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I N T R Ü D U C C I D N

El tema central de la investigación llevada a cabo hasta el

presente se refiere al estudio sistemático y biológico de las Ascobolá

ceas de Argentina, al que agregamos, a partir de 1975, el estudio de

las Hypocreales de Argentina, motivados por la existencia de divergen­

cias de criterio bastante acentuadas entre los diversos autores sobre

la ubicación sistemática y las afinidades entre los miembrosde las H1
pocreales.

La familia Ascobolaceae, dentro de los Ascomycetea, pertenece

a la Serie Discomycetes, donde se encuentran ubicados aquellos hongos

que tienen comofructificación, un apotecio. Dentro de la familia es­

tán incluidas numerosasespecies, cuyo habitat característico, aunque

no exclusivo, es el estiércol de animales herbivoros. Este brinda, a­

demás de las Ascoboláceas, un fascinante conjunto de hongos, maravillg

samente adaptados, tanto fisiológico comobalisticamente a un amplio ran

go de condiciones.

Un trozo de estiércol colocado en cámara húmeda e iluminado,

es una fuente segura de numerosos representantes fúngicos, que aparecen

y maduran en una sucesión casi perfecta. Los Ascomycetes pueden apare­

cer tempranamente, algunos alrededor del hto. dia, pero generalmente la

aparición es posterior alrededor del 7mo-9no. dia, en que géneros coprg

filos característicos incluyen Discomycetes comoIodoghanus, Cheilyme­

nia, Ascooolus, Saccobolus y Pyrenomycetes comoSordaria, Podospora y



Sporormis, estos tres últimos, muyestudiados en lo que respecta a su

ciclo reproductivo (Hauker, 1939 a, b; 1957; Ingold, 1965; Ualkey y Ha;

vey 1966 a, b; 1968; Austin, 1968 a,b.).

Los mecanismos de dispersión de muchos de estos hongos sugie­

ren una relación cíclica entre estiércol-hierba-tracto intestinal del

herbivoro -estiércol. Sin embargomuchosson los presentes comoesporas

o micelio sobre las hierbas, pero relativamente pocos los que sobreviven

hasta fructificar sobre el estiércol (Bonnery Fergus, 1959). El proce­

so de digestión, la alta temperatura y la competencia con otros microor

ganismos ejercen una considerable selección, encontrándose ciertos gru­

pos con alta proporción de representantes coprofilos y otros, comolos

Discomycetes inoperculados, que son muyraros (Dennis, 1968). La evolu­

ción en la escala zoológica hacia los animales de sangre caliente, pare

ce haber sido de gran importancia en la evolución del hábitat coprófilo,

ya que si bien un gran número de especies se ha encontrado en estiércol

de aves y mamíferos, muypocas lo han sido en estiércol de reptiles.

Un hecho interesante que presentan los hongos coprófilos en gg

neral, es su distribución cosmopolita, sin duda influenciada por su ti­

po de dispersión, realizado por los mismosanimales, por el viento y tam

bién por el agua, o bien por esporas adheridas al forraje que es a veces

transportado a grandes distancias.

Hayvarias caracteristicas de los hongos coprófilos que permi­

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



vi vi r s l a d i g e s t i 6 n. Relativamente son pocos los hongos que frug

tificsn sobre estiércol comparadoscon las numerosas y variadas esporas

adheridas s las hierbas. Podemossuponer que no soportan la digestión;

sin embargo, 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 numerosasexperiencias, entre ellos

inoculsr pan estirilizado con suspensiones de esporas variadas y conoci

das y observar cuales aparecen sobre el estiércol en cámara húmeda. Ha;

per (1962) demostró que el tiempo necesario para la producción 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 a 37GB,vsrisba entre b y 72 horas, lo que podria estar relacionado

con el tiempo que ls comida está normalmente dentro del intestino; h ­

6 horas para conejos (Brandt y Tacker, 1958, 25-h0 horas o hasta 72 ho­

ras para ganado vacuno (Sineshchekov, 1965; Dukes, 19h2).

ZD)Necesidad de un estimulo para laggerminación.
Las esporas de numerosos coprófilos no germinsn fácilmente cuando se

siembran en agar-nutritivo. Teniendo en cuenta su nicho ecológico, re­

sulta ventajoso para las esporas no germinsr fácilmente sobre los pas­

tos cuando éstos son humedecidos. La dormancia, constitutiva o exfigena,

constituye pues, un mecanismosdaptativo sumamentevalioso.

30)Supervivencia y crecimiento dentro de un am­
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¿io rango de temperaturas. Latemperaturadel tracto integ
tinal de animales de sangre caliente oscila alrededor de 37°C y las es­

poras de hongos coprófilos deben sobrevivir a esta temperatura por peris

dos que varian de unas pocas horas hasta 3 dias. No hay demasiadas evi­

dencias de si pueden sobrevivir en estado miceliano, pero de las obser­

vaciones hechas "in vitro" se concluye que muypocas son capaces de org

cer a 3708.

Conrespecto a la nutrición en coprófilos, el estiércol es un

medio muycomplejo y particular que contiene, además de los restos de

hierbas ingeridas por el animal, productos de desecho tales comoprodug

tos de la degradación de glóbulos rojos, pigmentos biliares, remanentes

de poblaciones microbianas que, muertas, son importante fuente de nitró

geno, y vivas, son capaces de sintetizar vitaminas solubles, de tal for

ma que el estiércol contiene un rico suplemento de factores de creci­

miento. La obtención de un medio sintético que permita al hongo cumplir

su ciclo biológico normalmente, requiere un análisis minucioso de los

diferentes factores nutricionales.

En los últimos años ha habido un incremento notable en el in­

terés de aplicar análisis bioquímicosa la identificación y clasifica­

ción de los hongos, la cual, tradicionalmente, está basada sobre caras

teres morfológicos relacionados con las hifas vegetativas, la reprodug

ción sexual y asexual, color, forma y tabicamiento de esporas y otros

caracteres similares. Algunos rasgos usados son fundamentales, otros



triviales. En el caso particular de las Ascoboláceas, se han realizado

estudios sobre ciclo de vida, citología y sexualidad de algunas especies,

pero el tratamiento sistemático de esta familia se ha hecho exclusivameg

te sobre la base de caracteres macro y micromorfolbgicos. Con la espe­

ranza de encontrar nuevos criterios que fundamentan la separación deu

las especies y el grado de afinidad entre ellas y entre los géneros, se

ha encarado el estudio monográfico de las Ascoboláceas de Argentina,

con un enfoque fisiológico y ontogenético. Másaún, el enfoque biológi­

co que se le da al tema, que rebasa los limites geográficos en el senti

do de que la mayoria de las especies son cosmopolitas, permitirá ahon­

dar el conocimiento actual de las mismas. Por otra parte, el estudio de

los requerimientos nutricionales, tendientes a la obtención de medios

de cultivo totalmente sintéticos, que permitan a los organismos estudia

dos cumplir su ciclo de vida normalmenteen el laboratorio, bajo condi­

ciones controladas, permitirá usar este extraordinario material biológi

co en el estudio y dilucidación de problemas genéticos.



MI INCÜRPURACIQ! EN LA INVESTIGACION

Mientras cursaba mi segundo año de la Carrera, tuve ls opor­

tunidsd de ponerme en contacto con 1a Dra. Amos, quien regresaba de E2

tados Unidos, donde habia trabajado con George Bistis en Ascoboláceas.

Supo de mi interés por los hongos y generosamente me ofreció la oporQ¿

nidad de trabajar a su lado, comoayudante de laboratorio. Alli comen­

26 mi aprendizaje, cumpliendotodas las tareas básicas de laboratorio

que mepermitieron familiarizsrme con las Ascobolácess, aprender a re­

conocerlas,a tratar de aislarlas en cultivo, a partir de ese fascinan­

te mundoque es un trozo de estiércol puesto en cámara húmeda. Desde

entonces y hasta la finalización de mi Carrera continúe trabajando y s­

prendiendo bajo la dirección de la Dra. Amos, en el Departamento de

Ciencias Biológicas, donde comencé, mi carrera docente. En 1965 la Dra.

Amosse trasladó a le Universidad Nacional de La Plata comoProfesora

Titular, pero seguimos trabajando en el tema en colaboración. Por ese

entonces comencé a trabajar en colaboración con la Dra. Ross M. de bg

derkremer, del Departamento de Quimica Orgánica, analizando la compo­

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

estudiamos los Hidratos de Carbono simples y polioles. Mi incursión en

el tema fue breve, ya que si bien me interesaba, no queria perder de

vista el aspecto biológico, por lo que no continué con la investiga­

ción, dedicándome enteramente a la biologia de los Ascoboláceas. En

colaboración con el Lic. RonánCinto, publicamos el hto. trabajo de la
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serie monográfica sobre Ascoboláceas, con la supervision de la Dra.

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

En mayo de 1972, y debido a las gestiones que realizara el Dr.

Jorge Mright, entonces director del Departamento de Ciencias Biológicas

pude asistir al curso de post-grado, que sobre "Cromosomasen la evolu­

cion y sistemática", dictars el Dr. Keith Jones en la Facultad de Agrg

nomia de la Universidad de Buenos Aires. Mi interés por la citología

en Ascoboláceas me habia llevado en aquella oportunidad a probar diver

sas técnicas, con resultados bastantes satisfactorios. De alli en ade­

lante, se agregó a la linea de trabajo original el estudio citológico

de las especies analizadas, con la intención de aportar nuevos datos

complementarios en la caracterización de estos organismos. Con el trans

curso del tiempo, se fueron añadiendo al plan original nuevos temas:

asi se estudiaron los requerimientos nutricionales de Ascobolusbigur

ttulatus, utilizándose en el análisis estadístico de los datos, Téc­

nicas de Superficie de Respuesta. Con el empleo de técnicas especia­

les que permiten preservar sin mayores deterioros las estructuras sexug

les, pudimosobservar y estudiar los rasgos estructuras en vista super
ficial de los estados iniciales en la formaciónde la fructificación

de Ascobolus bistisii, hasta la maduración y liberación de las ascospg

ras, empleando el Microscopio Electrónico de Barrido. En colaboración

con el Departamento de Quimica Orgánica de nuestra Facultad, aislamos

y caracterizamos el glicbgeno obtenido del micelio de Ascobolus fur­
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‘furaceus y ultimamente hemosincluido el análisis electroforético en

gel de poliacrilamida, de las proteinas solubles del micelio, ya que

consideramos que puede proporcionarnos datos que contribuirán al escla­

recimiento de las relaciones taxonómicaa de organismos relacionados o

supuestamente relacionados,sobre todo de aquellos donde hay dificultad

para utilizar los métodosclásicos de la Taxonomíatradicional. Para

estos trabajos cuento con la colaboración inestimable del personal do­
cente auxiliar con dedicación exclusiva del Laboratorio de Introduc­

ción a 1a Botánica, quienes abarcan diversos aspectos parciales del

plan de investigación.

Los trabajos publicados hasta el momentopueden dividirse en

tres grupos a saber:

1) Relacionados con el crecimiento, la ontogenia, la sexualidad, le ci­

tología y la nutrición de Ascoboláceas (principalmente de Argentina,

aunque incluyen dos trabajos realizados con material proveniente de Es

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

2 Relacionados con el crecimiento, la ontogenia y la citología de Hy­V

pocreales de Argentina. Trabajos 16 - 1Binclusive.

3) Un único trabajo relacionado con la composición quimica de Cyttaria

harioti Fisher, en el que se analizó el contenido de Hidratos de Bar

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

moexplicara previamente, no se continuo con esta linea de trabajo.
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A continuación,preaentaré 1a metodología, resultados y conclu­

siones extraidas hasta el presente, en el "Estudio sistemático y bioló­

gico de las Ascobuláceaa de Argentina".
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ESTUDIO SISTEMATICÜ Y BIDLÜGICÜ DE LAS ASCÜBÜLACEAS DE ARGENTINA

MATERIALES Y METODOS

Debido a que el estiércol de animales herbivoros es el princi

pal, aunque no único habitat de las Ascoboléceas, el método de la cámg

ra húmeda, practicado por los micblogos desde el siglo pasado, sigue

siendo el habitual para la obtención de fructificaciones en el labora­

torio. Para ello se utiliza estiércol previamente secado y se lo colo­

Ica en una caja de Petri sobre papel de filtro, suministrándosele sufi­

ciente humedad. Al cabo de B - 1Ddias, los apotecios de la mayoria de

las especies de Ascoboléceas alcanzan la madurez. Entonces se invierte

una caja de Petri con agar-agua al 2,5% sobre el estiércol con el oblg

to de recoger las ascosporas, que al ser expulsadas violentamente al

menor movimiento del aire, se adhieren fuertemente al agar, debido al

característico mucilago que generalmente las envuelve.

Se observan las ascosporas durante los dias subsiguientes y

si germinan a temperatura ambiente, se hacen cultivos monospbricos

transfiriendo pequeños 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., agua destilada 1000ml. y

un disco de papel de filtro ManacoDuren NO615 o similar). Se incu­

ban los cultivos a temperatura ambiente o bien en cámara incubadora a



23GB¿_1DC, a luz continua. Si por el contrario, al cabo de 1Da 15

dias no han germinado, se ensayan tratamientos inductores de la germi­

nación. Estos tratamientos se aplican a ascosporas que tengan un “pe­

riodo de reposo" minimode cinco dias, contados a partir de su expul­

sión del asco. Este periodo parece ser indispensable para las especies

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

Saccoblus. Los tratamientos inductores pueden ser:

a) Ca lo r: consiste en suministrar a las ascosporas una temperatura de

b V

37GBdurante un tiempo que varia de 2h horas a varios dias, según

los casos, o bien el llamado "shock" de calor, por el que se somete

a las ascosporas durante un lapso de 1 - 3 minutos a altas tempera­

turas (BBDDa 9008) en un horno eléctrico, haciéndose bajar paulati

namente la temperatura hasta que alcance unos 20-2308, con lo que se

da por finalizado el tratamiento. Luego se dejan a temperatura am­

biente.

S o 1 u c i on e s a 1 c a l i n a s: El tratamiento se efectúa con solucig

nes de DtNa e ÜHHde concentraciones inferiores al 1%. La concentra

ción de las soluciones a emplearse depende del espesor de 1a pared

de la espora y de la presencia o no de grietas. El tiempo de acción

del alcali es variable, habiéndose ensayado tiempos que oscilaron eg_

tre 2 y 60 minutos, al cabo de los cuales se neutraliza con una so­

lución 1Nde HCl. Se vuelca el liquido, se lava, y se incuba a 37GB

por un periodo que puede variar de 2h horas a varios dias. A partir



de las 2h horas, del tratamiento, se observan las ascosporas diaria­

mente y ai el porcentaje de germinación es de hÜ a 50%al cabo de 2h­

hB horas, se considera efectivo el tratamiento.

.Una vez aisladas las ascosporas germinadas en cultivos monospg

ricos sobre medio "atadard", se observa el desarrollo del micelio‘durag

te dos o tres semanas, y si sólo hay crecimiento vegetativo abundante,

se sospecha que pueda tratarse de una especie heterotálica. Para deter­

minar la compatibilidad sexual de las cepas monospóricaa, se las cruza

de a pares en caja de Petri, observándose la aparición de laafructificg

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

En los casos en que existen oidios que actúan comoagentes es­

permatizantes, con el fin de estudiar los mecanismosde interacción en­

tre oidios y micelio compatible, recurrimos a la "espermatización". Pa­

ra ello, se colocaron bloques de agar-agua al 2%, de 5 x 5 x 2 mm., con

oidios provenientes de cultivos de 5 dias, que fueron obtenidos por fi;

trado estéril comouna suspensión librefide micelio, sobre micelio base

de la misma edad, de la cepa compatible, creciendo en cajas de Petri con

medio "atadard", y se siguió la evolución del proceso con el microsco­

pio óptico. La concentración de oidios debe ser tal que nos permita ob­

tener un número uniforme de fructificaciones por bloque de agar, y de

tamaño medianamente parejo. De esta manera, los primeros estadios se og

servaron "in vivo", fotografiando laa secuencias desde que se activan

los oidios y se inicia la diferenciación de los ascogonios hasta la
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formación de los protoapotecioa. Paralelamente se fueron fijando los

bloques de agar con las fructificacionea a intervalos regulares, hasta

la maduración de los mismos en fijador de Neucomer (1953).

Para las observaciones del desarrollo realizadas con MEB,los

bloques de agar conteniendo los diferentes estadios de desarrollo del

apotecio fueron fijados en glutaraldehido al 2,5% en "buffer" de Millg

ning a pH 7,3 (Damas, 1971), durante 3 a 5 horas a temperatura ambien­

te. La fijación inicial fue seguida por tres lavados de 15 minutos ca­

dawuno en el mismo "buffer" y dejados toda la noche en el mismo. El mg

terial fue luego post-fijado en Dth al 1%en "buffer" de Milloning d!
rante 2 horas: 1 hora a 308; 30 minutos a 1208 y 30 minutos a tempera­

tura ambiente. Luego fue deshidratado con acetona al 15, 25, 35, #5,

55, 65, y 75% a 308, durante 1Dminutos en cada etapa. Finalmente fue­

ron sometidos al proceso del "Punto critico' y observados con el Mi­

croscopio Electrónico de Barrido.

El estudio ontogenético de los apotecios se realizfi con mate­

rial fijado, seccionado y colorado, complementadocon 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 efectuó con ensayossimultáneos 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) (Mood, 1953: h) modificado utilizando ca­

seina en lugar de caseína hidrolizada.

c) Medio M (Olive, 1950:759).

d) Medio de Yu (sigla Y) (Ranalli y Gamundi, 1975:7h0).

e) Extracto de estiércol - urea (sigla E-U): 1 litro de decoccibn de eg

tiércol filtrada, 5 g. de glucosa. 1g de ni­

trato de amonio, 29 de urea, 20g de agar.

F) Estiércol de vaca, caballo, oveja, cabra, etc. esterilizado (sigla E).

En el caso del género Ascodesmis, tanto la germinación de las

ascosporss, comoel desarrollo de las fruotificaciones, fueron llevadas

a cabo sobre el siguiente medio: almidón soluble 10 gr, extracto de le­

vadura "Difco" 5 gr, HZHPÜh:1 gr, SDhMg.7H20:D,5 gr, agar 20 gr, agua
de canills 1000 m1.

En cuanto s las condiciones ambientales, muchas experiencias,

sobre todo las de los trabajos iniciales, se realizaron a temperatura

ambiente registrada con termográfo. En los trabajos posteriores, con­

tando con cámaras de cultivo, las experiencias fueron realizadas a te!

peratura controlada de 2308 :_1DC. Las condiciones de iluminación se

variaron, para poder observar el efecto de la luz sobre los cultivos,

haciéndose silmultáneamente dos series, una a la luz y otra a oscuridad,

otras agregándose a las dos anteriores una serie con exposición a la va

risción diurna de luz o a periodos diarios controlados de luz y oscuri­
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dad. En algunos casos, se expusieron los cultivos a la oscuridad duran­

te un lapso de su desarrollo, dejándose a luz continua durante el tiem­

por subsiguiente. La luz continua se proveyú por un tubo fluorescente

de 20 matt, dentro de una cámara de madera de 7D x #5 x #5 cm, donde se

registró 1a temperatura, o bien en cámara de cultivo Neu Brunswick, su­

ministrada por tres tubos fluorescentes de 20 matt, a temperatura cons­

tante de 23GB:_1DE. Para los ensayos de oscuridad, se envolvieron las

cajas de Petri con papel negro.

Para la fijación del material se usó fijador de Newcomer(1953)

procediendo a Fijar cada 2h horas pequeños bloques de agar conteniendo

primordios de apotecios desde su aparición en cultivo hasta llegar a la

madurezde las fructificaciones. El minimode tiempo de fijación fue

una semana y el máximo un mes. Antes de aeccionar el material con el mi

crótomo de congelación, se lo hidrató y luego se lo montó en la mezcla

de Hamilton (Blayden, 1958) para tal fin. Se efectuaron secciones longi_

tudinales de las fructificacionea de 8 a 20 Pmde espesor, que posterior
mente se coloraron con carmin propiónico (Olive, 1950:759) y con azul

láctico (Le Gal, 19h7:79) para su estudio ulterior. Las secciones más_i

lustrativas fueron fotografiadas.

Las porciones del estiércol original, con las fructificaciones

secas quedaron depositadas en el Herbario del Departamento de Ciencias

Biológicas de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (BAFC),asi

comotrozos del estiércol esterilizado y reinoculado con la especie es
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tudisda, al estado seco. Los cultivos se mantienen en la colección de

cultivos de hongos del Departamento citado (C- ).

Métodos citológicos.

Las observaciones citológicas se hicieron en micelio y en frog

tificaciones obtenidas sobre medio "standard" o bien en medio "Y". Para

tal fin, a partir generalmente del 3er-hto. dia de 1a inoculación del

micelio en el medio respectiVo, se fijaron pequeños bloques de agar con

teniendo el micelio y/o las Jóvenes fructificaciones.

Fi jatzi bn: se utilizaron distintos fijadores, dependiendodel colorag

te s emplear en cada caso:

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

ácido acético glacial), durante 30 minu­

tos a varios dias (no más de cinco).

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

partes de alcohol etílico absoluto, 6 par

tes de ácido propiónico y 2 partes de so­

lución acuosa al 10%de ácido crbmico. La

fijación se realizó durante 2h horas a 10

dias. Los mejores resultados fueron obte­

nidos con material fijado durante 2h-h8

horas.

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

ración.

Co l o r a c i 6 n: Varias fueron ensayadas:

a) carmin en ácido propiónico al 65% (Wells, D. 1956).

b) Aceto-lacto-orceina (Day, Boone y Ueitt, 1956).

c) Giemsa HEl (Rogers, 19653.

d) Hematoxilina-propiono-férrica (Lu, 1967).

Los mejores resultados fúeron obtenidos con las dos últimas cg

loraciones, por lo que se emplearon rutinariamente.

Co lo ra ci ón c on Giems a: pequeños bloques de agar fueron fijados

en Barnoy (3:1) durante 30', lavados rápidamente en alcohol 70%y a con­

tinuacibn en 2 cambios de agua destilada e hidrolizadoa en HEl 1Nduran­

te 30' a varias horas, a temperatura ambiente, o bien durante 20' en HBl

1N a 60°C.

Después de hidrolizado, el material fue lavado con agua destila

da y colocado en buffer de pH 7,2 preparado según Jensen (1962), llevado

sobre 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 solución

stock sin diluir de colorante de Giemsa, preparado de acuerdo con Hard

y Ciurysek (1962). Después de colorar durante 15-h5' se lavú con varios

cambios de agus destilada y buffer respectivamente. Nuevamente, el ex­

ceso de buffer fue eliminado. Completandola coloración se agrego sobre

el material una gota de solución acuosa de ÜHKa1 3%, colocando un cu­
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bre-objetos y aplastando vigoroaamente. El material nuclear aparece ro­

jo purpúreo, mientras que el citoplasma permanece incoloro o levemente

rosado. La coloración persiste durante 12-15 horas, después de las cua­

les se desvanece. (En heladera puede durar varios dias, protegiendo los

preparados de la desecación).

Eoloracion con hematoxilina- propiono- ferrica:
Las fructificaciones fueron fijadas en fijador de Lu modificado, gene­

ralmente durante 2h horas, aunque en materiales que permanecieron en el

fijador a temperatura ambiente durante 1Ddias, las placas centriola­

res se tiñeron con mayor nitidez.

Despuésde la fijación, las Fructificaciones fueron hidrata­

daa a través de la serie de alcoholes e hidrolizadas en HBl 1Ndurante

5' a temperatura ambiente, calentando luego a GÜDCen baño de agua, du­

rante 15-20 minutos. Se lavaron repetidas veces con fijador de Singleton

(1953) para eliminar todo rastro de HBlque interfiere con la poste­

rior coloración. La hidrólisis facilita el aplastado de los ascos y el

citoplasma se colora menos. El colorante fue preparado mezclando par­

tes igualss de una solución al 0,5% de alumbra de hierro en ácido

propiónico al 50%y hematoxilina al 2%en ácido propiónico al 50%.

Si la solución de hematoxilina es reciente, el colorante no de

be usarse hasta después de 2h horas de preparada la mezcla, que man­

tiene sus propiedades alrededor de cuatro semanas si se guarda en un

frasco color de caramelo. Las fructificaciones se dejaron el el co­

lorante durante 2-2h horas, luego se aplastaron 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, intensificándose la coloración de los nú­

cleos, nucleolos y cromosomas,y aclarándose el citoplasma.

Ensayos sobre nutrición

Se estudio 1a respuesta cuantitativa de Ascobolus biguttula­

¿ug a cuatro fuentes nutritivas: biotina y tiamina, vitaminas para las

cuales mostro deficiencia y D-glucoaa y L(-) asparagina comofuentes

de carbono y nitrógeno respectivamente. Para ello ae trabajó con el

aislamiento monospórioo ND19 de 1a cepa 8-1220, cuyos repiques se mag

tuvieron en medio "standard" en heladera a 10°C hasta el momentode su

utilizacion. El inficulo para los ensavoa fue un disco de 2mmde diam;

tro tomado de una colonia que fue repioada 2 veces en caja de Petri

con Bacto-agar "Difco" al 2%. El material de vidrio fue lavado con de

tergente especial para vidrio, sometido luego a la acción de una soy!

ción de bicromato de H y ácido sulfúrico 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 a 12108, la glucosa se esterilizó separadamente y se aña­

dió estérilmente a1 mediobasal. Las vitaminas se esterilizaron a tra

vés de filtro Seitz y se añadieron al medio basal en las concentracig

nes requeridas. Se prepararon soluciones aouosaa madre, las que fue­

ron congeladas hasta el momentode su utilización (biotina: ¿pg/ml y

tiamina 1DGpg/ml). Los tapones de algodón de los Erlenmeyers en dog

de creció el hongo fueron protegidos con gasa medicinal para evitar

la contaminación de los medios de cultivo con particulas de algodón
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(Sheruood y Singer, 19hh).

El pH inicial de todos los medios varib entre 6,2 y 6,h

antes de esterilizar. Cuandofue necesario ajustar los valores de

pH dentro de ese rango, se utilizaron soluciones 0,1 N de UFNay

HDI. Los cultivos se realizaron en Erlenmeyers de 250 ml contenieg

do 1DGml. de medio liquido que consistió en: D-glucosa, L(-) ss­

paragina (ambas en concentraciones variable según el diseño expe­

rimental), HZHPÜh:D,6gr, HHZPÜA:D,5gr, MgSÜh.7H20: 0,5 gr y so­

lución de micronutrientes: 1 m1 (Galvagno, 1976); biotina y tiami

na (en concentraciones variables según el diseño experimental),

H20destilada hasta 1000 ml. Las drogas utilizadas fueron pro-ong
lisis.

El crecimiento vegetativo se valoró tomandoel peso seco

del hongo creciendo a ZADCdurante un periodo de 6 dias; el mice­

lio fue filtrado por embudoBuchner a través de papel de filtro

(Carl Schleicher and Schull ND595), enjuagado con agua bidesti­

lada y secado a 9000 hasta peso constante. Los vanres de peso

seco aproximados al miligramo, fueron registrados en una balanza

analítica Mettler H5. Para todas las experiencias los cultivos

se incubaron en cámara de crecimiento a luz continua, suministra

da por tres tubos fluorescentes de luz fria de 20 matt, con agi­

tación constante a 125 rpm. El análisis estadístico de los datos

se efectuó empleando Técnicas de Superficie de Respuesta.
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Para el aislamiento y caracterización del glicógeno presente

en micelio de Ascobolus furfuraceus, se utilizó un aislamiento monospg

rico de la cepa 0-233 que fue mantenido en medio "standard" en helade­

ra a 1000. Los cultivos se realizaron en Erlenmeyers de 250 ml. conte­

niendo 1DGml de medio liquido que consistió en: HZHPÜA:0,5 gr, M980“.

7H 0:0,5 gr; El Zn, 10m9; SU Cu: Ü,h mg; Cl Mn: 0,09 mg; BDBH3:Ü,Ü7mg;2 2 h 2

DhMoNazz2Hzü:Ü,Ü2mr; Bl3Fe: 1 mg; biotina: 5 ug; tiamina 0,1 mg; D­

glucosaz20 gr; L(-) asparsgins: h gr; y HZDdestilada hasta 1000 ml.

El micelio para determinación del glicógeno fue lavado con etanol y se

cado al vacio a temperatura ambiente.

Métodosanalíticos.

La cromatografía en papel fue llevada a cabo por el método des

candente en papel MhatmannND1 con 1-butanol-piridina-agua (6:h:3 v/v).

El revelado se efectuó con: a) Nitrato de plata-hidróxido de Na (Treve­

lyan y col., 1950); b) p-anisidina-hidrocloruro (Houghy col., 1950), y

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

Los indices de rotacion fueron registrados con un polarimetro

Perkin-Elmer. El espectro del complejo iodo-glicógeno fue registrado

con un espectrofotúmetro BeckmanDH-ZA,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-sulfúrico

(Dubois y col., 1956). La hidrólisis ácida fue llevada a cabo calentag

do la muestra (5 mg) con HEl. 2N a 10008 durante 2 horas en atmósfera
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de nitrógeno. El glicógeno fue extraido del micelio de 6 dias de edad

siguiendo 2 métodos:www
El micelio (1,h2 gr) fue homogeneizadoen un Potter enfriado

a DDC,y extraido con H20, 30 m1 por vez, repetidamente, hasta que el

test de iodo diera negativo. Después de 1a centrifugación a 17009 du­

rante 30', el glicógeno fue precipitado del aobrenadante por adición

de 2 volúmenes de etanol. El precipitado (0,50 gr) fue rediauelto en

30 m1 de agua y centrifugado a #5009 durante 30' para remover el ma­

terial insoluble. El glicógeno fue rsprecipitado de la solución con

etanol. La purificación fue repetida varias veces hasta indice de ro
tación constante.

2) Extracción con una mezcla de fenol-agua

El procedimiento se basó en el método uaado por Laakov y

Margoliash (1963) para 1a preparación del glicfigeno a partir de higa­

do de rata. 3,5 gr de micelio seco fue reducido a polvo y extraido

con 120m1de fenol h5%durante 2 horas a temperatura ambiente. La me;

cla Fue centrifugada a 12009 durante 30', la fase acuosa fue separada

y se realizó una segunda extracción con un volumen similar de agua.

El glicbgeno fue precipitado de los extractos acuosos combinadospor

adición de 2 volúmenes de etanol. Después de tres purificaciones ae

obtuvo un glicógeno de indice de rotación constante.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES
——W

A) GEFïMInlAC IDIV DE IlSÍIÜ SF’DFQAS

Las ascosporas expulsados violentamente por los ascos maduros

fueron recogidos sobre placas de agar-agus sl 2,5% y observadas diaria

mente luego de recogidas. Sólo en casos excepcionales se obtuvo germi­

nación espbntanea sobre agar-agua, ya que las ascosporas estaban dorm;

das.

La dormancia en esporas de hongos puede ser de dos tipos (Susi

man, 1965): a) dormancia exbgena, cuando el desarrollo está diferido

debido a condiciones fisicas o químicas desfavorables del medio. b)
dormancia constitutiva, cuando el desarrollo se pospone debido a uns

propiedad innata del estado de dormición} tal comola existencia de una

barrera a la penetración de nutrientes o agua, un bloqueo metabólico o

bien la existencia de una autoinhibicibn. Ambostipos de dormancia se

encuentran representadas, en general, en los hongos coprófilos, y en

particular en las Ascoboláceas estudiadas por nosotros. Sin embargo

uno de los problemas que se presentó al estudiarla, es la heterogenei­

dad fisiolbgica de las poblaciones de esporas de una especie dada, y

aún entre las esporas provenientes de una mismafructificación.
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La necesidad de un "tratamiento digestivo" para que la germi

nación ocurra varia aún dentro de hongos muyrelacionados. Por ejem­

plo, Mucormucedo, que es-solo coprófilo facultativo, es prácticamente,

indiferente al tratamiento inductor (Webster, 197D), mientras que otras

especies tienen requerimientos perfectamente definidos.

Para activar la germinación de una especie dada, pueden ser­

vir, por otro lado, una"variedad de activadores. Por ejemplo, 522292­

¿gg stercorius germina después de un tratamiento a 3800 en un extracto

acuoso de estiércol de vaca; después de 30 minutos a temperaturas entre

60-7008; s 37GBdespués de ser sometidas las escosporas durante 30 min!

tos a la acción de una solución acuosa de UFNaal 0,35%, o bien, cuando

son tratadas con sales biliares. Este amplio rango de estimulos se en­

tiende, cusndo se analiza la gran variación 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

ción, es similar a la encontrada an otros hongos no coprófilos, en los

que se han analizado con detalle, las causas de la dormancia (Sussmanm

1965, 1966; Sussman y Halvorson, 1966; Frias, 1966).

Las posibles causas de la dormancia pueden ser:

a) Deficiencias metabólicas: en muchoscasos, el agregado de nutrien­

tes al medioes suficiente para activar la germinación.
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.b) Impermeabilidad de la pared de la esgora: el efecto de alcalis y o­

tros agentes activadores sobre la superficie de la espora, consiste

en aumentar la permeabilidad de ls pared de 1a misma a1 agua.

c) Presencia de inhibidores enzimáticos gue deben ser destruidos.

d) Precursores enzimáticoa gue deben aer convertidos en la enzima corres­

Eondiente.

e) Enzimss separadas en el espaciol de su sustrato correspondiente: la

activación determina su puesta en contacto.

Los resultados obtenidos con las especies de Ascoboláceas esta

diadss nor permiten ejemplificar algunas de estas posibilidades. Asi,

Ascoghanus csrneus (a Iodoghanus csrneus) fue prácticamente la única eg

pecie que presentó al 6to. dia de 1a expulsión, germinación espontánea.

Dbtuvimos 28%de germinación a temperatura ambiente que osciló entre 24­

2208. Un aumento de la temperatura favoreció la germinación y asi, a

las 72 horas de expulsadas y sometidas a 3790, registramos un 37%de

germinación espontánea. En el resto de las especies estudiadas, fue ne­

cesario recurrir a un tratamiento inductor de la germinación, previo ag

metimiento de las ascosporas a un periodo de reposo variable entre 2 y

1Ddias, lo que parecería indicar la presencia de inhibidores que deben

ser destruidos o precursores que deben ser convertidos, antes de que o­

curra la germinación.

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. Ascobohusalbidus, produjo en cultivo ascosporas hiali­

nas, sin exosporio, que germinaron espontáneamente una vez expulsadas,

mientras que las ascosporas normales necesitaron tratamiento inductores

con soluciones de ÜHNade concentraciones que variaron entre el 0,2 y

el Ü,b%, durante 1D a 30' e incubación posterior a 37GBdurante ABho­

ras. Pareceria ser que el exosporio es aqui la única barrera mecánica

opuesta a la entrada de agua e iniciación de la germinación y si hay

inhibidores (requieren periodo de reposo) podria ser el lugar fisico

donde estén ubicados.

La permeabilidad del exsosporio yaria'de acuerdo con:

1) Mediode cultivo ¿gprs el gue desarrolla las Enotificsciones gue ex­

pulsan las ascosporas. Tratamientos inductores efectivos en ascosporas

provenientes de cultivos o de estiércol tindalizado, resultaron drásti

cos aplicados en ascosporas provenientes de cultivos en medios "stan­

dsrd'. Esto pudo ser observado en A. albidus y en A. ferrugineus y pg

dria estar relacionado con el espesor del exosporio.

2) Duración del periodo de reposo. En A. ferrugineus, al aumentar el

periodo de reposo, tanto las ascosporas provenientes de medio "stan­

dsrd', comolas de estiércol, necesitan mayores concentraciones de

DHNaparagerminar, lo que indicaris que se produce una modificación

del exosporio ("endurecimiento") y no una disminución de la viabili

dad. ya que ascosporas provenientes de E con 1D dias de reposo y un

tratamiento inductor con una concentración de DFNaal 0,1% durante
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30', no germinaron, mientras que al 0,2% presentaron un 85%de germing_

nación. Al 0,3% disminuye el porcentaje ya que el tratamiento es muy

drástico; aparecen numerosas esporas con las paredes rotas y el contar

nido desparramado. Este comporatamiento no es general, y en A. albidus

ocurre lo contrario; al envejecer, las concentraciones requeridas para

la germinación son menores.

3) Lg_gggularidgg_gp la diggggicifin del excsgorio. En A. bístisií,

los resultados obtenidos con la aplicación de un tratamiento inductor

dado, fueron muyvariables, comportamiento que atribuimos a la desi­

gual cantidad de grietas presentes de espora a espora, lo que puede

influir en la penetración desigual de la solución alcalina, y afectar,

en consecuencia, la imbibiciún de la ascospora.

Las deficiencias metabólicas comocausa de dormancia, también

fueron comprobadas. Ascosporas de A. furfuraceus, A. etercoraríus y

Asccdesmis sp, recogidas sobre placas de Bacto-agar, no germinaron,

aún cuando fueron sometidas a los tratamiento inductores óptimos. Si

lcehicieron, cuando fueron colocadas las dos primeras, en agar-agua

común(con impurezas, que aportan, sin duda, factores nutritivos) y

Aacodesmis en el medio de cultivo apropiado, en el cual no necesita­

ron tratamiento inductor con soluciones alcalinas, y germinaron espog

táneamente a las 2h-h8 horas de ser recogidas.

Comprobamosque otro factor que influye sobre la germinación

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



un tratamiento inductor dado, la germinación es mayor en áreas de ma­

yor densidad de esporas. Esto podria interpretarse comoel resultado

del desprendimiento, durante la iniciación de la germinación, de prg

ductos volátiles activadores de esta. McTeague, Hutchinson y Reed

(1959) y Lbse (1967) demostraron que la germinación de las esporas de

Agaricus bisgorus puede estimularse por la presencisde micelio vege­

tativo o por productos volátiles producidos por su propio-micelio o

micelio de otros hongos. Los vapores del ácido iso-valerico, que es

un ácido graso de cadena corta, son activos estimulantes de ls germi

nación, y se sabe que son producidos por el micelio de Agsricus.bis­

22525 y otros hongos. Nosotros encontramos que el porcentaje de ger­

minación de ascosporas defihccobolus 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 especies estudiadas, al iniciarse la germina­

ción se separan las paredes, el saosporio se aclara, el volumena­

proximadamente se duplica y el contenido aparece removido. Se prod!

cen de 1 s h tubos germinativos, frecuentemente 2, emitidos polar o

aub-polarmente, que se ramifican a corta distancia, originando un‘micg

lio hialino y lsuo

B)CRECIHIENTD VEGETATIUU EN MEDIO NUTRITIUD

'GTANDARD"

Las observaciones se realizaron "in vivo'l en cultivos monos­
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póricos que crecian en cajas de Petri sobre medio "standard".

1) Caracteres macroscópicos de las colonias

De las observaciones realizadas, podemosestablecer una neta

diferencia con respecto a la velocidad de crecimiento de la colonia.

Sin excepción todas las especies de Ascobolus estudiadas presentan un

crecimiento rápido, alcanzando el borde de la caja entre el 30 y hD

dia, con escaso desarrollo aéreo al principio, pero abundante creci­

miento aéreo a partir del hD-SDdia, sobre todo en especies formadores

de oidios. El micelio es laxo, hialino, de crecimiento radial, con ra

mificación monopodial. El borde de la colonia es ondulado a liso, el

sustrato no toma coloración alguna o bien adquiere tonalidades citri­

nas o verdoeas. El olor del cultivo es dulzón, semejante al de la flor

del manzanoo membrillo a ligeramente pútrido o estercóreo.

Las especies de Saccobolus, en cambio, son de crecimiento len­

to, alcanzando la colonia generalmente entre h a 6 cm. diám. cuando las

fructificaciones maduran. El borde de 1a caja se alcanza entre el 90­

1hDdia. De aspecto cremoso, principalmente en la zona central, tiene

borde irregular a liso, con crecimiento rasante, menosdenso hacia el

exterior. Suelen presentar en zonas aisladas. preferentemente sobre el

inúculo o en sus inmediaciones, "almohadillas" de micelio aéreo blanco,

slgodonoso, de aspecto seco, cuyo conjunto semeja un esporodoquio esté­

ril. La presencia de estas "almohadillas" esta asociada, invariablemeg

te, a una muyescasa producción de fructificaciones y, en algunos ca­

sos, a la total esterilización del cultivo. Übservadaamicroscópicamente,
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están formadas por haces de hifas paralelas, de distinta longntud, ra­

ras veces ramificadas, y que terminan en ápices ondulados. El sustrato

puede permanecer incoloro o tomar, al envejecer el cultivo, una colors

ción ocre.

2) Caracteres microscópicos

Tanto el micelio de Ascobolus comoel de Saccobolus presenta

fundamentalmente, 2 tipos de hifas:

a) Hifas radiales, gruesas, cuando Jóvenes con contenido denso y refrin

gente, muyvacuoladas al envejecer, de paredes gruesas, a veces con

espesamientos notables s la altura de los septos transversales. Diá­

metro entre 6 - 20 ¡Jmpara especieade Ascooolus, y 3 - 6,.Im para es­

pecies de Saccobolus. Las células son típicamente multinucleadas en

Ascobolus y con 2 a 5 núcleos en Saccobolus. En estos últimos, sue­

len con frecuencia, enroscarse entre si, formando largos "cordones

micelianos", a partir de los cuales se forman luego los ascogonios.

A ambos lados de los septos transversales, se observan nitidamente

de 2 a 1D "cuerpos de Moronin' (Buller, 1933:137).

b Hifas finas, que aparecen comoramificaciones laterales de las hifasV

gruesas, y que constituyen la mayor parte del micelio sumergido, muy

ramificadas, de recorrido tortuoso y regularmente septadas, con citg

plasma denso, poco vacuoladas, con 3 a numerosos núcleos por célula

en especiasde Ascobolus (diám. 1,6-6,6 Pm), y generalmente uninucleg

das, especies de Saccobolus (diám. D,5-1,5}¡m).
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C)SEXUALIDAD Y CUMPATIBILIDAD

Las especies de Ascobolus y Saccobolus estudiadas en nuestro

laboratorio, han sido particularmente útiles para ejemplificar el gg:

motalismo y el heterotaliamo en hongos.

Blakeslee (19Dh,a,b) empleó por primera vez los términos ho­

motálico y heterotálico en hongos, haciéndolos corresponder a los de

monoico y dioico en plantas superiores y concluye diciendo que el mi­

celio de una especie homotálica es bisexual, mientras que el micelio

de una heterotálica es unisexual. Mhitehouse (19h9) dice que se ha

producido una confusión acerca del término heterotalismo, resultado

de la aplicación del mismoa dos fenómenos distintos. Por un lado se

lo ha empleado comoequivalente de haplo-dioicismo al describir el

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

tro comoequivalente de autoincompatibilidad en Ascobolus magnificus

Dodge (Guynne-Vaugham y Williamson,1932). Ambos hongos se parecen a

Mucorales heterotálicas en que los gametangios se forman al ponerse

en contacto las cepas compatibles, pero en Dyctyuchug_mpnoporugante­

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

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

do por un anteridio del micelio compatible.

Para distinguir entre estos dos Fenómenos, hasta el momento

incluidos bajo el término heterotalismo, varios autores, entre otros

Guynne-Uaugham(1928), Hansen y Snyder (19h3), Dodge (19MB), sugirie­
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ron que el término dioico o haplo-dioico fuera aplicado a la condición

en la cual hay una separación de los sexos en diferentes individuos y

el término heterotálico restringido a las especies con autoincompatioi

lidad. Uhitehouse (op. cit.) aclara que se han formulado numerosas ob­

Jeciones a esta denominación y propone el uso de los términos heterota­

lismo morfológico y heterotalismo fisiológico, respectivamente. Define

al heterotalismo (utilizando palabras de Blakeslee) como"la condición"

para la reproducción sexual, tal que ls conjugación es posible únicameg
te a través de la interacción de dos talos diferentes". A1heterotslis­

momorfológico(haplo-dioicismo), comola reproducción sexual que ocurre

solamente s través de 1a asociación de dos talos que difieren en sexo,

es decir, en la morfologia de sus gametas o gsmetangios y al heterota­

lismo fisiológico comola reproducción sexual que ocurre solamente a

través de la asociación de dos tslos que difieren fisiológicaments, pe­

ro que no muestran diferencias morfológicas en sus gametas o gametan­

gios que permitan diferenciar los sexos.

De acuerdo con estas definiciones y considerando una especie

homotálics comoaquella capaz de cumplir su ciclo biológico a partir de

una cepa monospórica, podremos agrupar las especies estudiadas en:

1) Homotálicas: flggggglgg_ggggg¿gfigg (= fl¿_112¿gg¿gg)

Saccobolus Elatensis

S. beckii

S. depauperatus
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S. auccineua

S. saccnboloides

S. citrinua

S. aeudodegaugeratus

Ascudesmis nigricans

Ascudeemís aghaerosgora

2) Heterutálícas:

a) cun heterotalismo fisiológico (hermafroditas, pero autoincompg
tiblea).

Ascubulusbistiaii

A. biguttulatus

A. immersus

J: . furfuraceus

. stercorariuaD

D amuenua (= A. americanus)

. albidusD

Las cepas de estas especies utilizadas en los ensayos, fueron

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

una de ellas resultó marcadamente masculina y la otra marcadamente fe­

menina.

b) con heterotaliamo morfológico.

Ascobolus ferrugineus
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En este caso no pudimos distinguir en las cepas monospóricas

que crecian separadamente, las dos categorias morfológicas que podria­

mos designar como masculina y femenina, ya que los cultivos monospúri­

cos que crecen separadamente, no forman ascogonios, y estos son induci

dos en su formación por la presencia del micelio compatible. No obstag

te, pudimoscomprobar una evidente unidereccionalidsd en la transfereg

cia de los núcleos previa a la singamia, según la cual, una de las ce­

pas compatibles siempre actúa como receptora Femenina y forma ascogo­

nios, mientras que la otra actúa comodonante masculina.

Ca:ral:t eI'is ti ca s "lor fo lELgica s de lliB e st ru ct u­
ras sexuales

a) Estructura sexual femenina: ascogonios: Generalmentecircinoides,

formados por un número variable de células globosas, de las cuales,

las tres centrales son las que alcanzan el mayor diámetro. Poseen

una gruesa pared y su contenido se colors intensa y uniformemente

con el cármin propiónico. Las células ascogoniales van disminuyen­

do de tamaño hacia 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 52527

Ehsnus carneus, Ascobolus biggutulatug, A. ferrugineus), o varias

(Ascobolus amoenus, Ascobolus bistisii, A. virídulug y Saccobolus

SEED. La última célula ascogonial, puede terminar en una prolonga­

ción Filiforme, flexuosa, hialina, a veces bifurcada en el ápice,
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que podria asimilarse a un tricogino (A. amoenusl A. biguttulatus),

o bien pueden emerger un númerovariado de proyecciones laterales,

que salen de varias células aacogoniales en diversas direcciones,

también flexuosas y hialinas siempre una por célula, que actúan 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 ramifiu

cación lateral, multinucleada, a partir de una hifa gruesa del mios

lio vegetativo, de la cual se separa por un tabique basal. En A. cre­

nulatus, sin embargo, los ascogonios son típicamente intercalares,

enteriformes, enroscsoos sobre si mismosformando varias espiras y

muyretorcidos.

Las especies de Ascobolus estudiadas presentaron un único asco

gonio por apotecio, mientras que en Saccobolus, el número fue variable,

generalmente de 1 a 3 por Fructifícación.

Las hifas ascógenas en Ascobolus spp salen típicamente de una

única célula ascogonial, central, que llamamos "célula ascógena", miql

tras que en Saccobolus spp, emergen de varias, ramificándose y exten­

diéndose en ambos casos, de variada manera al formar el subhimenio.

Una mención especial merecen las estructuras sexuales encontradas

en Ascodesmis. En este caso, la formación de la fructificación co­

mienza con la proyección a partir de una hifa tortuosa del micelio
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vegetativo, de una ramificación lateral, corta y grueso, multinucleg

da, perpendicular a la hifs madre, que se ramifica dicotónicamente

repetidas veces. Después de bifurcarse y tomar aspecto de "T", se

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

Egrg_, cada primordio de fructificación se inicia generalmente a

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

den ser una, dos 6 más ramas laterales las que intervienen en su For

mación.

Las ramificaciones ulteriores de la "T" original se entrecruzan lana

mente y finalmente se alargan; en ese momentose produce el enru­

llamiento de las ramas de la dicotomía final a modode hélice. En

este estado podremoshablar de gametangios, sin diferenciar ascogo­

nios de snteridios, ya que ambosparticipan, luego de tabicarse y

producirse la plasmogamia en la zona apical, de la formación de una

hifs ascúgena corta, a partir de la cual, y previa formación de un

gancho se originarán los ascos. El númerode bifurcaciones de la r2

ma lateral inicial antes del comienzodel enrollamientp gametangial

es variable, y de él depende la cantidad de "tirebuzones" presentes

y el tamañode la fructificación.

Estructura sexual masculina

Todo proceso sexual involucra apareamiento y fusión nuclear, segui­

do de una posterior reducción meiótica. En las especies estudiadas

por nosotros, este proceso se lleva a cabo de variadas formas:
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1) Especies homotálicaa: Tanto en A. crenulatus como en Saccobolua

app no pudimos observar plasmogamia entre el ascogonio y otro e­

lemento que actuara comodonante de núcleos. En S. citrinua y S.

aeudodegaugeratus se observa con frecuencia que el ascogonio ae

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 y las células ascogoniales, parecería indicar gue no es fun­

cional. La presencia de hifas ascógenas y procesos¡y1gancho que

originan ascos, que al estado uninucleados tienen un tipico nú­

cleo 2n, que sufre luego reducción meiótica, demuestran clarameg

te que estas especies no aon apomicticas, sino, indudablemente,

partenocárpicaa.

2) Eagecies heterotálicas

Podemosaepararlas en dos grupos:

i) especie que no forman oidios.

ii) especie que producen oidios, los que, además de funcionar como

agentes de propagación vegetativo, actúan comoelementos espe;

matizantes.

i En este grupo se encuentran A. albidus, A. ferrugineus y fl;V

amoenua. En los tres casos, la plasmogamia ocurre entre el ag

cogonio (a través de tricogino, o bien directamente con una

célula ascogonial), y una hifa vegetativa ain mayordiferen­
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ciación morfológica. La migración de núcleos a través de los

puentes de conjugacion determina el posterior apareamiento con

los del ascogonio y la división conjugada de los mismos, que

se disponen de a pares en la periferia de la célula ascógena,

para luego migrar a la hifas ascógenas, que a modode dedos

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

la ascogonial.

Se encuentran aqui Ascobolus bistisii, A. stercorariugJ 5¿_g¿7

guttulatus y Ascobolus Furfuraceus. El proceso sexual fue es­

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

biatisii, utilizando el métodode la espermatizaciún. Los re­

sultados obtenidos han puesto de manifiesto la existencia de

un mecanismo hormonal que rige la diferenciación ascogonial y

la posterior plasmogamiacon el oidio activado.

Tanto en A. biguttulatus comoen A. bistisii la diferencia­

ción de los ascogonios en el micelio base, es respuesta direg

ta a la acción inductora del oidio compatible, acción 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 monospóricos también son capaces de formar

ascogonios e inclusive, llegan a la etapa de primordios abor­

tivos con producción inclusive, de hifas ascógenas cuando el

micelio envejece. Esto podria interpretarse comodebido a que
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la sustancia que activa al oidio y que hace que éste induzca

la formación del ascogonio, se produzca normalmente en baja

concentración si el micelio no está en presencia del oidio com

patible, pero que se va ya acumulando en el medio hasta alcan­

zar la concentración adecuada y se desencadene el proceso, que

de todas formas se detiene ante la imposibilidad de la oario­

gamia entre núcleos no compatibles.

En A. bistisii, del mismomodoque en las otras especies es­

tudiadas los oídios pueden actuar comoelementos de propaga­

ción.vegetativa. Cuando se los coloca en un medio adecuado,

germinan y producen micelio semejante al obtenido a partir de

la germinación de aacosporas. Sin embargo, esta germinación

no ocurre cuando están en presencia de su propio micelio o de

micelio compatible, lo que confirmaria la existencia de algu­

na sustancia que inhibe su germinación y los condiciona para

actuar comoelementos fertilizantes.

Pudimos observar que ambas cepas compatibles pueden cruzarse

actuando cualesquiera de ellas comobase, pero una produce mg

yor cantidad de oidios y menor cantidad de ascogonios que la

otra. Este resultado, que es coincidente con los obtenidos por

Bistis y Raper (1963) y Bistis y Ülive (1968) en A. stercora­

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

chariferus. La cepa más fuertemente femenina tiene crecimiento
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rastrero, abierto, muypoco micelio aéreo y, en consecuencia

muybaja producción de oidios. La cepa más 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)DESARRDLLÜ DEL APÜTECIÜ

El género Ascobolus fue creado por Persoon en 1791 y en él se

agrupó a cierto de número de Discomycetes, la mayoria coprófilos. Bou­

dier (1869) fue el primero que logró'introducir cierto orden entre las

numerosas y heterogéneas especies que constituían el género, fundando

la tribu Pseudoascoboleaepara las especies con ascosporas incoloras.

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

caracterizando a éste último por la presencia de ascosporas agrupadas

en paquetes octosporados en la madurez, mientras que quedaban incluidas

dentro del género Ascobolus aquellas especies con esporas coloradas y

separadas entre si dentro del asco.

Coemans (1862) Fue el primer autor que dió una descripción

del desarrollo de la fructificación en una especie de Ascobolus. Poco

después Janczemski (1871) estudió desde éste punto de vista a Ascobo­

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

ceas en las que se habian estudiado en detalle el desarrollo del cuer­

po fructifero hasta el momentode comenzarnuestra investigación.
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Los tipos de desarrollo en Pezizales, en general, están prin­

cipalmente caracterizados por 1a fase en que el himenio queda expuesto.

En términos generales, podemosdistinguir dos condiciones extremas:

a) cuando el himeniode la fructificación desarrolla superficialmente

desde el comienzo, en cuyo caso ae lo denomina GIEMNÜCAPICD(Corner,

1929b Snell y Dick, 1957).

b) Cuando el himenio inicia su diferenciación en un espacio cerrado y

queda expuesto en algún momento,durante su desarrollo posterior.

En éste caso se habla de un desarrollo ANGIÜCARPICÜ.

La fase en la cual el himenio queda expuesto en un desarrollo

angiocárpico difiere de acuerdo con las definiCiones de varios autores

(Corner, 1929b, Jackson, 19h9, Snell y Dick, 1957, Ainsworth, 1961),

por lo que, introdujimos el término HEMIANGIÜBARPICU,tal como lo defii

nió Singer (19h9) para indicar el tipo de desarrollo en el cual el hi­

menio, que al comienzo está encerrado, queda expuesto antes de la mad!

ración de las esporas.

De acuerdo con nuestras observaciones, durante el desarrollo

del apotecio en Ascoboláceas, pueden distinguirse cuatro "Estados" o

"Periodos", a saber:

1) Periodo inicial

2) Periodo de diferenciación

3) Periodo de crecimiento
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h) Periodo de maduración

El crecimiento del apotecio, que ae traduce en un aumento de

su volumen, se manifiesta a través de cada uno de los periodos. La de

nominación del tercer periodo comode "crecimiento" tiene comofinali

dad la de puntualizar que en ese momentoel crecimiento es el fenóme­

no fundamental y la diferenciación ya se ha completado.

Después del proceso sexual, que puede aer partenogenético

(en especies homotálicas) o bien mediante copulación entre cepas se­

xualmente compatibles (en especies heterotálicas), 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 y

estar sostenido por hifas vegetativas gruesas. Se encuetran constituí

dos por uno o varios ascogonios, que generalmente ocupan las zona cen

tral basal, rodeados total o parcialmente por hifas envolventes que

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

En A. biguttulatus, una vez producida la fecundación del ascogonio,

las células infertiles del mismopueden también emitir proyecciones

que actuarán comohifas envolventes.

En especies de Ascobolus, las hifss envolventes se distribu­

yen concéntricamente formando un "tejido" pseudocparenquimatoso, mieg

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

mientrasel protoapotecio aumenta de tamaño.

El Periodo deidiferenciación, que en la mayoria de los casos

se superponen con el de crecimiento, se caracteriza por la diferencia­

ción de las paráfisis, seguida por la diferenciación de los ascos, asa

cosporas y los tejidos excipulares. Las hifas envolventes, por creci­

miento y diferenciación posterior formarán las distintas capas de la

porción excipular de la fructificación, manteniendola condición pro­

senquimatosa en la pordión central, constituyendo la médula, pero dig

puesta concéntricamente en la zona cortical,apareciendo en corte como

seudoparenquimatosa A. stercorariug y A. biguttulatug presentan las

capas más internas de la corteza constituidas por células compactadas,

mientras que las externas están dispuestas laxamente y Formanmonticu

los que le dan el aspecto Furfuráceo característico al apotecio.

En Saccobolus spp, las hifas envolventes siguen creciendo a­

picalmente, mientras que en la base del protoapotecio se entrelazan

apretadamente, adquiriendo "textura globulosa" (según la terminolo­

gia utilizada por Starbáck (1895:11) y enmendadapor Horf (1951:137;

1958:13) y constituyendo el excipulo pobremente desarrollado.

Las hifas envolventes son también el punto de_origen de las

paráfisis, que emergena partir de células basales, globosas, multinu

cleadas, con citoplasma denso y pared relativamente gruesa. Crecen na

cia arriba comohifas lineales, paralelas entre si.
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continuación de la diferenciación de las paráfisis y el excipulo, apa­

rece una depresión lacunar en el polo superior del protoapotecio, inmg

diatamente por encima del extremo aplical de las paráfisis, las que prg

bablemente sean responsables de las secreción de alguna-sustancia que

provoca la lisis del "tejido " que las rodea, permitiendo así su creci

miento posterior. El himenio, formadopor las paráfisis jóvenes, se en

cuentra protegido por un "techo" de dos a tres capas de células, más o

menos estratificada. En éste estado el ascogonio es aún 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 ascógena" emergen,

a modo de dedos de guante, abundantes hifas que se ramifican profusamen

te, con contenido que se colora intensamente con azul láctico, y que

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

cal del protoapotecio se deprime y sus células corticales presentan

una gruesa pared, intensamente colorada con azul láctico; Las hifas as­

cógenas que constituyen el subhimenio, comienzan a formar ascos que a­

parecen entre las paráfisis, en la base del himenio. A medida que el

protoapotecio aumenta de diámetro, el excipulo adquiere estructura se!

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, podemosdividir a las



especies de Ascobolus estudiadas, en dos grupos:

a)

b)

A. stercorariug, A. furfuraceus, A. crenulatus y A. biguttulatus,en

los que,el abundante crecimiento intercalar del himenio, debido al

aumento del número de paráfisis y de ascos Jóvenes, determina la run

tura del "techo", cuando los ascos aún no han diferenciado sus sacos

poras. En estos casos, una vez expuesto el himenio, se produce la di

ferenciación de las ascosporas y el crecimiento pasa a ser el fenó­

meno principal, originando un cambio de forma en el apotecio joven,

que se hace cupuliforme a turbinado. El periodo de maduración, que

comienza alrededor del BD- 9D día en A. stercorariugfy A. crenula­

tgg y en el 120 en A. biguttulatus, se hace evidente por el cambio

de color del himenio que vira del amarillo verdoso (dado principal­

mente por el pigmento contenido en los épices de las paráfisis), a1

castaño, debido a 1a maduración de las ascosporas, que comienza con

el cambiode color del episporio, que al principio es hialino, lue­

go purpúreo y Finalmente castaño. El aspecto del hímenio es papilo­

so y hay gran cantidad de ascos madururoa simultáneamente. Su madu­

ración se produce periódicamente y progresa centrífugamente, podian

do observarse emisión de ascosporas dos veces por dia, durante los

2-3 dias consecutivos a la primera expulsión. Denominamosa este ti

po de desarrollo: HEMIANGIDCARPICD.

Ascobolus amoenusl AI bistisiil A. albidus y A. ferrugineus, en los

que el himenio, compuesto por paráfisis bien diferenciadas y algunos
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ascos con las ocho ascosporas diferenciadas que han comenzado el

cambio de coloración de su pared, todavia se halla recubierto por el

"techo". En este caso, la presión simultánea de las paráfisis y del

abundante mucilago himenial que se produce, detenmina la ruptura del

techo, emergiendo con ellos, 1 ó 2 ascos con ascosporas maduras (A.

amoenus), ó a punto de madurar (A. bistisiil A. albidusl A. ferrigi­

2522). Alcanzando el periodo de maduración, A. amoenusl A. ferrugi­

neus y A. albidus presentan numerosos ascos maduros simultáneamente,

mientras que en A. bistisii sólo 1 o dos ascos maduran simultánea­

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

En Saccobolus sEE,luego de la diferenciación de las paráfisis,

las hifae envolventes no encierran completamente el ascogonío. El pe­

riodo de diferenciación se superpone en todos los casos con el de cre­

cimiento. Las hifas ascógenas nacen de 2 ó más células ascogoniales,

que se coloran intensamente con el carmin propiánico o el azul láctico.

Crecen hacia arriba y hacia afuera formando ramilletes y a corta distan

cia de su origen, forman ganchos aacógenos, aislados o en cimas. De e­

llos se forman ascos del tipo Eleurorrinco (según la terminología de

Chadefaud, 19h3z77). Los ascos Jóvenes, uninucleados, son totalmente

carminófilos, pero a medida que el núcleo se divide, 1a zona carminófi­

1a se restringe, limitándose a la parte central y al ápice, donde apae

rece en forma de caequete.



Al aumentar de tamaño, los apotecios se aplanan progresivameg

te, llegando a ser pulvinados . Las ascosporas diferenciadas son uni­

nucleadas, con núcleo central, intensamente carminófilo, mientras que

el citoplasma es granuloso. El excipulo se desarrolla sólo basalmente

y no puede hablarse de un margen distinto, ya que son las paráfisis e;

teriores las que delimitan marginalmente al apotecio joven. El creci­

miento íntercalar de los ascos es tan profuao, que el himenio se expag

de y en consecuencia, en la mayoría de los casos, el apotecío va adqui

riendo forma hemisférica, Las ascosporas, que al principio están sepa­

radas e irregularmente dispuestas en el asco, van tomando un color vig

lado claro y al mismo tiempDSE\MH1apretando hasta formar un paquete

con la disposición tipica en cada especie. Al madurar, los ascos se a­

chatan en el ápice, donde la pared se engrosa notablemente y se afinan

en el pie. El opérculo es central. Las ascosporas son arrojadas en pa­

quetes octosporados, y están cementados por un mucilago común, homogé­

neamente repartido alrededor del paquete o bien más abundante en los

polos, adelgazándose en la porción central.

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

das GIMNÜCARPICÜ.

En Ascophanus carneus, si bien las hifas envolventes presentan

en sección en el periodo inicial, un aspecto seudoparenquimatoso, con

un esbozo de estratificación en la zona adyacente al ascogonio, las pg

ráfisis que se originan de ellas y que crecen apicalmente de sur a no;
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te, tienen su extremo libre al aire. Comoel himenio está expuesto des

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

En su monografía mundial sobre los géneros Ascobolus y Sacco­

bolus, van Brummelen(1967), introduce nuevos términos que se refieren

al desarrollo del "ascoma" (=ascocarpio), denominación más general que

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

1) Fase arguimenial: que sigue inmediatamente al proceso sexual, y ag

tes de que se hayan formado los elementos iniciales del himenío,

que generalmente son las paráfisis.

2) Fase Erohimenial: las paráfisis están presentes, pero aún no hay

ganchos. En ciertos casos, cuando las paráfisis se forman tardía­

mente, esta fase puede ser muycorta u omitirse.

3) Fase mesohimenial: el himenio se va desarrollando, pero aún los as

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

ser dividida en:

a) fase mesohimenial temprana caracterizada por la

formación de ganchos.

b) fase mesohimenial media, en 1a cual los ganchos

proliferan, las divisiones nucleares tienenlugaren

ascos y las ascosporas ya están diferenciadas

en los ascos más avanzados.

c) fase mesohimenial tardía, en la cual, los ascos
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más avanzados tienen ascosporas en maduración. QE

mo el crecimiento y desarrollo de los ascos en el

himenio es aimpodial y en dirección centrífuga, su

maduración nunca es simultánea, por lo que la fase

del desarrollo se distingue por el estado de los

ascos más avanzados.

h) Fase telohimenial, con ascos maduros presentes. Normalmentelas as­

cosporas son expulsadas en esta fase.

5) Fase Eosthimenial, cuando en el himenio que ha madurado cesa la li­

beración de ascosporas y sobreviene su descomposición.

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

dos". La equivalencia de nomenclatura puede esquematizarse en el alguien

te cuadro:

van Brummelen Fase Fase Fase Fase Fase

(1967) arquimenial prohimenial mesohimenial teloni posthi­

menial menial

Gamundiy Periodo Periodo de diferenciación Periodo sin

Renalli (1963) inicial Periodo de crecimiento de equiva­

madura- lente

ción

van Brummelenacota que la fase prohimenial es muy corta y pue
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de omitirse. En cuanto a nuestra nomenclatura, hemos visto que en la ma­

yoria de los casos el período de crecimiento se superpone an el de di­

ferenciación.

En cuanto a los tipos de desarrollo del ascocarpio el citado

autor distingue fundamentalmente dos:

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

durante su tempranodesarrollo, diferenciando surtipos se­

gún permanezcan permanentemente cerrados, o se abran en la

fase telo, meso o prohimenial.

b) Gimnohimenial, donde el himenio está expuesto desde el prig

cipio hasta la maduraciónde los ascos, en el cual distingue:

1) Earagimnohimenial, donde el ascogonio está recubier­

to por hifas de crecimiento limitado, no formando una

vaina cerrada durante el desarrollo futuro.

2) eugimnohimenial, donde el ascogonio no está recubier­

to por hifas dietinguiendo, a su vez, dos subtipos:

uno, en el cual se forma excípulo, y otro en el cual

no se forma.

Estos tipos están esquematizados en su obra (pl. 17) y son más

precisos que los de angiocárpico, hemiangiocárpico y gimnocárpico, clási­

camente usados y que nosotros empleamosen los primeros trabajos, por lo

que fueron adoptados en los trabajos posteriores. En forma de cuadro pode

mosubicar en su esquema, estableciendo las equivalencias correspondientes,

las Ascoboláceas cuyo desarrollo estudiáramos hasta el presente:
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Fasetela­ himenial

temprana

media

tardía

eugimnnhimenial

paragimnu-conexqísinexqá himenialpulopulo

van

Brummelen

(1967)

(=A.amoenus)
fl,americanug

A. crenulatuá A. rarius A.f‘urf‘u­ raceus

viridu-fl,biguttu­

lUS(Ifi:

stereo­

latus
HEUS A.albidusnefl,Ferrugi-fi,albidus

Ascoghanuscar­ neusAscodes­

misgif gricans

Saccobolusla­ teneis S.beckií S.deEauEeratus S.auccineus

fl,sEhaen rasgora

S.saccobnloides

“

S.citrinus
_¿_seudodegauge­

Gamundí

yRanalli__Llifil)

Angíocárpico

Hemiangiocárpico

Gimnocárpico
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El género Ascodeamis fue creado por van Tieghem (1876) con gb

nigricans comoespecie tipo. Su ubicación taxonúmica y sus relaciones

filogenéticas han sido y son contravertidas. La simplicidad en las es

tructuras de la fructificación ha hecho que en diversas oportunidades

se lo relaciona con Gymnoascacaae. Huang (1975) y von Arx (1971) con­

sideran a Eleutherascus (ubicado por algunos autores dentro de Gymno­

ascaceae), comoun Discomycete primitivo o degenerado, relacionado con

Ascodesmis por la similitud con sus gametangios, la forma y ornamentg

ción de las ascosporas y lo reducido de la fructificacíón. Sin embar­

go, comolo destacan Jeng y Cain (1976), la presencia de ascos opercu

lados, la compleja estructura inicial de Ia fructificación y su habi­

tat coprúfilo, excluyen a Ascodesmís de las Gymnoascaceas. Coinciden

con las apreciaciones de Übrist (1961) y con Le Gal (19h9) en que es:

codesmis representa un nivel altamente evolucionado más que una forma

primitiva de los Discomycetes operculados.

van Brummelen(op. cit.) divide a la familia Ascobolaceae en

tres subfamilias: Ascoboloideae, Ascodesmidoideaey Theleboloideae,

las cuales pueden separarse sobre la base de la presencia de médula y

excipulo en el cuerpo fructífero, el color y la formación del pigmen­

to presente en el episporio y la forma del ascogonio. Ubica a Ascodes­

gig dentro de la subfamilia Ascodeamidoideae, caracterizada por 1a au

aencia de médula y excipulo, con episporio marrón a marrón rojizo en

forma de reticulo elevado, o bien comocrestas, espinas o verrugas.
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Eckblad (1968) reconoce sólo dos subfamilias: Ascoboloideae y

Ascodesmidoideae y reune en ésta última a los géneros Ascodesmis,'gggf

gigrg_y ÉXEEEEÉEJconsiderándolas fromas aberrantes derivadas de 53527

Eglgs. Kimbrough(197D) acepta esta clasificación, mientras que Horf

(1972, 1973) conserva la ubicación de Ascodesmis en la subfamilia Ascg

desmidoideae pero dentro de la familia Pyronemataceae, con caracteres‘

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

A1 estudiar A. nigricans y A. sphaerospora encontramos caraE

terísticas sexuales particulares que distinguen a Ascodesmisde 52527

gglgg y Saccobolus. Sin embargo, dado que la sexualidad comocriterio

taxonómico ha tenido escaso éxito, ya que como dice Gaümann(1928) den­

tro de una misma familia podemosencontrar una gran variedad de tipos

de sexualidad, nos inclinamos por mantener a Ascodesmis como un géne­

ro de la subfamilia Ascodesmioideae, dentro de las Ascoboláceas.

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

renciados y enrollados los gametangios. se diferencian las paráfisis,

comoconsecuencia de la proliferacion de las células basales de las

bifurcaciones, que crecen hacia arriba entre y rodeando los pares de

gametangios. A1 mismo tiempo que se forman las paráfisis, los game­

tangios que son multinucleados se tabican en la zona apical, quedan­

do delimitada en cada uno de ellos una célula uninucleada terminal.

La plasmogamia ocurre entre esas dos células uninucleadas, dando lu­

gar a 1a formación de una célula dicariótica, que por crecimiento pqfi
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terior se transforma en una hifa ascógena corta. Esta hifa ascógena, pos

teriormente, por el tipico proceso en gancho, dará origen a los ascos

que se producen en cimas, ya que la célula terminal y la basal de un

gancho tipico se Fusionan y forman ganchos sucesivos. Las ramificacio­

nes de las ramas laterales a partir de las cuales se inician las fructi

ficaciones, dejan una maraña de células relativamente cortas, multínu­

cleadas, que quedan en la parte basal del apotecio joven, a modode un

muylaxo "tejido excipular", que evidentemente no se puede considerar

un verdadero excipulo, pero que constituye la porción basal estéril del

apotecio maduro. Es decir, aquí no hay crecimiento envolvente o'no de

hifas estériles que acompañanal o los gametangio, sino que las mismas

iniciales dan origen por un lado, y después de sucesivas ramificacio­

nes, a los gametangios en los que ocurrirá la plasmogamia, y por otro

lado, a la porción estéril del apotecio (paráfísis y células basales).

Nohay margendefinido en la fructificación, sólo las paráfisis que

proliferan abundantemente delimitan el apotecio. Podemosconsiderar,

en c0nsecuencia, a Ascodesmis spp., comode desarrollo típicamente

EUBIMNDHIMENIAL,sin formación de un verdadero excipulo.

E) CR EC IM IEIVT Ü Y F RLICT IFIIZAIJI DN E N D IF ER EN TEIS

MEDIÜS VARIANDÜ LAS CONDICIONES DE ILUMINA­

CIÜN Y TEMPERATURA

Los ensayos realizados, si bien en todos los casos tuvieron cg
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moobjetivo comparar el creci miento y la producción de fructificacig

nes en distintos medios y observar la influencia de la luz y la temps

ratura sobre la formación y maduración de ascosporas no siempre fueron

uniformes. Los medios utilizados, asi comolas condiciones de tempera

tura e iluminación no fueron siempre las mismas, de modo que no pode­

mos ordenar los resultados en un único cuadro general, pero si pode­

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

Mediosde cultivo: de todos los medios utilizados, el estiércol de ya

ca tindalizado resultó, sin lugar a dudas, el mejor. En él, las fruc­

tificaciones en todos los casos fueron normales, con excepción de fi,

albidus, el que, en condiciones de oscuridad completa, aún en este me

dio, formó cleistotecios. En medio nutritivo "standard" obtuvimos tam

bién, muybuena fructificación y maduración en la mayoría de los ca­

BDS­

TemEeratura: temperaturas superiores a 2308 afectaron desfavorablemen

te la formación y maduración normal de las fructificaciones. La temps

ratura óptima resultó entre 220 y 23°C, tanto parael crecimientovegeta

vo, comopara le esporulación.

LEE¿ La luz actuó, en la mayoria de los casos, acortando el ciclo de

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

las cepas, o bien la anormalidad de las fructificaciones. La ausencia

completa de luz impidió la maduración de los apotecios en S. beckii

en medio "standard" y Caseina, 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 medioutilizados.

S. depauperatug y S. citrinus mostraron un comportamiento sim;

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 E_es similar al me­

dio "standard" del que difiere por el agregado de caseina hidrolizada,

sales y glucosa. ¿ Cuál es la causa, entonces, de que en ausencia de

luz no se forman las fructificacíones en este medio y en medio "stan­

dard" si? Podríamos aventurar dos posibilidades: a) la formación por

parte del micelio que crece en medio EJ de una o más sustancias foto­

lábiles que inhiben el desarrollo de las fructificaciones; b) que la

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

do en medio E_pueden completar las reacciones necesarias para la sín­

tesis de sustancias específicas, sin las cuales, las fructificaciones

o no se producen, o no maduran.

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

vando 5. citrinus en medio "standardf, concluyen que en éste la prodqg

ción de apotecios no es Unproceso fotodependiente, sino fotocondicio­

nado, y el "condicionamiento" de la producción de apotecios por la luz

se verifica en dos aspectos:

1) una primera etapa de diferenciación en la cual la luz ejerce un con­



.57.

trol negativo (banda del azul).

2) Una segunda etapa - de maduración - que está condicionada por la luz.

Este condicionamiento de la luz se traduce en tres efectos morfogenÉ
ticos:

a) maduración: el número de apotecios maduros se corresponde

con la longitud del periodo de luz que sigue a la etapa de

oscuridad inicial. En oscuridad se diferencian apotecios que

no maduran.

b) Pigmentación: los apotecios de los tratamientos con periodos

de luz más largos, luego de la oscuridad, se presentan más

pigmentados.

Vc Tamaño: los apotecios madurados en periodos de oscuridad lar

gos son de menor tamaño (1:2) que aquellos en luz contínua.

El comportamiento de A. albidus con respecto a la luz fue por

demás 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 a1 aire en ningún momentoy que, al completar la maduración,

se hicieron delicuescentes. Las aecosporas producida en estos "cleis­

totecios" fueron completamentehialinas, sin epísporio, pero de tamaño

normal y muyabundantes, pudiéndose observar por transparencia, que lle

naoan por completo la cavidad central del "cleistotecio" maduro.
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Los "cleistotecios" obtenidos no diferenciaron paráfisis. Es­

te hecho y el carácter delicuescente en los ascos son las causas por

las cuales las fructificaciones no se abren. De modoque, podemos con­

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

dos aspectos:

1) En la síntesis y deposición del pigmento que constitu­

ye el episporio, ya que su ausencia completa bloquea

el proceso.

2) En la diferenciación de paráfisis y ascos (éstos se Fog

man, pero son delicuescentes).

Ütro Fenómenoen el cual tiene influencia la luz, es la pigmefl

tación de las fructificaciones, que está dada, principalmente, por la

acumulación de pigmento en las células epicales de las paráfisis y, en

menor grado, por la deposición intercelular en el excipulo cortical. En

todos los casos, las fructificaciones a la luz Fueron notablemente más

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

presencia y cantidad de pigmentoen las fructificaciones no está in­

fluenciada por la intensidad y cantidad de luz recibida, pero si varia

según el medio sobre el cual están desarrollando. Apotecios cultivados

en medio 1_producen abundante pigmento amorfo que colora el mucilago

que envuelve a las paráfisis, y en menor cantidad, se encuentra también,

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

I‘ES.
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F) C I1'Ül.Ül31 A

Conanterioridad a nuestra investigación, varias especies de

Ascobolus fueron estudiadas citológicamente. La existencia de una doble

fusión nuclear en Ascobolus y otros géneros relacionados, fue discuti­

da durante muchotiempo. Autores comouelsford (1907), Fraser (1909),

Fraser y Brooks (1909) y Emynne-Uaughan y Williamson (1932), sostie­

nen que la primera Fusión nuclear ocurre en el ascogonio de las espe­

cies de Ascobolus estudiadas por ellos. Porsupuesto, que también acep­

tan que una segunda caríogamia ocurre en el asco, de modo que además

de la primera división meiótica que ocurre en el asco, la segunda o

tercera división deberia ser también reduccional.

Otros investigadores, tales comoDangeard (1907), Moreau

(193D), niegan terminantemente la existencia de la fusión nuclear en

el ascogonio, habiendo observado en algunos casos, apareamíento nu­

clear, pero sin fusión.

Trabajos posteriores, tales comolos de Olive (19h9 b, 1950);

Hirsch (1950), Mood ( 1953 a,b); Bistis (1956 b) y Zuk y Smietlinska

(1965) sostienen esta última posibilidad, que también ha sido compro­

bada por nosotros.

La secuencia de los hechos observados durante el desarrollo

del asco hasta la formaoión y maduración de las ascosporas en las es­

pecies estudiadas por nosotros, es similar a la descripta para otros

Ascomycetes por varios autores (Mood,op. cit., Singleton, 1953, Carr
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y Ülive, 1958, Rogers, 196h, 1965, 1967; Beckett y Wilson, 1968; Zuk y

Suietlinska, op. cit., Lu, 1967; Ranga Rao y Mukerji, 197D, 1971). La

cariogamia ocurre en la penúltima célula del gancho, que a continuación

comienza a crecer, pasando el núcleo diploide a través de 3 divisiones

sucesivas, las dos primeras Corresponden a meiósis y la tercera es una

mitósis. De acuerdo con Singleton, (op. cit.), las llamamosDiv. I; II

y III respectivamente.

La formación de los ascos comienza con 1a proyección a partir

del ascogonio de las hífas ascógenas. En Saccobolus SEE, una o genel­

mente dos ó más células ascogonialEs típicamente multinucleadas son cg

paces de producir hifas ascógenes, que se proyectan en todas direccio­

nes. En Ascooolus spp, comoya lo destacamos, una vez producida la olas

mogamiacon el oidio o la hifa compatible fecundante, los núcleos de es

tos migran hacia el ascogonio, ubicándose en una única célula ascogo-_

nial que formará las hifas ascógenas. Al continuar el proceso, los nú­

cleos contenidos en la célula ascógena se dividen y aumentan de tamaño.

Puede distinguirse en ellos el núcleolo prominente y la red=cromosómi­

ca es menos compacta. La célula ascógena se agranda notaolemente en re

lación con las demás células ascogoniales, que no intervendrán en la

formación de hifas ascógenas. El contenido se pone turgente y los nú­

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 ascógenas, a las que migran.pares de núcleos. En Sacco­
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bolus spp, las hifas ascógenas que emergen de varias células ascogonya

les, también reciben en este estado, pares de núcleos.

El crecimiento y ramificación posterior de las hifas ascóge­

nas determina la rápida proliferación 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

cógenas crecen y se ramifican de dos maneras: 1) proyectando ramas la­

terales a las cuales migran pares de núcleos que se dividen conjugadg

mente. Este mecanismo también pudo observarse en S. citrinug, S. seu­

dodepauperatus y A. ferrugiqgug. 2) formando ganchos sucesivos lineal

mente. Es decir, la hifa ascógena se curva en el ápice, los dos nú­

cleos se dividen conjugadamentey 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

ápice el mismo proceso, un número variado de veces. Al mismo tiempo,

puede producirse plasmogamiaentre la célula basal y la apical y a

partir de alli formarse un nuevo gancho. De esta forma, el sistema

ascógeno puede proyectarse rápidamente hacia‘arriba y los costados,

formando una intrincada red subhimenial.

La sinapsis entre los cromosomas homólogos ocurre precozmeg

te en la célula madre del asco y los nucleólos de los núcleos en ca­

riogamia se fusionan rápidamente. Este comportamiento es coincidente

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



1958, Rogers, 1965) y parece confirmar que la sinapsis precoz es un be

cho característico asociado al ciclo nuclear en Ascomycetes. El estado

encontrado más abundantemente corresponde a paquitene; los cromosomas

se tiñen muy bien y pueden observarse los homólogos apareados, aunque

\es dificil individualizarlos completamente.Durante este estadio los

cromosomasalcanzan su máximaelongación. El nucleolo comienza a redu­

cir su tamaño a partir del diplotene difuso, estadio en que los cromo­

somas no se tiñen muybien. El núcleo toma un aspecto característico,

pudiendo observarse zonas heterocromáticas intensamente teñidas 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 ng

cléolo, mientras que cada núcleo hsploide ha organizado el suyo.

El eje de la primera division es paralelo al eje longitudinal

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

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

modoque los núcleos haploides en el asco binuclesdo se encuentran

uno al lado del otro, generalmente a la mismaaltura, a diferencia de

lo que ocurre en la mayor parte de los Ascomycetes estudiados. Además,

tanto durante la II comola III división, los núcleos de un asco pue­

den o no dividirse sincrónicamente. Lo más frecuente es que la divi­

sión sea asincrónia, hecho que parece ser también característico de

las divisiones nucleares en Ascomycetes.

Placas centriolares y huso acromático fueron claramente dis­
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tinguibles en la primera división nuclear en A. biguttulatus, no así

en la II y III div. En S. seudodepauperatus, en cambio, sólo fueron og

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

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

triolares son más evidentes y visibles durante la III división, aunque

también se encuentran en las otras divisiones. Beckett y Milson(1968)y

Lu (1967), por el contrario, pueden seguir su comportamiento a través

de las tres divisiones con la mismaclaridad.

Diversos autores han tratado de relacionar la placa centric­

lar, al huso y el aparato astral, con la delimitación de las ascosporas

dentro del asco. Rogers (1965), y Zuk y Swietlinska (op. cit.) piensan

que dichas estructuras son Fundamentales en la delimitación de las as­

cosporas, mientras que Hayman(196h) sostiene que tanto el mecanismo

centriolar comoun simple clivaje pueden ser los responsables, depen­

diendo de la especie en cuestión. El observó pequeñas vacuolas a lo

largo de la linea demarcatoria de las ascosporas Jóvenes en Roselli­

nia limoníispora. En nuestras observaciones, también con frecuencia

hemos encontrado pequeñas vacuolas delimitando las paredes de las a5

cosporas, una vez completada la tercera división nuclear, mientras

que el aparato centriolar no pudo ser observado en detalle, por lo

que no podemosdescartar la posibilidad de que intervenga en dicho

proceso.

En Ascodesmis, una vez producida la plasmogamia entre las



dos células terminales uninucleadas de ambosgametangios, la célula di

cariótica resultante se alarga y se transforma en un hifa ascógena cor

ta. Los núcleos apareados se dividen conjugadamente y se forman dos ya

biques que separan las tres células de un tipico gancho. La célula ba­

sal y la apical se fusionan y originan un nuevo gancho y asi repetidas

veces, lo que permite la rápida proliferación de los ascos, que se ob­

servan en ramilletes o cimas, en diferentes estados de maduración. En

algunos casos, sin embargo, la célula resultante de la plasmogamiai­

nicial, origina directamente un asco. Al progresar la división nuclear,

es posible distinguir las placas centriolarea en una posición transver

sal-oblicua al eje principal del asco siendo, en consecuencia, trans­

versal el eje de la primera división. Los hechos observados hasta com­

pletar la formación de las ocho ascosporas, son similares a los ante­

riormente descriptos para Ascobolus y Saccobolus.

Dentro de la Familia Ascobolaceae se ha determinado el númerg

cromosómicode varias especies de Ascobolus y Saccobolus, lo que se de

talla en el cuadro siguiente:



Especie publicado por nD cromosómico

Ascobolus immersus

Ascooolus magnifi­

cus

Aimmerus

S. cítrinus

A. fsrruginaus

S. saudodagaugars­

tus

A. biguttulatus

‘h. nigricans y

A. sEhaerosEora

Zuk y Zuiatlins­

ka (1965)

Mood (1953)

Zicklar (1967)

Ranallí y For­

chiassin (1976)

Ranalli y For­

chiassin (1978)

Ranslli y Gsmun­

dí (1975)

Ranslli y Gamun­

dí (1975)

Rsnalli, Forchia­

asin y Marcuri

(en prensa)

B - 9 cromosomas (n=8 - 9)

alrededor da B cromosomas

(n = B)

12 cromosomas (n = 12)

8 cromosomas (n = 8)

HBcromosomas (n = B)

B - 9 cromosomas (n: B 6 9)

1D cromosomas (n: 1D)

5 cromosomas (n: 5)



D I S C U S I Ü N

Si bien en el pasado se sobrevaloró la importancia del tipo

de desarrollo de la fructificación comocriterio taxonúmicosigue sien

do, según nuestro criterio, una importante herramienta taxonómica den­

tro de las Ascoboláceas, y permite establecer, por lo menos dentro del“

género Ascobolus una agrupación natural de las especies.

Los diferentes medios de cultivo, las condiciones de ilumina­

ción y temperatura acortan o alargan el periodo de maduración, el tema

ño y númerode los apotecios, intensifican o diluyen la pigmentación de

las fructificaciones, pero no modifican las caracteristicas microscópi­

cas de ascos, ascosporas, paráfisis y excipulo, ni tampoco el tipo de

desarrollo, los que se mantienen constantes y, por lo tanto, pueden col

siderarse caracteres genotipicos de importancia para la determinación

de las especies.

Ascobolus aloidus constituye a este respecto, una excepción,

y no estaria comprendidoen la generalización antedicha. Los cultivos

presentaron tres caracteristicas, que por ser excepcionales, atraje­

ron poderosamente nuestra atención. Ellas son:

1) Producción en cultivo de dos tipos distintos de apotecios que difig

ren en diámetro, longitud y ancho de ascos, tamaño de las ascosporas,

cantidad de ascos maduros a la vez, y fase del ciclo de vida en que

su himenio queda expuesto. Los apotecios que llamamos de tipo I reg
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ponden a la descripción original de 1a especie pero tienen un desa­

rrollo típicamente cleistohimenial, abriéndose en la fase telohime­

nial, mientras que los apotecios de tipo II, tienen un diámetro ma­

yor, ascos y ascosporas más pequeñas y un tipo de desarrollo cleis­

tohimenial, abriéndose en la fase mesohimenial media. Ambostipos de

apotecios coexisten en la mismacaja, entremezclados, o bien pueden

presentarse de un sólo tipo en unas cajas y del otro tipo en otras,

lo que es notable teniendo en cuenta que: a) las cepas son las mis­

maSparatodas las cajas; b) las observaciones se hicieron en culti­

vos de la misma edad y c) todas las cajas se mantuvieron en cámara

de cultivo, bajo las mismascondiciones estrictas.

2 Otra característica fue la producción de apotecios de tipo II, conV

ascosporas hialinas, sin formación de epiaporio, las que germinaron

espontáneamente sobre agar-agua al cabo de ha horas. Cultivos obte­

nidos a partir de ellas, dieron fructificaciones semejantes a las

obtenidas en cultivos provenientes de ascosporas normales.

3 Finalmente, la tercera caracteristica fue la que presentaron losV

cultivos mantenidos en oscuridad completa, que fructificaron en

todos los medios utilizados, pero formandocleistotecios tipicos,

sin paráfisis, con ascos delicuescentes y ascosporas híalinas.

De acuerdo con estas observaciones A. albidus, presenta in­

terrogantes muyinteresantes desde el punto de vista genético, que

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

la especie comomaterial muyútil para estudios genéticos.
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El crecimiento orientado de las hifas envolventes hacia el es

cogonio inmediatamente después de producida le plasmogamia, demostraría

en todos los casos, tal comoeugiriera Bistis (1956), que el proceso es

taria controlado por sustancias de tipo hormonal, segregadas por el as­

cogonio después de la plasmogamia. El crecimiento inicial del protoapo­

tecio, evidenciado por un aumento de su volumen, se debe a esta masa de

hifasds cubierta que se entrelazan más 6 menos densamente, encerrando

por completo al ascogonío (Ascobolus SEE) o sólo cubriéndolo parcialmen

te (Saccooolus SEE. Cuando las hifas ascúgenas inician su desarrollo

de la o las células ascógenas, el principal punto de crecimiento se lo­

caliza en el centro del protoapotecio. Las hitas envolventes continúan

creciendo cierto tiempo y su actividad se manifiesta comouna diferen­

ciación de los tejidos excipulares en médula y corteza en Ascobolus

spp, o bien, comoun excipulo pobremente desarrollado en Saccooolus

spp.

Cuandolas paráfisis inician su desarrollo, un nuevo centro de

crecimiento aparece en el himenio. Continúan creciendo ápicalmente has '

ta el comienzo de la maduración de las ascosporas. Esta observación

contradice lo expuesto por Corner (1929), quien señala que la forma­

ción de ascos comienza poco de antes de que las paráfisis dejen de

crecer áplcalmente. La ruptura del "techo" en especies cleistohimenig

les que se abren en la fase mesohimenial media, coincide con la apari

ción y ordenamiento de los primordios de los ascos en la base del himg
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nio. PuedEnsugerirse varias hipótesis para explicar las causas de la

simultaneidad en ambos fenómenos. Es probable que los ascos inicien su

desarrollo ggggg y cuando tienen suficiente espacio. Tambiénpodria pen

sarse que la mayor disponibilidad de oxigeno al romperse el "techo" fa­

vorecería el desarrollo de los ascos y la diferenciación de las ascospg

ras. Sin embargo, en A. amoenus, A. bistisii, A. albidug y A. ferrugi­

2223, la diferenciación 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 localiaadas. La diferencia fundamental entre ambos

tipos de desarrollo estaria dada por la presencia en A. stercorarius,

A. crenulatug y A. biguttulatug de un más activo crecimiento interca­

lar de los ascoa, que no va acompañado por un incremento del número de

células del excipulo ya diferenciado, lo que determina que las células

del "techo" sufran tensiones que finalmente conducen a su ruptura tem­

prana. El mecanismode apertura en apotecios cleistohimeniales que se

abren en la fase telohimenial, estaria dado, en cambio, por la presión

ejercida desde abajo y sobre la cara interna del "techo", por las paré

fisis en rápida expansión apical, y por el abundante mucilago himenial

que se produce, y que una vez expuesto el himenio, puede observarse, aún

a ojo desnudo, comouna gota brillante y transparente en el polo hime­

nial del.apotecio.

Con respecto a la germinación 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 más rapidamente, en un tratamiento dado, que las provenientes

de,cu1tívos sobre otros medios, lo que podria estar relacionado con una

mayor disponibilidad de sustancias de reserva y una bateria enzimática

más activa.

Si bien el tipo de sexualidad que presentan las distintas espe

cies de Ascobolus es sumamenteimportante para llegar a conocer su big

logia e incursionar en la genética de la misma, es un carácter un tql

to labil y no conviene utilizarlo comocriterio sistemático, excepto

para caracterizar la especie comohomotálica o heterotálica o bien, en

especies heterotálicas muyafines morfológicamente, para determinar con

experiencias de intercruzamientos, la existencia o no de barreras genÉ

ticas. Tal es el caso de A. stercorariug, A. furfuraceus y A. biguttu­

latus que son morfológicamente.parecidos, pero que intercruzados en tg

das las combinaciones posibles, en ningún caso produjeron apotecios

normales.

Del comportamiento sexual de A. Ferrugineus, podemos sugerir

que presenta un heterotalismo morfológico. Sin embargo, comparándolo

con especies del mismo género estudiadas anteriormente (Dodge, 1920;

Bistis, 1956; Gamundíy Ranalli, 1963, 1966, 1975 y otros) que presea

tan heterotalismo fisiológico, nos inclinamos a pensar, tal comouni­

tehouse (op. cit.) y Raper (1965) en otros casos, que se trataría de

cepas unisexuales que probablemente son formas mutantes del hongo,



que normalmente es monoico. Casos similares fueron estudiados por otros

autores (Hansen y Snyder, 19h}, 19h6; El Ani, 1956).

Drayton y Groves (1952) sostienen que Stromatina narcisii que

para Uhitehouse (op. cit.) significaría un caso similar, presenta un

auténtico heterotalismo morfológico ya que de varios cientos de aisla­

mientos estudiados, sólo tres de ellos mostraron carácter bisexual,

aunque aberrante, por lo cual, para dichos autores, la unisexualidad pa

rece estar bien establecida comoun carácter de la especie y no mera­

mente comouna aberración genética. En nuestro caso, estudios posterig

res que involucren el análisis estadístico de nuevos aislamientos, po­

drian aclarar el problema.

De las observaciones realizadas en Ascodemisnigricans y A;

sEhaerosEora, se ponen de manifiesto varias caracteristicas sexuales

y del desarrollo que son particulares y que distinguen a Ascodesmis

de Ascobolus y Saccobolus:

1) Las fructificaciones se inician comoproyecciones laterales a par­

tir de hifas vegetatativas de trayecto tortuoso que ligan y entre

lazan a hifas más gruesas, de recorrido recto, que crecen radial­

mente. Por dicotomias sucesivas, estas ramas laterales originan el

esbozo de la Fructificación, que contiene finalmente gametangios,

paráfisis y células basales estériles.

2 La plasmogamia ocurre entre gametangios que se enrollan uno alrngV

dor del otro, sin que se pueda precisar por su morfología o función



cúal es el ascogonio y cúal el anteridio.

3) Hay más de una plasmogamia por fructificación, ya que los gametan­

gios multinucleados se encuentran en número variable, generalmente

más de tres pares por Fructificación. Una vez producido el enrolla

miento gametangial, cada gametangio diferencia una célula terminal

uninucleada. Entre ellas ocurre la plasmogamia, y se formauna hifaag

cógena corta a partir de la cual desarrollarán los ascos mediante

el típico proceso en gancho.

h La carencia de un verdadero tejido excipular, ya que la porción esV

téril del apotecio resulta de la proliferación de las células basa

les de los gametangios,las que también dan origen a las paráfisis

que crecen hacia arriba entre y rodeando los gametangios y consti­

tuyendo la única delimitación externa del apotecio.

Si bien las estructuras morfológicas relacionas con los pri­

meros estadios en el desarrollo de la fructificación coinciden con las

observadas por distintos autores (Usher, 1960; Suingle, 193h; Dangeard,

1903, 1907; Claussen, 1905; Delattre-Durand y Janex-Favre, 1979; Ü'Do­

nnell y col. 1976), existen diferencias en cuanto a la interpretación

de la morfología y Función de los gametangios.

Suingle (193b) en A. nigricans y Delattre-Durand y Janex-Favre

(1979) en A. microscópica, destacan la presencia de un tricogino term;

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

el desarrollo posterior.



Usher (1960), citado por O'Donnell, encontró en 5¿_gpgagrggf

Bora que los "anteridios" son más grandes que los "ascogonios". Nues­

tras observaciOnes coinciden sin embargo, con las de O'Donnell (1976)

en que tanto A. nigricans comoA. sEhaerosEora, ambos gametangios pre

sentan una morfología similar. Una vez producido el enrollamiento mu­

tuo, delimitan una célula apical uninucleada que será la que partici­

pará en la plasmogamia. Es debido a esto que consideramos impropia la

denominación de "ascogonios" y "anteridio" para los gametangios parti

cipantes en el proceso, ya que ambos desempeñan una función similar.

Blaussen (1905) y Suingle (op. cit.) observaron fusiones nucleares en

los gametangios y en el asco joven. Sin embargo, comobien lo puntua­

liza Übrist, (op. cit.) es muydificil demostrar con evidencias concrg

tas dichas fusiones. De nuestras observaciones se desprende, sin embar

go, que la única fusión nuclear ocurre en la célula madre del asco, ya

que existe conincidencia entre el número cromosómico (n=5) encontrado

en hiFss vegetativas y en la metafase I de la división meiótica.

Por último, coincidimos con Le Gal (op. cit.) y Übrist (op.

cit.) en que la estructura relativamente simple de Ascodesmisrefleja

un alto nivel evolutivo en el que la simplicidad es el resultado de

la reducción más que una condición primitiva.

Del mismo modo, las observaciones sobre la ontogenia y la

morfología de la Fructificsción en Ascobolus y Saccobolus aportan da

tos que permiten enunciar una hipótesis de la evolución de Saccobolus



a partir de Ascobolus. En efecto, durante el proceso de maduración, las

ascosporas están al principio separadas y a medida que desarrollan se

van agrupando hasta formar un paquete; este fenómeno puede considerarse

un carácter secundario, adaptivo, ys que las esporas de Saccobolus spp,

que son en general de menor tamaño que las de Ascobolus spp, al reunir­

se facilitan su dispersión durante la expulsión y el paquete al poseer

mayor masa, alcanzaría mayor distancia.

Por otra parte, el tipo de desarrollo del spotecio -gimnocárpi­

cafes considerado por Chadefaud (1960:530-531) comouna Forma neoténica,

derivada por evolución regresiva -o simplificación- del tipo de desa­

rrollo angiocárpico, opinión compartida por nosotros. La mayoria de las

especies de Ascobolus son cleistohimeniales (angiocárpicas o hemiangio­

cárpicas), mientras que las de Ssccobolus estudiadas, son gimnohimenia­

les (gimnocárpicas). El desarrollo del sistema aacógeno es también mu­

cho mayor en Ascobolus que en Ssccobolus, indicando aqui también una

reducción del esporofito, que va aparejsds con una reducción del game

tofito, éste último representado por un excipulo pobremente desarro­

llado en Saccobolus. La evolución ha sido aqui también por simplifica­

ción.

Los ensayos de cultivos en diferentes medios y variando las

condiciones de iluminación fueron realizados con el objeto de obtener

datos sobre la variación de la morfología del spotecio en función de

los distintos medios y de las ca1diciones de luz y oscuridad, y de
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ningún modosignifica ensayos tendientes a obtener un medio óptimo, si

bien se consideró la producción de abundantes fructificaciones normales,

un indice para determinar si los medios ensayados eran adecuados. En

términos generales podemosconcluir:

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 condición de luz continua es óptima para algunas especies, mien­

tras que la variación diurna de luz es más adecuada para otras.

3) La ausencia de luz provoca un mayor desarrollo de micelio aéreo.

h) El cultivo en los distintos medios ensayados no provoca ninguna va­

riación apreciable en el tamaño y ornamentación de las ascosporas,

el tipo de desarrollo, la morfología de los elementos himeniales y

excipulares (excepción hecha de Ascobolus albidus, cuyo comporta­

miento genéticamente variable, ya hemoscomentado). Si influye so­

bre:

a) el tamaño de los apotecios

b) la duración del ciclo de vida

c) la superficialidad de los apotecios con respecto al sustrato

d) el color de los mismos.
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