varib entre 6,2 y 6,4
antes de esterilizar. Cuando fue neceserio sjustar los valores de
pH dentro de ese rango, se utilizaron soluciones 0,1 N de OHNa y
HCl. Los cultivos se realizaron en Erlenmeyers de 250 ml contenien
do 100 ml. de medio lfquido que consistib en: D-glucosa, L(-) as-
paragina (ambas en concentraciones variable seg(in el disefio expe-
rimental), HZHPUA:U,G gr, HHZPDh:D,S gr, MgSUh.7H20: 0,5 gr y so-
lucibn de micronutrientes: 1 ml (Galvagno, 1976); biotina y tiami
na (en concentraciones variables seglin el disefio experimental),
HZD destilada haste 1000 ml. Las drogas utilizadas fueron pro-ang
lisis.

El crecimiento vegetativo se valorf tomando el peso seco
del hongo creciendo a 24EC durante un perfiodo de 6 dias; el mice-
lio fue filtrado por embudo Buchner a través de papel de filtro
(Carl Schleicher and Schull N@ 595), enjuagado con agua bidesti-
lada y secado a 90RC hasta peso constante. Los valores de peso
seco aproximados al miligramo, fueron registrados en una balanza
analitica Mettler H5. Para todas las experiencias los cultivos
se incubaron en cémara de crecimiento a luz cont{nua, suministra
da por tres tubos fluorescentes de luz fria de 20 watt, con agi-
tacibn constante a 125 rpm. E1 andlisis estad{stico de los datos

se efectub empleando Técnices de Superficie de Respuesta.
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Para el aislamiento y caracterizacifn del glicbgeno presente

en micelio de Ascobolus furfuraceus, se utiliz6 un aislamiento monospf

rico de la cepa C-233 que fue mantenido en medio "standard" en helade-
ra a 100C. Los cultivos se realizaron en Erlenmeyers de 250 ml. conte-
niendo 100 ml de medio lfquido que consistib en: HZHPDA: 0,5 gr, MgSDh.

7H,0:0,5 gr; Cl,Zn, 10mg; SO,Cu: O,4 mg; Cl,Mn: 0,09 mg;'BU3H3:U,D7mg;

L 2
Fe: 1 mg; biotina: 5 ug; tiamina 0,1 mg; D=~

2 2

OthNaZ:ZHZU:D,UZ mr; 813
glucosa:20 gr; L(-~) asparagina: L4 gr; y HZU destilada hasta 1000 ml.
El micelio para determinacién del glicbgeno fue lavedo con etanol y se

cado‘al vac{o s temperatura ambiente.

Métodos analfiticos.

La cromatogrefia en papel fue llevade a cabo por el método des
cendente en papel Whatmann N@ 1 con 1-butancl-piridina-agua (6:4:3 v/v).
El revelado se efectub con: a) Nitrato de plata-hidrbxido de Na (Treve-
lyan y col., 1950); b) p-anisidina-hidrocloruro (Hough y col., 1950), vy

c): ninhidrina (Teonnies y Kole, 1951).

Los {ndices de rotacihn fueron reglistrados con un polarimetro
Perkin-Elmer. El espectro del complejo iocdo-glichgeno fue registrado
con un espectrofotfmetro Beckman DK-2RA, en presencia y ausencia de sul
fato de amonio respectivamente (Archibal y col., 1961). El total de Hi
dratos de carbono fue determinado por el método del fenol-sulférico
(Dubois y col., 1956). Le hidrbélisis &cidas fue llevadea a cabo calentan

do la muestra (5 mg) con HCl. 2N a 100QC durante 2 horas en atmbsfera
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de nitr6geno. E1 glicbBgeno fue extrafido del micelio de 6 dias de eded

siguiendo 2 métodos:

1) Extraccibn con H,0 fria

El micelio (1,42 gr) fue homogeneizado en un Potter enfriado
a 00C, y extrafdo con HZD' 30 ml por vez, repetidamente, hasta que el
test de icdo diers negativo. Después de la centrifugacibn e 1700g du-
rante 30', el glicHbgeno fue precipitado del sobrenadante por adicibn
de 2 volimenes de etanol. E1 precipitado (0,50 gr) fue redisuelto en
30 ml de agua y centrifugado a 45009 durante 30' para remover el ma-
teriel insoluble. E1 glicbgeno fue reprecipitado de le solucibn con

etanol. La purificacibn fue repetida varias veces hasta indice de ro

tacibn constante.

2) Extraccibn con una mezcla de fenol-agua

El procedimiento se basf en el método usado por Laskov y
Margoliash (1963) para la preparacibén del glicbgeno a partir de higa-
do de rata. 3,5 gr de micello seco fue reducido a polvo y extraido
con 120ml de fenol 45% durante 2 horas a temperatura ambiente. La mez
cla fue centrifugada a 12009 durante 30', la fase acuosa fue separada
y se realizf una segunda extraccibn con un volumen similar de agua.
El glicbgeno fue precipitado de los extractos acuosos combinados por
adicibn de 2 vol(menes de etanocl. Despufs de tres purificaciones se

obtuvo un glicbgeno de {indice de rotacibn constante.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

ESTUDIO DE CULTIVOS

R) GERMINACION DE ASCOSPORAS

Las ascosporas expulsadas violentamente por los ascos maduros
fueron recogidos sobre placas de agar-agua al 2,5% y observadas diaria
mente luego de recogidas. S6lo en casos excepcionales ae obtuvo germi-
nacibn espbntenea sobre agar-agua, ya que laa ascosporas estaban dormi

das.

La dormancla en esporas de hongos puede ser de dos tipos (Suss

man, 1965): &) dormancia exfigena, cuando el desarrollo esté diferido

debido a condiciones f{sicas o quimicas desfavorables del medio. b)
dormancia constitutiva, cuando el desarrollo se pospone debido a una

propiedad innata del estado de dormicibn, tal como la existencia de una
barrera a 1l penetracibn de nutrientes o agua, un blogueo metabflico o
bien la existencia de une autoinhibicibn., Ambos tipos de dormancia se
encuentran representadas, en general, en los hongos coprffilos, y en
particular en las Ascobolfceas estudiadas por nosotros. Sin embargo

uno de los problemas que se presentf al estudiarla, es la heterogenei-
dad fisiolfigica de las poblaciones de esporas de una especie dada, vy

aln entre las esporas provenientes de una misma fructificacibn.
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La necesidad de un "tratamiento digestivo" para que la germi
nacibn ocurra varia alin dentro de hongos muy relacionados. Por ejem-

plo, Mucor mucedo, que es soclo copr6filo facultativo, es précticamente,

indiferente al tratamiento inductor (Webster, 1970), mientras que otras

especies tienen requerimientos perfectamente definidos.

Para activar la germinacifn de una especie dada, pueden ser-
vir, por otro lado, una"variedad de activadores, Por ejemplo, Ascobo-
lus stercorius germina después de un tratamiento a 38QC en un extracto
acuoso de estiércol de vaca; despufa de 30 minutos a temperaturas entre
60-700C; a 379C después de ser sometidas las escoaporas durqnte 30 minu
tos a la accibn de una solucifin acuosa de OHNa el 0,35%, o bien, cuando
son tratadas con aales biliares. Este amplio rango de est{mulos se en-
tiende, cuando se ansliza la gran variacibn del medio quimico a lo lar-
go del tracto intestinal que deben recorrer las esporas antes de ser

depositadas con las deyecciones.

La gran diversidad de agentes capaces de activar la germina-
cibn, es similar a la encontrade en otroa hongos no coprbfilos, en los
que se han anelizado con detalle, las causas de la dormancia (Sussmanm

1965, 1966; Sussman y Halvorson, 1966; Fries, 1966).
Las posibles causas de la dormancia pueden ser:

a) Deficiencias metabblicas: en muchos casos, el agregado de nutrien-

tes al medio es suficiente para activar la germinacibn.
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b) Impermeabilidad de la pared de la espora: el efecto de alcalis y o~

tros agentes activedores sobre la superficie de la espora, consiste

en aumentar la permeabilidad de la pared de la misma al agua.

c) Presencia de inhibidores enzimfticos que deben ser destruidos.

d) Precursores enzimfticos gue deben ser convertldos en la enzimes corres-
pondiente.

e) Enzimas separadas en el espacio, de su sustrato correspondiente: la

activacibn determina su puesta en contactao.

Los resultados obtenidos con las especies de Ascoboléceas estu
diadas nor permiten ejemplificar algunas de estas posibilidades. As{,

Ascophanus carneus (= lodophanus carneus) fue précticamente la (nica es

pecie gue presentb al 6to. dia de la expulsibn, germinacibn esponténea.
Obtuvimos 28% de germinacifn a temperatura embiente que oscilb entre 23-
220C. Un aumento de la temperatura favorecif la germinacibn y as{, a

las 72 horas de expulsadas y sometidas a 37QC, registramos un 37% de
germinacifn esponténea. En el resto de las especies estudiadas, fue ne-
cesario recurrir a un tratemiento inductor de le germinacibn, previo so
metimiento de las ascosporas a un periodo de reposo variable entre 2 y
10 dias, lo que pareceris indicar la presencia de inhibidores gue deben
ser destrufidos o precursores que deben ser convertidos, antes de que o-

curra la germinacibn.

Los tratamientos inductores con soluciones alcalinas permitie-

ron demostrar que el exosporio contituye una barrera efectiva a la en-
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trada de agua. Ascobolus albidus, produjo en cultivo ascosporas hiali-

nas, 8ln exosporio, que germinaron esponténeamente una vez expulsadas,
mientras qué las ascosporas normales necesitaron tratamiento inductores
con soluciones de OHVNa de concentraciones gue variaron entre el 0,2 vy
el 0,4%, durante 10 a 30' e incubacibn posterior a 370C durante 48 ho-
ras. Parecer{a ser que el exosporio es aqu{ la (nica barrera mecénica
opuesta a la entrada de agua e iniciacibn de la germinacibn y si hay
inhibidores (requieren perfodo de reposo) podria ser el lugar fisico

donde estén ubicados.

La permeabilidad del exsosporio varfia de acuerdo con:

1) Medio de cultivo sobre el que desarrolla las fuctificaciones que ex-

pulsan las ascosporas. Tratamientos inductores efectivos en ascosporas

provenientes de cultivos o de estiércol tindalizado, resultaron drésti
cos aplicados en ascaosporas provenientes de cultivos en medios “"stan-

dard®. Esto pudo ser observado en A. albidus y en A. ferrugineus y po

drfa estar relacionado con el espesor del exosporio.

2) Duracibn del perfodo de reposo. En A. ferrugineus, al aumentar el

perfodo de reposo, tanto las ascosporas provenientes de medio "stan-
derd", como las de estiércol, necesitan mayores concentraciones de
OHNa paragerminar, lo que indicarf{s gque se produce una modificacifn
del exosporio ("endurecimiento") y no una disminucibn de la viabili
dad, ya que ascosporas provenientes de E con 10 dias de reposo y un

tratamiento inductor con una concentracibn de OHNa al 0,1% durante
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30', no germinaron, mientras que al 0,2% presentaron un 85% de germina
nacibn. Al 0,3% disminuye el porcentaje ya que el tratamiento es muy

dréstico; aparecen numerosas esporas con las paredes rotas y el conte~
nido desparramado. Este comporatamiento no es general, y en A. albidus
ocurre lo contrario; al envejecer, las concentraciones requeridas para

la germinacibn son menores.

3) La_reqularidad en la disposicibn del exosporio. En A. bistisii,

los resultados obtenidos con la aplicacibn de un tratamiento inductor
dado, fueron muy varisbles, comportamiento que atribuimos a la desi-
gual cantidad de grietas presentes de espora a espora, lo que puede
influir en la penetracibn desigual de la solucibn alcalina, y afecsar,

en consecuencia, la imbibicifn de la agscospora.

Las deficiencias metabblicas como causa de dormancia, también

fueron comprobadas. Ascosporas de A, furfuraceus, A. stercorarius vy

Ascodesmis sp, recogidas sobre placas de Bacto-agar, no germinaron,
aln cuando fueron sometidas a los tratamiento inductores 6ptimos. Si
lo- hicieron, cuando fueron colocades las dos primeras, en agar-agua
comn (con impurezas, que aportan, sin duda, factores nutritivos) vy
Ascodesmis en el medio de cultivo epropiado, en el cual no necesita-
ron tratamiento inductor con soluciones alcalinas, y germinaron espon

téneamente a las 24-48 horas de ser recogidas.

Comprobamos que otro factor que influye sobre la germinacibn

de las ascosporas, es su densidad en la caja donde son recogidas. En



un tratamiento inductor dado, la germinacibn es mayor en Areas de ma-
yor densided de esporas. Esto podrfa interpretarse como el resultado
del desprendimiento, durante la iniciacibn de la germinacibn, de pPro
ductos volétiles activadores de esta. Mc Teague, Hutchinson y Reed
(1959) y LbBse (1967) demostraron que la germinacibn de las esporas de
Aéaricua bisporus puede estimularse por la presenciade micelio vege-
tativo o por productos volétiles producidos por su propio micelio o
micelio de otros hongos. Los vapores del &cido iso-tralérico, que es
un &cido graso de cadena corta, son activos estimulantes de la germi
necibn, y se sabe que son producidos por el micelio de Agaricus bis-
porus y otros hongos. Nosotros encontramos que el porcentaje de ger-

minacibn de ascosporas de Sgcobolus succineus y S. citrinus someti-

das a un efectivo tratamiento inductor, aumentaba considerablemente con

un incremento en la densidad de ascosporas en la caja.

En todas las especlies estudiades, al iniciarse las germina-
cibn se separan las paredes, el amosporio se aclara, el volumen a-
proximadamente se duplica y el contenido aparece removido. Se produ
cen de 1 a 4 tubos germinativos, frecuentemente 2, emitidos polar o
sub-polarmente, que se ramifican a corta distancia, originando un\miqg

1lio hialino y laxo

8) CRECIMIENTO VEGETATIVO EN MEDIO NUTRITIVO

"STANDARD"

Las observaciones se realizeron "in vivo" en cultivos monos-
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pbricos que crecian en cajas de Petri sobre medio "standard".

1) Caracteres macrosclpicos de las colonias

De las observaciones realizadas, podemos esteblecer una neta
diferencia con respecto a la velocidad de crecimiento de la colonia.
Sin excepcibn todas las especies de Ascobolus estudiadas presentan un
crecimiento répido, alcanzando el borde de la ceja entre el 30 y 4R
dia, con escaso desarrollo aéreo al principio, pero sbundante creci-
miento aéreo a partir del 40-50 df{a, sobre todo en especies formadoras
de ofdios. E1 micelio es laxo, hialino, de crecimiento radial, con ra
mificacibn monopodial. E1 borde de la colonia es ondulado a liso, el
sustrato no toma coloracifn alguna o bien adquiere tonalidades citri-
nas o verdosas. E1 olor del cultivo es dulzbn, semejante al de la flor

del manzano o membrillo a ligeramente pltrido o eastercéreo.

Las especies de Saccobolus, en cambio, son de crecimiento len-
to, alcanzando la colonia generalmente entre 4 a 6 cm. diém. cuando las
fructificaciones maduran. El borde de la caja se alcanza entre el 90-
140 dfa. De aspecto cremoso, principalmente en la zona central, tiene
borde irreqular a liso, con crecimiento rasante, menos denso hacia el
exterior. Suelen presentar en zonas alsladas, preferentemente sobre el
inbculo o en sus inmediaciones, "almohadillas" de micelio aéreo blanco,
algodonoso, de aspecto seco, cuyo conjunto semeja un esporodoquio esté-
ril. La presencia de estas "almohadillas" esta asociada, invariablemen
te, a una muy escasa produccibn de fructificaciones y, en algunos ca-

sos, a la total esterilizacibn del cultive. Dbservad&smicroacﬁbicamente,
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estén formadas por haces de hifas paralelas, de distintea longitud, ra-
ras veces ramificadas, y que terminan en pices ondulados. El sustrato
puede permanecer incoloro o tomar, al envejecer el cultivo, una colora

cibn ocre.

2) Caracteres microscbpicos

Tanto el micelio de Ascobolus como el de Saccobolus presenta

fundamentalmente, 2 tipos de hifas:

a) Hifas radiales, gruesas, cuando jbvenes con contenido denso y refrin
gente, muy vecuoladas sl envejecer, de paredes gruesas, a VECES cCON
espesamientos notables a 1la altura de los septos transversales. Dif-
metro entre 6 - 20 Jm para especiesde Ascobolus, vy 3 - Gl.ll'l'l para es-
pecies de Saccobolus. Las células son tipicamente multinucleadas en
Ascobolus y con 2 a 5 nlcleos en Saccobolus. En estos (ltimos, sue-
len con frecuencia, enroscarse entre sf{, formando largos "cordones
micelianos", a partir de loa cuales se forman luego los ascogonios.
A ambos lados de los septos transversales, se obhservan nitidamente

de 2 a 10 "cuerpos de Woronin®" (Buller, 1933:137).

b) Hifas finas, que aparecen como ramificaciones laterales de las hifas
gruesas, y que constituyen la mayor parte del micelio sumergido, muy
ramificadas, de recorrido tortuoso y regularmente septadas, con cito
plasma denso, poco vacuoladas, con 3 a numerosos nficleos por célula
en especiesde Ascobolus (diém. 1,6-6,6‘Pm), y generalmente uninuclea

das, especiesde Saccobolus (diém. 0,5-1,5 }nm).
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C) SEXUALIDAD Y COMPATIBILIDAD

Las especies de Ascobolus y Saccobolus estudiadas en nuestro

laboratorio, han sido particularmente (tiles para ejemplificar el ho-

motalismo y el heterotalismo en hongos.

Blakeslee (1904,a,b) empleb por primera vez los términos ho-
motélico y heterotélico en hongos, haciéndolos corresponder a los de
monoico y dioico en plantas superiores y concluye diciendo que el mi-
celio de una especie homot4lica es bisexual, mientras gue el micelin
de una heterotflica es unisexual. Whitehouse (1949) dice que se ha
producido una confusibn acerca del término heterotalismo, resultado
de la aplicacibn del mismo a dos fenbmenos distintos. Por un lado se
lo ha empleado como equivalente de haplo-dioiscismo al describir el

compotamiento de Dyctyuchus monosporus Leitg (Couch, 1926), y por o-

tro como equivalente de autoincompatibilidad en Ascobolus magnificus

Dodge (Gwynne-Vaugham vy williamson,1932). Ambos hongos se parecen a
Mucorales heterotflicas en que los gametanglios se forman al ponerse

en contecto las cepas compatibles, pero en Dyctyuchus monoporus ante-

ridios y oogonios son producidos por distintas cepas, en A. magnificus

cada cepa forma ambos, pero un ascogonio puede solamente ser fertiliza

do por un anteridio del micelio compatible.

Para distinguir entre estos dos fenbmenos, hasta el momento

incluidos bajo el término heterctalismo, varios autores, entre otros

Guynne-Vaugham (1928), Hansen y Snyder (1943), Dodge (1945), sugirie-
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ron que el término dioico o haplo-dioico fuera aplicado a la condicibn
en la cual hay una separacibn de los sexos en diferentes individuos y

el término heterotflico restringido a las especies con autoincompatibi
lidad. Whitehouse (op. cit.) aclara que se han formulado numerosas ob-
Jeciones a esta denominacibn y propone el uso de los términos heterota-

lismo morfolégico y heterotalismo fisiolbgico, respectivamente. Define

al heterotalismo (utilizando palabras de Blakeslee) como "la condicibn-
para la reproduccifn sexual, tal que la conjugacifn es posible Gnicamen
te a través de la interaccibn de doe talos diferentes". Al heterotalis-
mo morfolbgico(haplo~-dioicismo), como la reproduccibn sexual que ocurre
solamente a través de la asociacibn de dos talos que difieren en sexo,
es decir, en la morfologia de sus gametas o gametangios y al heterota-
lismo fisiolbgico como la reproduccibn sexual que ocurre solamente a
través de la esociacibn de dos talos que difieren fisiolégicamente, pe-
ro que no muestran diferencias morfolbgicas en sus gametas o gametan-

gios que permiten diferenclar los sexos.

De acuerdo con estas definiciones y considerando una especie
homotélice como aquella capaz de cumplir su ciclo biolbgico a partir de

una cepa monospbrica, podremos agrupar las especies estudiedas en:

1) Homotflicas: Ascaobolus crenulatus (= A. viridulus)

Saccobolus platensis
S. beckiil

S. depauperatus
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S. succineus

S. saccaoboloides

S. citrinus

S. seudodepsuperatus

Ascodesmis nigricans

Ascodesmis sphaerospora

2) Heterotflicas:

a) con heterotalismo fisiolbBgico (hermafroditas, pero autoincompa

tibles).

Ascobolus bistisii

A. biguttulatus

A, immersus

A, furfuraceus

A, stercorarius

A. amoenus (= A, americanus)

A, albidus

Las cepas de estas especies utilizadas en los ensayos, fueron

capaces de cruzarse reversiblemente, aunque en el caso de A. bistisii,

una de ellas resultb marcadamente masculina y la otra marcadamente fe-

menina.

b) con heterotalismo morfolbgico.

Ascobolus ferrugineus
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En este caso no pudimos distinguir en las cepas monospbricas
que crecfan separadamente, las dos categorfas morfolégicas que podria-
mos designar como masculina y femenina, ya que los cultivos monospbri-
coB que crecen separadamente, no forman ascogonios, y estos son induci
dos en su formacifn por la presencia del micelio compatible. No obstan
te, pudimos comprobar una evidente unidereccionalidad en 1la transferen
cia de los nlcleos previa a la singamia, segln la cual, una de las ce-
pas compatibles siempre actla como receptora femenina y forma ascogo-

nios, mientras que la otra actla como donante masculina.

Caracterfistices morfolbgicas de las estructu-

ras sexuales

a) Estructura sexual femenina: ascogonips: Generalmente circinoides,

formados por un nmero variable de cflulas globosas, de las cuales,
las tres centrales son las que alcanzan el mayor difmetro. Poseen
una gruesa pared y su contenldo se colora intensa y uniformemente
con el carmin propibnico. Las células ascogoniales van disminuyen-
do de tamafic hacla los extremos del ascogonio, uno de los cuales es
el pie, que se dirige hacia la base del apotecio. El ascogonio se
enrosca sobre si mismo, formado por una sola espira (como en Asco-

phanus carneus, Ascobolus biggutulatus, A. ferrugineus), o varias

(Ascaobolus amoenus, Ascobolus bistisii, A. viridulus y Saccobolus

spp). La Gltima célula ascogonial, puede terminar en una prolonga-

cién filiforme, flexuosa, hialina, a veces bifurcada en el fpice,
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que podrie asimilarse a un tricogino (A. amoenus, A. biguttulatus),

0 bien pueden emerger un nimero variado de proyecciones laterales,
que salen de varias células ascogoniales en diversas direcciones,
también flexuosas y hialinas siempre una por célula, que actilan co-
mo tricoginos. En una de estas proyecciones al ponerse en contacto
con un hifa del micelio compatible, ocurre la plasmogamia, mientras

que las restantes detienen su crecimiento (A. ferrugineus).

Generalmente, los ascogonios inician su desarrollo, con una ramifi-
cacibn lateral, multinucleada, a partir de una hifa gruesa del mice
lio vegetativo, de 1la cual se separa por un tabique basal. En A, cre-
nulatus, sin embargo, los ascogonios son tipicamente intercalares,

enteriformes, enroscados sobre si{ mismos formando varias espiras vy

muy retorcidos.

Las especies de Ascobolus estudiadas presentaron un Unico asco
gonio por apotecio, mientras gque en Saccobolus, el nimero fue variable,

generalmente de 1 a 3 por fructificacién.

Las hifas ascOgenas en Ascobolus spp salen tipicamente de una
dnica célula ascogonial, central, que llamamos "célula ascAgena", mien
tras gue en Saccobolus spp, emergen de varias, ramificéndose y exten-
diéndose en ambos casos, de variada manera al formar el subhimenio.

Una mencién especial merecen las estructuras sexuales encontradas
en Ascodesmis. En este caso, la formacién de la fructificacién co-

mienza con la proyeccién a partir de una hifa tortuosa del micelio
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vegetativo, de una ramificaci6n lateral, corta y gruesa, multinuclea
da, perpendicular a la hifa madre, que se ramifica dicoténicamente
repetidas veces. Después de bifurcarse y tomar aspecto de ", se

forma un tabique gue la separa de la hifa soporte. En A. sphaeros-

pora , cada primordio de fructificaci6n se inicia generalmente a

partir de una Gnica rama lateral, mientras que en A. nigricans pue-

den ser una, dos 6 més ramas laterales las que intervienen en su for
macién.

Las ramificaciones ulteriores de la "T" original se entrecruzan laxa
mente y finalmente se alargan; en ese momento se produce el enrg-
llamiento de las ramas de la dicotomia final a modo de hélice. En
este estado podremos hablar de gametangios, sin diferenciar ascogo-
nios de anteridios, ya que ambos participan, luego de tabicarse y
producirse la plasmogamia en la zona apical, de la formacidn de una
hifa ascégena corta, a partir de la cual, y previa formacifn de un
gancho se originarén los ascos. El nimero de bifurcaciones de la ra
ma lateral inicial antes del comienzo del enrollamiento gametangi al
es variable, y de &l depende la cantidad de "tirabuzones" presentes

vy el tamafio de la fructificacién.

Estructura sexual mascullina

Todo proceso sexual involucra apareamiento y fusién nuclear, segui-
do de una posterior reduccién meidtica. En las especlies estudiadas

por nosotros, este proceso se lleva a cabo de variadas formas:
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Especies homotélicas: Tanto en A. crenulatus como en Saccobolus

spp no pudimos observar plasmogamia entre el ascogonio y otro e-

lemento que actuara como donante de nlcleos. En S. citrinus y S.

seudodepauperatus se observa con frecuencia que el ascogonio se

enrosca alrededor de otra hifa, bifurcada en el extremo, que po-
dria ser el anteridio. Sin embargo, ‘el hecho de que su presencia
no sea universal y el no haber observado plasmogamia entre esta
hifa v las células ascogoniales, pareceria indicar que no es fun-
cional. La presencia de hifas ascblgenas y procesos gn gancho gue
originan ascos, gue al estado uninucleados tienen un tipico ni-
cleo 2n, que sufre luego reduccién meibtica, demuestran claramen
te que estas especies no son apomicticas, sino, indudablemente,

partenocarpacas.

Especies heterotélicas

Podemos separarlas en dos Qrupos:

i) especie que no forman ofdios.

i1) especie que producen of{dios, los que, ademéds de funcionar como
agentes de propagacién vegetative, actlan como elementos esper

matizantes.

i) En este grupo se encuentran A. albidus, A. ferrugineus y A.

amoenus. En los tres casos, la plasmogamia ocurre entre el as
cogonio (a través de tricogino, o bien directamente con una

célula ascogonial), y une hifa vegetativa sin mayor diferen-
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ciacién morfolégica. La migracién de nicleos & través de los
puentes de conjugacién determina el posterior apareamiento con
los del ascogonio y la divisibn conjugada de los mismos, que
se disponen de & pares en la periferia de la célula asclgena,
para luego migrar a la'hifas ascégenas, que a modo de dedos

de guante, se proyectan a partir de la superficie de la célu-

la ascogonial.

Se encuentran aqui Ascobolus bistisii, A. stercorarius, A. bi-

guttulatus y Ascobolus furfuraceus. El proceso sexual fue es-

tudiado por nosotros con mayor detalle en A. biguttulatus y A.

bistisii, utilizando el método de la espermatizacién. Los re-
sultados obtenidos han puesto de manifiesto la existencia de
un mecanismo hormonal que rige la diferenciecibn ascogonial vy

la posterior plasmogamia con el of{dio activado.

Tento en A. biguttulatus como en A. bistisii la diferencia-

cién de los ascogonios en el micelio base, es respuesta direc
ta a la acci6n inductora del oidio compatible, accién que al

no mediar el contacto directo debe ejercerse a través de sus-
tancias que difunden en el medio. Sin embargo, en ambas espe-
cies, los cultivos monospbricos también son capaces de formar
ascogonios e inclusive, llegan a la etapa de primordios abor-
tivos con produccién inclusive, de hifas asc6genas cuando el

micelio envejece. Esto podria interpretarse como debido a que
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la ‘sustancia que activa a8l oidio y que hace gue éste induzca
la formacion del ascogonio, se produzca normalmente en baja
concentracién si el micelio no estd en presencia del ofdio com
patible, pero que se va ya acumulando en el medio hasta alcan-
zar la concentracifn adecuada y se desencadene el proceso, gque
de todas formas se detiene ante la imposibilidad de la c¢ario-

gamia entre nicleos no compatibles.

En A, bistisii, del mismo modo que en las otras especies es-

tudiadas los oidios pueden actuar como elementos de propaga-
ciébn vegetativa. Cuando se los coloca en un medio adecuado,
germinan y producen mircelio semejante al obtenido a partir de
la germinacién de ascosporas. Sin embargo, esta germinacibn
no ocurre cuando estédn en presencia de su propio micelio o de
micelio compatible, lo que confirmaria la existencie de algu-
na sustancia que inhibe su germinacién y los condiciona para

actuar como elementos fertilizantes.

Pudimos observar gue ambas cepas compatibles pueden cruzarse
actuando cualesquiera de ellas como base, pero una produce ma
yor cantidad de ofdios y menor cantidad de ascogonios que la
otra. Este resultado, que es coincidente con los obtenidos por

Bistis y Raper (1963) y Bisetis y Olive (1968) en A. stercora-

rius también fue obtenido por Padden y Linton (1976) en A. sac-

chariferus. La cepa més fuertemente femenina tiene crecimiento
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rastrero, abierto, muy poco micelio aéreo y, en consecuencia
muy baja producciébn de ofdios. La cepa més fuertemente mascu-
lina en cambio, a partir del 3er. dia de crecimiento, produce
abundante micelio aéreo y gran cantidad de oidios, de tal for
ma que ambas cepas pueden ser distinguidas visualmente sobre

el medio de cultivo.

D) DESARROLLO DEL APOTECIGO

El género Ascobolus fue creado por Persoon en 1791 y en él se
agrup6 a cierto de nimero de Discomycetes, la mayoria coprdéfilos. Bou-
dier (1869) fue el primero que logr6 'introducir cierto orden entre las
numerosas y heterogéneas especies que constituian el género, fundando
la tribu Pseudoascoboleae para las especies con ascosporas incoloras.

Dentro de la tribu Ascobolae ubicé los géneros Ascobolus y Saccobolus,

caracterizando a éste (ltimo por la presencia de ascosporas agrupadas
en pagquetes octosporados en la madurez, mientras gque quedaban incluidas
dentro del género Ascobolus agquellas especles con esporas coloradas vy

separadas entre si dentro del asco.

Coemans (1862) fue el primer autor gque dib una descripcién
del desarrollo de la fructificacibn en una especie de Ascobolus. Poco
después Janczewski (1871) estudib desde éste punto de viste a Ascobo-

lus stercorarius. Sin embargo, no son muchas las especies de Ascobolé

ceas en las que se habian estudiado en detalle el desarrclloc del cuer-

po fructifero hasta el momento de comenzar nuestra investigacion.
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Los tipos de desarrollo en Pezizales, en general, estén prin-
cipalmente caracterizados por le fase en que el himenio queda expuesto.

En términos genersles, podemos distinguir dos condiciones extremas:

a) cuando el himenio de la fructificacidn desarrolla superficialmente
desde el comienzo, en cuyo caso se lo denomina GIEMNOCAPICO (Corner,

1929b Snell y Dick, 1957).

b) Cuando el himenio inicia su diferenciacibn en un espacio cerrado y
queda expuesto en algin momento, durante su desarrollo posterior.

En éste caso se habla de un desarrollo ANGIOCARPICO.

La fase en la cual el himenio gueda expuesto en un desarrollo
angiocarpico difiere de acuerdo con las definiciones de varios autores
(Corner, 1929b, Jackson, 1949, Snell y Dick, 1957, Ainsworth, 1961),
por lo que, introdujimos el término HEMIANGIOCARPICO, tal como lo defi
ni6 Singer (1949) para indicar el tipo de desarrollo en el cual el hi-
menio, gque al comienzo estd encerrado, gueda expuesto antes de la madu
raci6n de las esporas.

De acuerdo con nuestras observaciones, durante el desarrollo
del aspotecio en Ascobolaceas, pueden distinguirse cuatro "Estados" o

"periodos", a8 saber:

1) Periodo inicial
2) Periodo de diferenciacifin

3) Periodo de crecimiento
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4) Periodo de maduracién

El crecimiento del apotecio, que se traduce en un aumento de
8u volumen, se manifiesta & través de cada uno de los periodos. La de
nominacién del tercer perfodo como de "crecimiento" tiene como finali
dad la de puntualizar que en ese momento el crecimiento es el fenbme-

no fundamental y la diferenciacifin ya se ha completado.

Después del proceso sexual, que puede ser partenogenético
(en especies homotélicas) o bien mediante copulacién entre cepas se-
xualmente compatibles (en especies heterotélicas), nos encontramos en

el Periodo inicial del desarrollo, durante el cual, los "protoapote-

cios", (término utilizado para describir a los apotecios incipientes,
no totalmente diferenciados), tienen en general forma esférica a ovoi
de, pueden superficiales o parcialmente sumergidos en el substrato vy
estar sostenido por hifas vegetativas gruesas. Se encuetran constitui
dos por uno o varlos ascogonios, que generalmente ocupan las zona cen
tral basal, rodeados total o parcialmente por hifas envolventes que

se originan a partir de hifas adyacentes, gue crecen centripetamente.

En A, biguttulatus, une vez producida la fecundacibn del ascogonio,

las células infértiles del mismo pueden también emitir proyecciones
gue actuarén como hifes envaolventes.
En especies de Ascobolus, las hifas envolventes se distribu-

yen concéntricamente formendo un "tejido" pseuda_parenquimatoso, miqg.

tras que en Saccobolus spp, si bien al principio crecen centripetamen
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te hacia el ascogonio, después lo hacen verticalmente hacia arriba,

mientrasel protoapotecio aumenta de tamafio.

El Periodo de diferenciacifn, gue en la mayoria de los casos

se superpone_ con el de crecimiento, se caracteriza por la diferencia-
ci6n de las parafisis, seguida por la diferenciacifin de los ascos, as=
cosporas y los tejidos excipulares. Las hifas envolventes, por creci-
miento y diferenciacibén posterior formardn las distintas capas de la
porcion excipular de la fructificacién, manteniendo la condicién pro-
sengquimatosa en la porcitn central, constituyendo la médula, pero dis
puesta concéntricamente en la zona cortical,apareciendo en corte como

seudoparenquimatosa R. stercorarius y A. biguttulatus presentan las

capas més internas de la corteza constituidas por células compactadas,
mientras que las externas estdn dispuestas laxamente y forman monticu

los que le dan el aspecto furfurdceo caracteristico al apotecio.

En Saccobolus spp, las hifas envolventes siguen creciendo a-

picelmente, mientras que en la base del protoapotecio se entrelazan
apretadamente, adquiriendo "textura globulosa" (segin la terminolo-
gia utilizada por Starb#éck (1895:II) y enmendada por Korf (1951:137;

1958:13) y constituyendo el exc{ipulo pobremente desarrollado.

Las hifas envolventes son también el punto de_origen de las
paréfisis, que emergen a partir de células basales, globosas, multinu
cleadas, con citoplasma denso y pared relativamente gruesa. Crecen ha

cia arriba como hifas lineales, paralelas entre si.



En todas las especies de Ascobolus estudiadas por nosotros a
continuacion de la diferenciacifn de las paréfisis y el excipulo, apa-
rece una depresién lacunar en el polo superior del protoapotecio, inme
diatamente por encima del extremo aplical de las parafisis, las gue pro
bablemente sean responsables de las secrecifn de alguna sustancia que
brovoca la lisis del "tejido " que las rodea, permitiendo asi su creci
miento posterior. El1 himenio, formado por las parafisis jovenes, se en
cuentra protegido por un "techo" de dos a tres capas de células, mas o
menos estratificada. En éste estado el ascogonio es adn bien conspicuo
en la zona central basal del protoapotecio, pero algunas de sus células,
por lo menos, se encuentran en colapso. En todos los casos, a partir de
una de sus células centrales, la que llamamos "célula ascbgena" emergen,
a modo de dedos de guante, abundantes hifas que se ramifican profusamen
te, con contenido que se colora intensamente con azul lactico, y que

son las hifas ascbHgenas. En éste estado, progresivamente, la zona api-

cal del protoapotecio se deprime y sus células corticales presentan
una gruesa pared, intensamente colarada con azul léctico. Las hifas as-
chgenas que constituyen el subhimenio, comienzan a formar ascos que a-
parecen entre las parafisis, en la base del himenio. A medida que el
protoapotecio aumenta de diémetro, el excipulc adguiere estructura seu
doparenquimatosa y en la parte medular se hace lacunoso en el lugar que

ocupara el ascogonio, ahora totalmente colapsado.

Llegados a éste estado de desarrollo, podemos dividir a las



especies de Ascobolus estudiadas, en dos grupaos:

a) A. stercorarius, A. furfuraceus, A. crenulatus y A. biguttulatus,en

los que, el abundante crecimiento intercalar del himenio, debido al
aumento del ndmero de paréfisis y de ascos jbvenes, determina la rup
tura del "techo", cuando los ascos ain no han diferenciado sus ascos
poras. En estos casons, una vez expuesto el himenio, se produce la di
ferenciacibn de las ascosporas y el crecimiento pasa a ser el fenf-
meno principel, originando un cembio de forme en el apotecioc joven,
que se hace cupuliforme a turbinedo. El periodo de maduracifn, que

comienza alrededor del 82 - 90 dfia en AR, stercorarius y A. crenula-

tus y en el 120 en A, biggiﬁulatus, se hace evidente por el cambio

de color del himenioc que vira del amarillo verdoso (dado principal-
mente por el pigmento contenido en los épices de las parafisis), sl
castafio, debido a la maduracifn de las ascosporas, gque comienza caon
el cambio de color del episporio, que el principio es hialino, lue-
go purpireoc y finalmente castaefio. El1 aspecto del himenio es pepllo-
so y hay gran cantidad de ascos madururos simulténeasmente. Su madu-
raci6n se produce peribdicamente y progrese centrifdgamente, pudien
do observarse emisifn de ascosporas dos veces por dia, durante los

2-3 dias consecutivos a la primera expulsifn. Denominamos a este ti

po de desarrollo: HEMIANGIOCARPICO.

b) Ascobolus esmoenus, A, bistisii, A. albidus y A. ferrugineus, en los

que el himenio, compuesto por paréfisis bien diferenciadas y algunos
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ascos con las ocho ascospores diferenciadas que han comenzado el
cambio de coloracibn de su pared, todavia se halla recubierto por el
"techo". En este caso, la presifn simulténea de las parafisis y del
abundante mucilago himenial que se produce, determina la ruptura del
techo, emergiendo con ellos, 1 6 2 ascos con ascosporas maduras (A.

ampenus), 6 a punto de madurar (A. bistisii, A. albidus, A. ferrigi-

neus). Alcanzando el periodo de maduracitn, A. amoenus, A. ferrugi-

neus v A. albidus presentan numerosos ascos maduros simulténeamente,

mientras que en A. bistisii s0lo 1 o dos ascos maduran simulténea-

mente, manteniendo los apotecios, hasta el final, su forma sub-globo

En Saccobolus spp,luego de la diferenciacifin de las paréfisis,

las hifas envolventes no enclerran completamente el ascogonio. E1 pe-
riodo de diferenciacidn se superpone en todos los casos con el de cre-
cimiento. Las hifas ascfHgenas nacen de 2 6 mas células ascogoniales,
gue se coloran intensamente con el carmin propidnico o el azul léctico.
Crecen hacia arriba y hacia afuera formando ramilletes y a corta distan
ecia de su origen, forman ganchos ascfigenos, aislados o en cimas. De e-

1los se forman ascos del tipo pleurorrinco (segin la terminologia de

Chadefaud, 1943:77). Los ascos jovenes, uninucleados, son totalmente
carmin6filos, pero a medide que el ndcleo se divide, la zona carmin6fi-
la se restringe, limiténdose a la parte central y al dpice, donde apa-

rece en forma de casguete.



Rl aumentar de temafio, los apotecios se aplanan progresivamen
te, llegando a ser pulvinados . Las ascosporas diferenciades son uni-
nucleadas, con nicleo centrasl, intensamente carminffilo, mientras que
el citoplasma es granulosoc. El excipulo se desarrolla sflo basalmente
y no puede hablarse de un margen distinto, ya que son las parafisis ex
teriores las que delimitan marginalmente al apotecio joven. El creci-
miento intercalar de los ascos es tan profuso, gue el himenio se expan
de y en consecuencia, en la mayorfia de los casos, el apotecio va adqui
riendo forma hemisférica, Las ascosporas, que al principio estén sepa-
radas e irregularmente dispuestas en el asco, van tomando un color vig
lado claro y al mismo tiempo gse van apretando hasta formar un paguete
con la disposicién tipica en cada especie. Al madurar, los ascos se a-
chatan en el &pice, donde la pared se engrosa notablemente y se afinan
en el pie. El opérculo es central. Las ascosporas son arrojadas en pa-
gquetes octosporados, y estén cementados por un mucf{lago com(n, homogé-
neamente repartido alrededor del paguete o bien mas abundante en los

polos, adelgazéndose en la porcibn central.

Este tipo de desarrollo, debe ser considerado, sin lugar a du

das GIMNOCARPICO.

En Ascophanus carneus, si bien las hifas envolventes presentan

en seccidn en el periodo inicial, un especto seudoparenquimatoso, con
un esbozo de estratificacifn en la zona adyacente al ascogonio, las pa

rafisis que se originan de ellas y gue crecen apicalmente de sur a nor



te, tienen su extremo libre el eire. Como el himenio estd expuesto des

de el principio, el desarrollo del apotecio es del tipo gimnocépico.

En su monografia mundiel sobre los géneros Ascobolus y Sacco-

bolus, van Brummelen (1967), introduce nuevos términos que se refieren
al desarrollo del "ascoma" (=ascocarpio), denominacifn més general que

la de apotecio, que nosotros usamos comunmente. Dicho autor distingue:

1) Fase arquimenial: gue sigue inmediatamente al proceso sexual, y an

tes de gque se hayan formado los elementos iniciales del himenio,

que generalmente son las parafisis.

2) Fase prohimenial: las parafisis estan presentes, pero adn no hay

ganchos. En ciertos casos, cuando las parafisis se forman tardia-

mente, esta fase puede ser muy corta u omitirse.

3) Fase meschimenial: el himenio se va desarrollando, pero adn los as

cos no estén maduros. Esta fase es relativamente larga, y puede

ser dividida en:

a) fase mesohimenial temprana caracterizada por la

formaci6n de ganchog,

b) fase mesohimenial media, en la cual los ganchos

proliferan, las divisiones nucleares tienen lugaren
ascos y las ascosporas ya eatan diferenciadas

en los ascos més avanzados.

c) fase mesohimenial tardia, en la cusl, los ascos
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més avanzados tienen ascosporas en maduracién. Co
mo el crecimiento y desarrollo de los ascos en el
himenio es simpodial y en direcci6n centrifuga, su
maduracifn nunce es simulténea, por lo que la fase
del desarrollo se distingue por el estado de los

ascos mas avanzados.

L) Fase telohimenial, con ascos maduros presentes. Normalmente las as-

cosporas son expulsadas en esta fase.

5) Fase posthimenial, cuando en el himenio gque ha madurado cesa la li-

beracibn de ascosporas y sobreviene su descomposici6n.

De estas cinco fases, cuatro son equivalentes a nuestros"perio

dos". La equivalencia de nomenclatura puede esguematizarse en el siguien

te cuadro:
van Brummelen Fase Fase Fase Fase Fase
(1967) arquimenial prohimenial meschimenial telohi posthi-
menial menial
Gamund{ vy Per{odo Periodo de diferenciacién Perfiodo sin
Ranalli (1963) 1inicial Perfodo de crecimiento de equiva-

madura- lente

cibn

van Brummelen acota que la fase prohimenial es muy corta y pue



de omitirse. En cuanto a nuestra nomenclatura, hemos visto que en la ma-
yoria de los casos el periodo de crecimiento se superpone a,n el de di-
ferenciacién.

En cuanto a los tipos de desarrollo del ascocarpio el citado
autor distingue fundamentalmente dos:

a) cleistohimenial, donde el himenio esté encerrado, al menos

durante su temprano desarrollo, diferenciando su-tipos se-
gdn permanezcan permanentemente cerrados, o se abran en la

fase telo, meso o prohimenial.

b) Gimnohimenial, donde el himenio estd expuesto desde el prin

cipio hasta la maduracifn de los ascos, en el cual distingue:

1) paragimnohimenial, donde el ascogonio estd recubier-

to por hifas de crecimiento limitado, no formando una

vaina cerrada durante el desarrollo futuro.

2) eugimnohimenial, donde el ascogonio no est& recubier-

to por hifas distinguiendo, a su vez, dos subtipos:
uno, en el cual se forma excipuls, y otro en el cual
no se forma.

Estos tipos estén esguematizados en su obra (pl. 17) y son mas
precisos que los de angiocérpico, hemiangiocérpico y gimnocdrpico, clési-
camente usados y que naosotros empleamos en los primeros trabajos, por lo
que fueron adoptados en los trabejos posteriores. En forma de cuadro pode
mos ubicar en su esquema, estableciendo las equivalencias correspondientes,

-

las Ascoboléceas cuyo desarrollo estudiédramos hasta el presente:



(£96l)
eue
oatdieaouwty oatdieaotbuetway oatdieaontbuy WMHJEmM
snjelx
-adnedapopnas ~*g
BNUTIZTD °S
sapioTogoades °g
Snautoons °g (LIEL)
STodseT snjeisdnedap °g snaoes uaTaWWNIg
R _ _| -ngang -y
+3aeyds -y TI%0aqg °S snau| snprgre °y uen
| TBrTIe] BNTIBl
SuUBaTID Sisuag SNal| 85738 °y
—_ - 3 Y
5 5Tm -B1d SNT0Qod2Jes | eNpIgre °*y|-jbniday °y
j@:umazcmnu (snuacue °*y=)
-63p0osy snau T18 SNIeT .= . y BT
-IB3 snueydoasy | -T38TQ *yY|-N33N0IQ *Y|-NPIIIA *y ERUSSTIaWE g
o1nd otnd TeTuauwTty ETpIEY eTpaw euradwag TeTuawTy
Joxa uts|jaxa uoa -ouwtbesed -0133 asey | opexzaa
ua ojJatge
TeTuawiyouwibna {BTUAWTYOE3w asey ua 03I3Tge

TYINIWIHONWID

TYINIWIHOLSI3ND




El género Ascodesmis fue creado por van Tieghem (1876) con A.
nigricans como especie tipo. Su ubicacifn taxonfmica y sus relaciones
filogenéticas han sido y son contravertidas. La simplicidad en las es
tructuras de la fructificacibn ha hecho que en diversas oportunidades
se lo relaciona con Gymnoascaceae. Huang (1975) y von Arx (1971) con-

sideran a Eleutherascus (ubicado por algunos autores dentro de Gymno-

ascaceae), como un Discomycete primitivo o degenerado, relacionado con
Ascodesmis por la similitud con sus gametangios, la forma y ornamenta
ciébn de las ascosporas y lo reducido de la fructificacién. Sin embar-
go, como lo destacan Jeng y Cain (1976), la presencia de ascos opercu
lados, la compleja estructura inicial de la fructificacién y su habi-
tat copr6filo, excluyen a Ascodesmis de las Gymnoascaceaé. Coinciden
con las apreciasciones de Obrist (1961) y con Le Gal (1943) en gque As-
codesmis representa un nivel altamente evolucionado més que una forma

primitiva de los Discomycetes operculados.

van Brummelen (op. cit.) divide a la familia Ascobolaceae en
tres subfamilias: Ascoboloideae, Ascodesmidoideae y Theleboloideae,
las cuales pueden separarse socbre la base de la presencia de médula y

excipulo en el cuerpo fructifero, el color y la formaci6n del pigmen-

to presente en el episporio y la forma del ascogonio. Ubica a Ascodes
mis dentro de la subfamilia Ascodesmidoideae, caracterizada por la au
sencia de médula y excipulo, con episporio marr6n a marrén rojizo en

forma de reticulo elevado, o bien como crestas, espinas o verrugsas.



Al

Eckblad (1968) reconoce sélo dos subfamilias: Ascoboloideae y

Ascodesmidoideae y reune en ésta Gltima a los géneros Ascodesmis, ‘Bou-

diera y Svrcekisa, considerindolas fromas aberrantes derivadas de Asco-

bolus. Kimbrough (1970) acepta esta clasificacibén, mientras que Korf
(1972, 1973) conserva la ubicacifn de Ascodesmis en la subfamilia Asco
desmidoideae pero dentro de la familia Pyronemataceae, con caracteres

poco definidos, junto con otros género quizds relacionados con él.

Rl estudiar A. nigricans y A. sphaerospora encontramos carac

teristicas sexuales particulares que distinguen a Ascodesmis de Asco-

bolus y Saccobolus. Sin embargo, dado que la sexualidad como criterio

taxonbmico ha tenido escaso éxito, ya que como dice Galimann(1928) den-
tro de una misma familia podemos encontrar una gran variedad de tipos
de sexuaslidad, nos inclinamos por mantener a Ascodesmis como un géne-

ro de la subfamilia Ascodesmiocideae, dentro de las Ascoboléceas.

Tanto en A. nigricans como en A. sphaerospora, una vez dife-

renciados y enrollados los gametangios, se diferencian las parafisis,
como consecuencia de la proliferacion de las células basales de las
bifurcaciones, que crecen hacia arriba entre y rodeando los pares de
gametangios. Al mismo tiempo gue se forman las parafisis, los game-
tangios que son multinucleados se tablican en la zona apical, guedan-
do delimitada en cada uno de ellos una célula uninucleada terminal.
La plasmogamia ocurre entre esas dos células uninucleadas, dando lu-

gar a la formaci6n de una célula dicaridtica, que por crecimiento pos
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terior se transforma en una hifa ascOgena corta. Esta hifa ascogena, pos
teriormente, por el tipico proceso en gancho, daré origen a los ascos
gque se producen en cimas, ya que la célula terminal y la basal de un
gancho ti{pico se fusionan y forman ganchos sucesivos. Las ramificacio-
nes de las ramas laterales a partir de las cuales se inician las fructi
ficaciones, d;jan una marafia de células relativamente cortas, multinu-
cleadas, gue guedan en la parte basal del apotecio joven, a modo de un
muy laxo "tejido excipular", gue evidentemente no se puede considerar
un verdadero excipulo, pero que constituye la porcifn basal estéril del
apotecio maduro. Es decir, agui no hay crecimiento envolvente o'no de
hifas estériles gque acompafian al o los gametangio, sino que las mismas
iniciales dan origen por un lado, y después de sucesivas ramificacio-
nes, a8 los gametangios en los que ocurriré la plasmogamia, y por otro
lado, a la porcibn estéril del apotecio (pardfisis y células basales).
No hay margen definido en la fructificacibfn, sflo las parafisis que
proliferan abundantemente delimitan el apotecio. Podemos considerar,

en consecuencia, a Ascodesmis spp., como de desarrollo tipicamente

EUGIMNOHIMENIAL, sin formacién de un verdadero excipulo.

E) CRECIMIENTO Y FRUCTIFICACION EN DIFERENTES

MEDIOS VARIANDO LAS CONDICIONES DE ILUMINA-

CION Y TEMPERATURA

Los ensayos realizados, si bien en todos los casos tuvieron co
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mo objetivo comparar el creci miento y la producci6n de fructificacio
nes en distintos medios y observar la influencia de la luz y la tempe
ratura sobre la formacibn y maduracién de ascosporas no siempre fueron
uniformes. Los medios utilizados, asi como las condiciones de tempera
tura e iluminacibn no fueron siempre las mismas, de modo que no pode-
mos ordenar los resultados en un Onico cuadro general, pero si pode-

mos extraer conclusiones que son, en lineas generales, universales.

Medios de cultivo: de todos los medios utilizados, el estiércol de va

ca tindalizado resultf, sin lugar a dudas, el mejor. En €1, las fruc-
tificaciones en todos los casos fueron normales, con excepcibfn de A.
albidus, el gue, en condiciones de oscuridad completa, alin en este me
dio, formd cleistotecios. En medio nutritivo "stendard" obtuvimos tam
bién, muy buena fructificacifn y maduracifin en la mayoria de los ca-

S0S.

Temperatura: temperaturas superiores a 23QC afectaron desfavorablemen

te la formacién y maduracibn normel de las fructificaciones. La tempe
ratura Optima result6 entre 22Q y 230C, tento parael crecimientovegeta

vo, como para la esporulaci6n.

Luz: La luz actub, en la mayoria de los casos, acortando el ciclo de

vida. En S. citrinus un exceso de luz provocH la esterilidad total de

las cepas, 0 bien la anormalidad de las fructificaciones. La ausencia
completa de luz impidié la maduracibn de los apotecios en S. beckii

en medio "standard" y Casef{na, y en E directamente no se formaron. En
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A. biguttulatus y A. ferrugineus en oscuridad completa no se formaron

fructificaciones en todos los medio utilizados.

S. depauperatus y S. citrinus mostraron un comportamiento simi

lar cuando fueron cultivados en medio C en condiciones de oscuridad com

pleta: no fructificaron, o bien las esporas de S. depauperatus no madu-
raron a pesar de formar las fructificaciones. Este resultado es intere-
sante, sobre todo si tenemos en cuenta que el medio C es similar al me-
dio "standard" del que difiere por el agregado de caseina hidrolizada,
sales y glucosa. ¢ Cuil es la causa, entonces, de que en ausencia de
luz no se forman las fructificaciones en este medio y en medio "stan-
dard" si? Podriamos aventurar dos posibilidades: a) la formacibén por
parte del micelio que crece en medio C, de una o mas sustancias foto-
lédbiles que inhiben el desarrollo de las fructificaciones; b) que la

luz sea indispensable para que S. citrinus y S. depauperatus, crecien

do en medio C pueden completar las reacciones necesarias para la sin-
tesis de sustencias especificas, sin las cuales, las fructificaciones

0 no se producen, o no maduran.

Mercuri y Forchiassin (1978) en un trabajo posterior, culti-

vando S. citrinus en medio "standard", concluyen que en éste la produc

ciébn de apotecios no es un proceso fotodependiente, sino fotocondicio-

nado, v el "condicionamiento" de la produccidén de apotecios por la luz

se verifica en dos aspectos:

1) una primera etapa de diferenciacién en la cuel la luz ejerce un con-
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trol negativo (banda del azul).
2) Una segunda etapa - de maduracifn - que esté condicionada por la luz.
Este condicionamiento de la luz se traduce en tres efectos marfogqu

ticos:

a) maduracifn: el nimero de apotecios maduros se corresponde
con la longitud del per{odo de luz que sigue a la etapa de
oscuridad inicial. En oscuridad se diferencian apotecios que

no maduran.

b) Pigmentacifn: los apotecios de los tratamientos con periodos
de luz mas largos, luego de la oscuridad, se presentan més

pigmentados.

c) Tamafio: los apotecios madurados en periodos de oscuridad lar

gos son de menor tamafio (1:2) que aquellos en luz continua.

El comportemiento de A. albidus con respecto a la luz fue par
demés interesante. Los cultivos mantenidos en oscuridad completa produ-
jeron fructificaciones en todos los medios ensayados, pero con la parti
cularidad de que respondieron a un tipo de desarrollo cleistohimenial,
totalmente sumergidos en el medio de cultivo, con ascos que no quedaron
expuestos al aire en ningdn momento y que, al completar la maduracibn,
se hicieron delicuescentes. Las ascosporas producida en estos '"cleis-
totecios" fueron completamente hialinas, sin episporio, pero de tamafio
normal y muy abundantes, pudiéndose observar por transparencia, que lle

naban por completo la cavidad central del "cleistotecio" maduro.
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Los "cleistotecios" obtenidos no diferenciaron paréfisis. Es-
te hecho y el caracter delicuescente en los ascos son las causas por
las cuales las fructificaciones no se abren. De modo que, podemos con-

cluir en este caso, que la luz actia fundamentalmente por lo menos en

dos aspectos:

1) En la sintesis vy deposicibn del pigmento que constitu-
ve el episporio, ya que su ausencia completa bloguea

el proceso.

2) En la diferenciacifn de paréfisis y ascos (éstos se for

man, pero son delicuescentes).

Otro fentmeno en el cuel tiene influencia la luz, es la pigmen
tacidn de las fructificaciones, que estéd dada, principalmente, por la
acumulacidén de pigmento en las célulaa epicales de las paréfisis y, en
menor grado, por la deposicifn intercelular en el excipulo cortical. En
todos los casos, las fructificaciones 8 la luz fueron notablemente mas

coloradas que las de oscuridad. Unicamente en S. seudodepauperatus la

presencia y cantidad de pigmento en las fructificaciones no estd in-
fluenciada por la intensidad y cantidad de luz recibida, pero si varia
segin el medio sobre el cual estan desarrollando. Apotecios cultivados
en medio Y producen sbundante pigmento amorfo que colora el muc{lago
que envuelve a las parafisis, y en menor cantidad, se encuentra también,

entre las células del excipulo. En E, PF y C son précticamente incolo-

ras.



F)CITOLOGIA

Con anterioridad a nuestra investigacién, varias especies de
Ascobolus fueron estudiadas citolégicamente. La existencia de una doble
fusién nuclear en Ascobolus y otros géneros relacionados, fue discuti-
da durante mucho tiempo. Autores como Welsford (1907), Fraser (71909),
Fraser y Brooks (1909) y Gwynne -Vaughan y Williamson (1932), sostie-
nen que la primera fusidn nuclear ocurre en el ascogonio de las espe-
cies de Ascobolus estudiadas por ellos. Porsupuesto, que también acep-
tan que una segunda cariogamia ocurre en el ascao, de modo que ademés
de la primera divisifn meibtica que ocurre en el asco, la segunda o

tercera divisitn deberf{a ser también reduccional.

Otros investigadores, tales como Dangeard (1907), Moreau
(1930), niegan terminantemente la existencia de la fusifn nuclear en
el ascogonio, habiendo observado en algunos casos, apareamiento nu-

clear, pero sin fusibn.

Trabajos posteriores, tales como los de Olive (1949 b, 1950);
Hirsch (1950), Wood ( 1953 a,b); Bistis (1956 b) y Zuk y Swietlinska
(1965) sostienen esta Gltima posibilided, que también ha sido compro-

bada por nosotros.

La secuencia de los hechos observados durante el desarrollo
del asco hasta la formaoién y maduracitn de las ascosporas en las es-
pecies estudisdas por nosotros, es similar a la descripta para otros

Ascomycetes por varios autores (Wwood, op. cit., Singleton, 1953, Carr



-60-

y Olive, 1958, Rogers, 1964, 1965, 1967; Beckett vy Wilson, 1968; Zuk y
Swietlinska, op. cit., Lu, 1967; Ranga Rao y Mukerji, 1970, 1971). La
cariogamia ocurre en la penGltima célula del gancho, que a continuaci6n
comienza a crecer, pasando el nicleo diploide a través de 3 divisiones
sucesivas, las dos primeras corresponden a meifsis y la tercera es una
mitbsis. De acuerdo con Singleton, (op. cit.), las llamamos Div. I; II

y III respectivamente.

La formacion de los ascos comienza con la proyeccidn a partir

del ascogonio de las hifas ascbgenas. En Saccobolus spp, una o genel-

mente dos 6 més células ascogoniales tipicamente multinucleadas son ca
paces de producir hifas ascfgenas, que se proyectan en todas direccio-

nes. En Ascobolus spp, como ya lo destacamos, una vez producida la plas

mogamia con el oidio o la hifa compatible fecundante, los nlcleos de és
tos migran hacia el ascogonio, ubicéndose en una (Unica célula ascogo-.
nial que formarid las hifas ascbgenas. Al continuar el proceso, los ni-
cleos contenidos en la célula ascbHbgena se dividen y aumentan de tamafio.
Puede distinguirse en ellos el ndcleolo prominente y la red ‘cromosémi-
ca es menos compacta. La célula aschgena se agranda notaolemente en re
lacibn con las demds células ascogoniales, que no intervendrén en la
formacidn de hifas ascfgenas. El contenido se pone turgente y los nd-
cleos, apareados, se disponen en la superficie celular. Poco después
comienzan a emerger, a manera de dedos de guante y en todas direccio-

nes, las hifas ascfgenas, a las que migran.pares de nicleos. En Sacco-



-61=

bolus spp, las hifas ascfgenas que emergen de varias células ascogonia

les, también reciben en este estado, peres de nlcleos.

El crecimiento y remificacion posterior de las hifas ascdge-
nas determina la réapida proliferacifn de los ascos, que en distintos
estados de desarrollo se diferencian, invariablemente, a partir de la

célula central de un gancho tipico. En A. biguttulatus, las hifas as-

cogenas crecen y se ramifican de dos maneras: 1) proyectando ramas la-
terales a las cuales migran pares de nicleos que se dividen conjugada

mente. Este mecanismo también pudo observarse en S. citrinus, 5. seu-

dodepauperatus vy A. ferrugineus. 2) formando ganchos sucesivos lineal

mente. Es decir, la hifa ascbgena se curva en el éapice, los dos ni-
cleos se dividen conjugadamente y dos tabiques separan tres células,
la central binucleada, la basal y la apical uninucleada. La célula
central, en lugar de dar un asco, se alarga y vuelve a repetir en el
4pice el mismo proceso, un nimero variado de veces. Al mismo tiempo,
puede producirse plasmogamia entre la célule basal y la apical y a
partir de all{ formarse un nuevo gancho. De esta forma, el sistema
ascHgeno puede proyectarse rapidamente hacia-arriba y los costados,

formando una intrincada red subhimenial.

La sinapsis entre los cromosomas homblogos ocurre precozmen
te en la célula madre del asca y los nucleblos de los nicleos en ca-
riogamia se fusionan rapidamente. Este comportamiento es coincidente

con lo encontrado en otros Ascomycetes (Carr y Olive, 1958; Singleton,



1958, Rogers, 1965) vy parece confirmar que la sinapsis precoz es un he
cho caracteristico asociado al ciclo nuclear en Ascomycetes. E1l estado
encontrado mis abundantemente corresponde a paquitene; los cromosomas
ge tifien muy bien y pueden observarse los hombflogos apareados, aunque
_es dificil individualizarlos completamente. Durante este estadio los
cromosomas alcanzan su méxima elongacifn. El nucléolo comienza a redu-
cir su tamafio a partir del diplotene difuso, estadio en que los cromo-
somas no se tifien muy bien. El ndcleo toma un aspecto caracteristico,
pudiendo observarse zonas heterocrométicas intensamente tefiidas y otras
que evidentemente no toman el colorante. Este aspecto es similar a lo
observado por otros autores. En interfase ya no se observa el viejo nu

cleolo, mientras que cada nicleo haploide ha organizado el suyo.

El eje de la primera divisifn es paralelo al eje longitudinal

del asco o ligeramente oblicuo en_A. biguttulatus y A. ferrugineus,

mientras que en S, citrinus y S. seudodepauperatus es transversal, de

modo que los ndcleos haploides en el asco binucleado se encuentran
uno al lado del otro, generalmente a la misma altura, a diferencia de
lo que ocurre en la mayor parte de los Ascomycetes estudiados. Ademés,
tanto durante la II como la III divisibn, los nicleos de un asco pue-
den o no dividirse sincrfnicamente. Lo més frecuente es que la divi-
sion sea asincronia, hecho gue parece ser también caracteristico de

las divisiones nucleares en Ascomycetes.

Placas centriolares y huso acromético fueron claramente dis-
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tinguibles en la primera divisién nuclear en A. biguttulatus, no asi

en la II y III div. En S. seudodepauperatus, en cambio, s6lo fueron ob

servadas en la tercera divisién coincidiendo, en parte, con lo observa

do por Singleton (op. cit.) en Neurospors crassa, donde las placas cen

triolares son méas evidentes y visibles durante la III divisibn, aunque
también se encuentran en las otras divisiones. Beckett y Wilson(1968)y
Lu (1967), por el contrario, pueden seguir su comportamiento a través

de las tres divisiones con la misma claridad.

Diversos autores han tratado de relacionar la placa centrio-
lar, al huso y el aparato astral, con la delimitacibn de las ascosporas
dentro del asco. Rogers (1965), vy Zuk y Swietlinska (op. cit.) piensan
que dichas estructuras son fundementales en la delimitacibn de las as-
cosporas, mientras que Hayman (1964) sostiene que tanto el mecanismo
centriolar como un simple clivaje pueden ser los responsables, depen-
diendo de la especie en cuestién. E1l observl pequefias vacuolas a lo
largo de la linea demarcatoria de las ascosporas jfvenes en Roselli-

nia limoniispora. En nuestras observaciones, también con frecuencia

hemos encunfrado pequefias vacuolas delimltando las paredes de las as
cosporas, una vez completada la tercera divisién nuclear, mientras
que el aparato centriolar no pudo ser observado en detalle, por lo

que no podemos descartar la posibilidad de que intervenga en dicho

proceso.

En Ascodesmis, una vez producida la plasmogamia entre las



dos células terminales uninucleadas de ambos gametangios, la célula di
caridtica resultante se alarga y se transforma en un hifa ascOgena cor
ta. Los nldcleos apareados se dividen conjugadamente y se forman dos ta
biques gque separan las tres células de un t{pico gancho. La célula ba-
sal y la apical se fusionan y originan un nuevo gancho y as{ repetidas
veces, lo que permite la répida proliferacibén de los ascos, que se ob-
servan en ramilletes o cimas, en diferentes estados de maduracifn. En
algunos casos, sin embargo, la célula resultante de la plasmogamia i-
nicial, origina directamente un asco. Al progresar la divisibn nuclear,
es posible distinguir las placas centriolares en una posiciodn transver
sal-oblicua al eje principal del asco siendo, en consecuencia, trans-
versal el eje de la primera divisién. Los hechos observados hasta com-
pletar la formacibn de las ocho ascosporas, son similares a los ante-

riormente descriptos para Ascobolus y Saccobaolus.

Dentro de la familia Ascobolaceae se ha determinado el nﬂmqu

cromosdmico de varias especies de Ascobolus y Saccobolus, lo gue se de

talla en el cuadro siguiente:



Especie

publicedo por

n@ cromasdmico

Ascobolus immersus

Ascobolus @ggnifi-

cus

Aimmersus

S. citrinus

A. ferrugineus

S. seudodepaupera-

tus

A, biguttulatus

h. nigricans vy

A. sphaerospaora

Zuk vy Zwietlins-

ka (1965)

Wood (1953)

Zickler (1967)

Ranalli y For-

chiassin (1976)

Ranalli y For-

}chiassin (1978)

Panalli y Gamun-

di (1975)

Ranalli y Gamun-

df (1975)

ssin y Mercuri

(en prensa)

(n = 8)

8 cromasomas (n

B cromosomas (n

12 cromosomas (n

8 - 9 craoamosomas (n=8 -~ 9)

alrededor de 8 cromaosomas

= 12)

8)

8)

8 - 9 cromosomas (n= 8 6 9)

10 cromosomas (n= 10)

Ranalli, Forchia- 15 cromosomas (n= 5)




DISCUSION

Si bien en el pasado se sobrevalorf la importancia del tipo
de desarrollo de la fructificacién como criterio taxonémico sigue sien
do, segdn nuestro criterio, una importente herramiente texon6mica den-
tro de las Ascoboléceas, y permite establecer, por lo menos dentro del’

género Ascobolus una agrupacifn natural de las especies.

Los diferentes medios de cultivao, las condiciones de ilumina-
ci6n y temperatura acortan o alargan el periodo de maduracidn, el tama
fio v ndmero de los apotecios, intensifican o diluyen la pigmentacifn de
las fructificaciones, pero no modifican las caracteristicas microscoHpi-
cas de ascos, ascosporas, parafisis y excipulo, ni tampoco el tipo de
desarrollo, los que se mantienen constantes y, por lo tanto, pueden con
siderarse caracteres genot{picos de importancia para la determinacidn

de las especies.

Ascobolus albidus constituye a este respecto, una excepcion,

y no estaria{comprendido en la generalizacibn antedicha. Los cultivos
presentaron tres caracter{sticas, que por ser excepcionales, atraje-

ron poderosamente nuestra atencién. Ellas son:

1) Produccibn en cultivo de dos tipos distintos de apotecios que difige
ren en diémetro, longitud y ancho de ascos, tamafio de las ascosporas,
cantidad de ascos maduros a8 la vez, y fase del ciclo de vida en que

su himenio queda expuesto. Los apotecios que llamamos de tipo I res



2)

3)
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ponden a la descripcidn original de la especie pero tienen un desa-
rrollo tipicamente cleistohimenial, sbriéndose en la fase telohime-
nial, mientras que los apotecios de tipo II, tienen un diémetro ma-
yor, ascos y ascosporas mAs pequefias y un tipo de desarrollo cleis-
tohimenial, abriéndose en la faese mesohimenial media. Ambos tipos de
apotecios coexisten en la misma caja, entremezclados, o bien pueden
presentarse de un s6lo tipo en unas cajas y del otro tipo en otras,

lo gque es notable teniendo en cuenta que: a) las cepas son las mis-
maspara todas las cajas; b) las observaciones se hicieron en culti-
vos de la misma edad y c) todas las cajas se mantuvieron en cémara

de cultivo, bajo las mismas condiciones estrictas.

Otra caracteristica fue la produccién de apotecios de tipo II, con
ascosporas hialinas, sin formacifn de episporio, las que germinaron
esponténeamente sobre agar-agua al cabo de 48 horas. Cultivos obte-
nidos a partir de ellas, dieron fructificaciones semejantes a las

ogbtenidas en cultivos provenientes de ascosporas normales.

Finalmente, la tercera caracteristica fue la que presentaron los
cultivos mantenidos en oscuridad completa, que fructificaron en
todos los medios utilizados, pero formando cleistotecios tipicos,

sin paréfisis, con ascos delicuescentes y ascosporas hialinas.

De acuerdo con estas observaciones A. albidus, presenta in-

terrogantes muy interesantes desde el punto de vista genético, que

nos hacen coincidir con van Brummelen (1967:50) en su apreciacibn de

la especie como material muy (til para estudios genéticos.
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El crecimiento orientado de las hifes envolventes hacia el as
cogonio inmediatamente después de producida la plasmogamia, demostraria
en todos los casos, tal como sugiriera Bistis (1956), que el proceso es
tar{a controlado por sustancias de tipo hormonal, segregadas por el as-
cogonio después de la plasmogamia. E1 crecimiento inicial del protoapo-
tecio, evidenciado por un aumento de su volumen, se debe a esta masa de
hifas de cubierta que se entrelazan mis 6 menos densamente, encerrando

por completo al ascogonio (Ascobolus spp) o sflo cubriéndolo parcialmen

te (Saccobolus spp). Cuando las hifas asclgenas inician su desarrollo

de la o las células ascbgenas, el principal punto de crecimiento se lo-
caliza en el centro del protoapotecio. Las hiéas envolventes contindan
creciendo cierto tiempo y su actividad se manifiesta como una diferen-
ciacifén de los tejidos excipulares en médula y corteza en Ascobolus

spp, 0 bien, como un excipulo pobremente desarrollado en Saccobolus
spp.

Cuando las paréfisis inician su desarrollo, un nuevo centro de
crecimiento aparece en el himenio. Contindan creciendo &picalmente has
ta el comienzo de la maduracién de las ascosporas. Esta observacién
contradice lo expuesto por Corner (1929), quien sefiala que la forma-
cién de ascos comienza poco de antes de que las parafisis dejen de
crecer apicalmente. La ruptura del "techo" en especies cleistohimenia
les que se abren en la fase mesohimenial media, coincide con la apari

cib6n y ordenamiento de los primordios de los ascos en la base del hime
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nio. Pueden sugerirse varias hipftesis para explicar las causas de la
simultaneidad en ambos fenfmenos. Es probable que los ascos inicien su

desarrollo donde y cuando tienen suficiente espacio. También podria pen

sarse que la mayor disponibilidad de ox{geno al romperse el "techo" fa-
voreceria el desarrollo de los ascos y la diferenciacién de las ascospo

ras. S5in embargo, en A, amoenus, A. bistisii, A. albidus y A. ferrugi-

neus, la diferenciaci6n de los ascos y ascosporas procede en un ambien-
te comprimido y recubiertos por el "techo", lo que hace pensar en un de
terminismo temporal genéticamente controlado e independiente de condi-
ciones ambientales localigadas. La diferencia fundamental entre ambos

tipos de desarrollc estaria dada por la presencia en A, stercorarius,

A. crenulatus y A. biguttulatus de un més activo crecimiento interca-

lar de los ascos, que no va acompafiado por un incremento del ndmero de
células del excipulo ya diferenciedo, lo que determina que las células
del "techa" sufran tensiones que finalmente conducen a su ruptura tem-
prana. E1 mecanismo de aperture en espotecios cleistohimeniales que se
abren en la fase telohimenial, estaria dado, en camb}o, por la presifn
ejercida desde abajo y sobre la cara interna del "techo", por las para
fisis en répida expansibn apical, y por el abundante mucilago himenial
que se produce, y gque una vez expuesto el himenio, puede observarse, aln

a ojo desnudo, como una gota brillante y transparente en el polo hime-

nial del .apotecio.

Con respecto a la germinacibn de las ascosporas, poco podemos

agregar a lo dicho, salvo que observamos invariablemente, que las as-
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cosporas provenientes de cultivos sobre E germinaron en mayor porcen-
taje y mas rapidamente, en un tratamiento dado, que las provenientes
de_cultivos sobre otros medios, lo que podria estar relacionado con una
mayor disponibilidad de sustancias de reserva y una bateria enzimAtica

mas activa.

S5i bien el tipo de sexualidad que presentan las distintas espe
cies de Ascobolus es sumamente importante para llegar a conocer su big
logia e incursionar en la genética de la misma, es un caracter un tan
to labil y no conviene utilizarlo como criterio sistematico, excepto
para caracterizar la especie como homotélica o heterotélica o bien, en
especies heterotalicas muy afines morfoldgicamente, para determinar con
experiencias de intercruzamientos, la existencia o no de barreras geng

ticas. Tel es el caso de A, stercorarius, A. furfuraceus y A, biguttu-

latus que son morfolbgicamente. parecidos, pero que intercruzados en to

das las combinaciones posibles, en ningln caso produjeron apotecios

normales.

Del comportamiento sexual de A. ferrugineus, podemos sugerir

que presenta un heterotalismo morfolégico. Sin embargo, comparéndolo
con especies del mismo género estudiadas anteriormente (Dodge, 1920;
Bistis, 1956; Gamundi y Ranalli, 1963, 1966, 1975 y otros) que presen
tan heterotalismo fisiolbgicao, nos inclinamos a pensar, tal como Whi-
tehouse (op. cit.) y Raper (1965) en otros casos, que se trataria de

cepas unisexuales que probablemente son formas mutantes del hongo,



que normalmente es monoico. Casos similares fueron estudiados por otros

autores (Hansen y Snyder, 1943, 1946; E1 Ani, 1956).

Drayton y Groves (1952) sostienen que Stromatina narcisii que

para Whitehouse (op. cit.) significaria un casoc similar, presenta un
auténtico heterotalismo morfolbgico ya que de varios cientos de aisla-
mientos estudiados, s6lo tres de ellos mostraron caracter bisexual,
aunque aberrante, por lo cual, para dichos autores, la unisexualidad pa
rece estar bien establecida como un ceracter de la especie y no mera-
mente como una aberracibn genética. En nuestro caso, estudios posterio
res que involucren el anflisis estadi{stico de nuevos aislamientos, po-

drian aclarar el problema.

De las observaciones realizadas en Ascodemis nigricans y A.

sphaerospora, se ponen de manifiesto varias caracteristicas sexuales

y del desarrollo gque son particulares y que distinguen a Ascodesmis

de Ascobolus y Saccobolus:

1) Las fructificaciones se inician como proyecciones laterales a par-
tir de hifas vegetatativas de tréyecto tortuoso que ligan y entre
lazan a hifas mas gruesas, de recorrido recto, que crecen radial-
mente. Por dicotomias sucesivas, estas ramas laterales originen el
esbozo de la fructificacifn, que contiene finalmente gametangios,

paradfisis y célules basales estériles.

2) La plasmogamia ocurre entre gametangios que se enrollan uno alrede

dor del otro, sin que se pueda precisar por su morfologia o funcidn



cdal es el ascogonio y clal el anteridio.

3) Hay mas de una plasmogamia por fructificacién, ya que los gametan-
gios multinucleados se encuentran en nimero variable, generalmente
més de tres pares por fructificacifn. Una vez producido el enrolla
miento gametangial, cada gametangio diferencia una célula terminal
uninucleada. Entre ellas ocurre la plasmogamia, y se formauna hifaas
cbgena corta a partir de la cual desarrollaran los ascos mediante

el tipico proceso en gancho.

4) La carencia de un verdadero tejido exci{pular, ya que la porcifn es
téril del apotecio resulta de la proliferacidn de las células basa
les de los gametangios,las que también dan origen a las paréfisis
que crecen hacia arriba entre y rodeando los gametangios y consti-

tuyendo la dnica delimitacibn externa del apotecio.

Si bien las estructuras morfolfgicas relacionas con los pri-
meros estadios en el desarrollo de la fructificacibén coinciden con las
observadas por distintos autores (Usher, 1960; Swingle, 1934; Dangeard,
1903, 1907; Ciaussen, 1905; Delattre-Durand y Janex-Favre, 1979; 0'Do-
nnell y col. 1976), existen diferencias en cuanto a la interpretacidn

de la morfologia y funcién de los gametangios.

Swingle (1934) en A. nigricans y Delattre-Durand y Janex-Favre

(1979) en A. microschpica, destacan la presencia de un tricogino termi

nal en el "ascogonio" el cual degenera répidamente y no participa en

el desarrollo posterior.



Usher (1960), citado por 0'Donnell, encontré en A. sphaeros-

pora que los "anteridios" son més grandes que los "ascogonios". Nues-
tras observaciones coinciden sin embargo, con las de 0'Donnell (1976)

en que tanto A. nigricans como A. sphaerospora, ambos gametangios pre

sentan una morfologia similar, Une vez producido el enrollamiento mu-
tuo, delimitan una célulea apical uninucleada que serd la que partici-
pard en la plasmogamia. Es debido a esto que consideramos impropia la
denominacién de "ascogonios" y "anteridio" para los gametangios parti
cipantes en el proceso, ya que ambos desempefian una funcidn similar.
Claussen (1905) y Swingle (op. cit.) observaron fusiones nucleares en
los gametangios y en el asco joven. Sin embargo, como bien lo puntua-
liza Obrist, (op. cit.) es muy dificil demostrar con evidencias concre
tas dichas fusiones. De nuestras observaciones se desprende, sin embar
go, que la dnica fusi6n nuclear ocurre en la célula madre del asco, ya
gque existe conincidencia entre el ndmero cromosfémico (n=5) encontrado

en hifas vegetativas y en la metafase I de la divisitn meifdtica.

Por Gltimo, coincidimos con Le Gal (op. cit.) y Obrist (op.
cit.) en que la estructura relativamente simple de Ascodesmis refleja
un alto nivel evolutivo en el que la simplicidad es el resultado de

la reduccibn méds que una condicifn primitiva.

Del mismo modo, las observacliones sobre la ontogenie y la

morfelogia de la fructificacién en Ascobolus y Saccobolus aportan da

tos que permiten enunciar una hipbtesis de la evolucibén de Saccobolus



a partir de Ascobolus. En efecto, durante el proceso de maduracibn, las
ascosporas estén al principio separades y a medida que desarrollan se

van agrupando hasta formar un paguete; este fenfmeno puede considerarse
un carécter secundario, adaptivo, ya que las esporas de Saccobolus spp,
que son en general de menor tamafio que las de Ascobolus spp, al reunir-
se facilitan su dispersifn durante la expulsibn y el paquete al poseer

mayor masa, alcanzaria mayor distancia.

Por otra parte, el tipo de desarrollo del apotecio -gimnocérgi-
co-es considerado por Chadefaud (1960:530-531) como una forma neoténica,
derivada por evolucifn regresiva -o simplificacibn- del tipo de desa-
rrollo angiocérpico, opinibn compertida por nosotros. La mayoria de las
especies de Ascobolus son cleistohimeniales (angiocérpicas o hemiangio-
cérpicas), mientras que las de Saccobolus estudiadas, son gimnohimenia-
les (gimnocéarpicas). El desarrollo del sistema ascbgeno es también mu-
cho mayor en Ascobolus que en Saccobolus, indicando aqui también una
reduccifn del esporofito, gque va aparejads con una reduccidn del game
tofito, éste altimo representedo por un excipulo pobremente desarro-
llado en Saccobolus. La evolucifn ha sido aqui también por simplifica-

clbn.

Los ensayos de cultivos en diferentes medios y variando las
condiciones de iluminacién fueron realizados con el objeto de obtener
datos sobre la variacién de la morfologia del apotecio en funcidén de

los distintos medios y de las.condiciones de luz y oscuridad, y de
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ningdn modo significe ensayos tendientes a obtener un medio optimo, si
bien se consideré la produccién de abundantes fructificaciones normales,
un indice para determinar si1 los medios ensayedos eran adecuados. En

términos generales podemos concluir:

1) La luz es un factor importante en el desarrollo de las fructificacig

nes produciendo la oscuridad retardo o aborto de los apotecios.

2) La condicibn de luz continua es 6ptima para algunas especies, mien-

tras que la variaci6fn diurna de luz es mas adecuada para otras.
3) La ausencia de luz provoca un mayor desarrollo de micelio aéreo.

4) E1l cultivo en los distintos medios ensayados no provoca ninguna va-
riacibn apreciable en el tamafioc y ornamentacién de las ascosporas,
el tipo de desarrollo, la morfologia de los elementos himeniales vy

excipulares (excepcién hecha de Ascobolus albidus, cuyo comporta-

miento genéticamente variable, ya hemos comentado). S{ influye so-

bre:

a) el tamafio de los apoteclos
b) la duracibn del ciclo de vida
c) la superficialidad de los apotecios con respecto al sustrato

d) el color de los mismos.
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