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A. CRECIMIENTO Y DIFERENCIACION.

El ciclo de vida de los hongos filamentosos es gene­
ralmente breve y en él se pueden producir esporas de origen
sexual o asexual de las que depende la continuidad de las es­
pecies. Esta serie de cambios que sufre el organismo a lo
largo de su ciclo de vida reciben, en un sentido general, el
nombre de desarrollo (Wareing y Phillips, 1982).

El concepto de desarrollo engloba a un conjunto de
procesos complejos, con mecanismos poco conocidos, que man­

.tienen sus características de una generación a otra y que son
afectados en sus manifestaciones por numerosos factores
ambientales. Pero esta noción tiene dos componentes fundamen­
tales que son: el crecimiento que cubre el aspecto cuantita­
tivo del desarrollo, y la diferenciación, que se refiere a
los cambios cualitativos.

Garraway y Evans (1984) consideran que el crecimiento
es el incremento en la masa de un organismo que ocurre dentro
de un período de incubación, siendo el resultado neto de una
multitud de cambios moleculares, celulares y morfológicos.
Esa variación sería la consecuencia de un incremento en el
número de células y/o del almacenamiento de sustancias sóli­
das. Si Se grafica dicha variación expresada, por ejemplo,
como peso seco de micelio en función del tiempo se puede ob­
tener una curva como la que muestra la figura 1.1 y en la que
se pueden diferenciar distintas etapas. La primera es la
etapa lag, en ella el organismo trata de adaptarse al nuevo
ambiente involucrando posiblemente la inducción y/o derepre­
sión de enzimas que aprovechen los nutrientes disponibles; su
duración dependerá de los factores ambientales en juego y de
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la potencialidad genética del organismo en adaptarse a dicho
medio.

La segunda es la fase exponencial que se caracteriza
porque el individuo alcanza el máximo ritmo de crecimiento
para el conjunto de condiciones ambientales dadas. Pero si
los nutrientes llegan a concentraciones limitantes o se pro­
ducen cambios ambientales desfavorables en factores tales
como la tensión de oxígeno, el pH, o la presencia en el medio
de metabolitos secretados que le resulten tóxicos, el orga­
nismo disminuye su ritmo de crecimiento y entra en la llamada
fase de desaceleración. Eventualmente el crecimiento llega a
un plateau o fase estacionaria. y si las condiciones que li­
mitan el crecimiento persisten se produce la fase de de­
clinación o de autólisis del micelio, en la que predominan
los procesos degradativos.

Comose mencionó anteriormente, durante el desarrollo
no sólo ocurren cambios cuantitativos sino también cualitati­
vos que reciben el nombre de diferenciación (Wareing y
Phillips. op.cít.), y que incluyen las modificaciones morfo­
lógicas y fisiológicas que sufre el organismo, comopor ejem­
plo la ramificación y maduración hifal y el desarrollo de es­
tructuras reproductivas.

Cuando el término desarrollo se refiere a cambios
exclusivamente morfológicos, se habla usualmente de morfogé­
nesis.

B. DESARROLLO Y METABOLISMO.

Puede demostrarse que existe una correlación entre el
desarrollo y el metabolismo de un hongo. Mientras se desarro­
lla en un medio sin factores que limiten su crecimiento. pri­
van en su metabolismo las llamadas vías primarias por las que
se toman y utilizan los nutrientes a un ritmo máximopara sus
posibilidades (fase exponencial). En ella la producción de
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metabolitos secundarios es .rara. A esta etapa se la llama
usualmente trnfofase (Fig. 1.1).

[HHYIBorrow et al. (l961) cuando los nutrientes se
tornan limitantes cesan las divisiones celulares, aunque
puede registrarse aumento del peso seco por la acumulación
de sustancias de reserva, y se inicia la etapa de autólisis y
con ella la síntesis de metabolitos secundarios. Este estado
recibe el nombre de idiofase. Berry (1075) amplía el concepto
definiendo un desbalance metabólico ante un nutriente esen­
cial limitante, con lo que el metabolismo se desviaría hacia
vías no fundamentales para el crecimiento.

Estos metabolitos secundarios son fenotípicamente es­
pecíficos .y su producción es extremadamente sensible a las
condiciones de cultivo e historia previa del organismo
(Bu’Lock. ¡975), siendo de gran importancia científica y téc­
nica. Entre los metabolitos secundarios se encuentran los an­
tibióticos. los pigmentos y las micotoxinas entre otros.

C. DESARROLLO SEXUAL.

La reproducción sexual es un punto importante dentro
del ciclo de vida de los hongos filamentosos, en ella se ob­
servan los cambios morfogenéticos más dramáticos.

En muchos casos el desarrollo sexual necesita de un
período de crecimiento vegetativo previo para que el orga­
nismo resulte competente en su posterior diferenciación, y a
menudo la misma es inducida cuando algún factor externo o in­
terno empieza a ser limitante (Smith, [975).

Aaí el desarrollo vegetativo, el sexual y el metabó­
lico estarían relacionados entre sí. En Nectria ditissima
(Dehorter y Perrin, 1983 b) y N. gallígena (Dehorter y
Bernillon, 1983) los primordios de los peritecios aparecieron
en los cultivos líquidos el mismo día del pico de crecimiento
para la primera (80 a 9Q). o tres días después en la última
(pico cn el día 119 y primordios en el 149), completándose el
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desarrollo sexual en ambos casos durante la etapa de autóli­
sis.

l). FACTORES QUI", AFECTAN Al. DESARROLLO.

El proceso morfogenético de un organismo podría ser
considerado como una compleja sucesión de expresiones génicas
diferenciales que serían controladas por factores genéticos y
ambientales (luz, temperatura. cantidad y calidad de nutrien­
tes. pll. ctc.).

En Surdaria brevicollis (Broxholme et a1., 1991) se
pudo determinar una correlación entre distintas etapas morfo­
genéticas (incluyendo la vegetativa), la expresión de poli­
péptidos y la translación de mRNA.De un total de 200 poli­
péptidos‘ 3| fueron asociados con los distintos estadios del
desarrollo de los peritecios.

Por otro lado, muchas enzimas pueden ser activadas a
nivel transcripcional o post transcripcional por factores ex­
ternos como la luz (Galland y Senger, 1988).

Algunos factores externos pueden modificar el medio
interno favoreciendo la esporulación o evitándola, y general­
mente con rangos más acotados que los correspondientes para
la reproducción ascxual o el crecimiento vegetativo (Lilly y
Barnett. l951).

Un caso especial es el del heterotalismo. muy común
en Ascomicctes. En las formas homotálicas la secuencia del
desarrollo sexual es constitutiva. dependiendo su inicio y
progreso (hr factores ambientales y de condiciones internas
favorables. En cambio en las heterotálicas, el comienzo de la
morfogénesis sexual es gatillada por la interacción de dos
micelios compatibles (Turian. 1978).

Finalmente, no sólo es importante la acción de uno o
varios factores para gatillar los procesos de diferenciación
reproductÍVUs sino también el efecto que tuvieron esos, u
otros factores. en las etapas previas del desarrollo.
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Son muchos los factores que influyen sobre el creci­
miento y la diferenciación de los hongos filamentosos; las
interacciones que se dan entre los factores internos, propios
del individuo, y las características físicas y químicas del
medio ambiente, modelan las distintas fases del desarrollo.

A. FACTORES INTERNOS.

El desarrollo puede ser afectado profundamente por el
genotipo del hongo. el tiempo de almacenaje del micelio, por
la historia previa y la edad del micelio o grado de de­
sarrollo alcanzado y por los ritmos internos.

La constitución genética difiere de unas a otras es­
pecies e incluso lo hace entre aislamientos de una misma es­
pecie, por lo que las respuestas fenotípicas potenciales de­
penderán de dicha constitución y del tenor y tipo de factores
que le estén afectando.

La conservación de las Cepas siempre trae aparejados
cambios morfológicos y fisiológicos independientemente del
método utilizado —comopor ejemplo la tensión de oxígeno, la
crioconservación, la desecación, etc.- (Dupont et 31., 1986).
En el caso de Saccobolus platensis se observaron alteraciones
importantes cuando se le enfrentó a sucesivos repiques y al
mantenimiento a bajas temperaturas. Conforme aumentaba el
tiempo de conservación disminuía el número de apotecios en
medio sólido, así como también la velocidad de crecimiento en
medio líquido y las velocidades de asimilación de glucosa y
la síntesis de glucógeno (Forchiassin y Diorio, en prensa), y
las proteínas solubles sufrían alteraciones cuali y cuantita­
tivas (Diorio y Forchiassin. en prensa).



En las Ascoboláceas es común la pérdida de fertilidad
por almacenamiento. por lo que se apela generalmente a la
regeneración de las cepas cultivándolas en sus medios natura­
les.

A lo largo del crecimiento de las colonias sus hifas
sufren con el transcurso del tiempo una serie de cambios
irreversibles que afectan su desarrollo, así las células de
una misma Colonia podrán tener distintos grados de desarro­
llo. I

Un factor importante en la edad de las hifas es la
pared celular. Existen diferencias estructurales y de compo­
sición entre la pared de la zona apical en expansión y la de
la zonas más alejadas lo que indicaría una relación entre la
edad del micelio y sus características morfológicas y fisio­
lógicas (Fencl, 1978). Estas diferencias también se eviden­
cian en la expresión génica, en Neurospora crassa no se de­
tectó una importante disminución en la formación de proteínas
y ácidos nucleicos en las zonas más viejas del micelio con
respecto a las apicales (Zalokar. 1959 b), pero pueden exis­
tir diferencias cualitativas de forma tal que diferentes en­
zimas pueden ser sintetizadas en diferentes loci, dependiendo
de la edad de las células en cuestión (Zalokar, 1959 a y b);
un buen ejemplo se encuentra en Aspergillus niger en el que
la síntesis de proteasas se produce recién a 40 um del ápice
y nunca en él (Fencl. op. cit.). Comoveremos más adelante,
la edad del núcelio mostrará una gran importancia con res­
pecto zi su inadurez para recibir estímulos externos que le
permitan iniciar el proceso sexual.

Otro factor interno interesante son los ritmos endó­
genos que consisten en oscilaciones no lineales que se
mantienen por sí mismas con diferentes frecuencias y asocia­
das a distintos factores (Nongkynrih y Sharma, 1992), se pue­
den presentar con períodos de fracciones de segundo hasta de
varios años. siendo los más conocidos los ritmos circadianos.

Las actividades rítmicas en los hongos se pueden dar
en cualquier estado de su ciclo de vida e incluyen efectos



talcs como la formación de bandas de crecimiento vegetativo o
de esporulación, descarga 'de esporas periódicas, biolumi­
niscencia. oscilaciones en la evolución del CO2. en los con­
tenidos de ATP y NAD”. y en la síntesis de ADNy ritmos mitó­
ticos. aunque sus mecanismos no son conocidos (Lysek, 1978).

Evidencias detalladas de ritmos en hongos sólo se han
hecho para Ascomicetes (principalmente en Neurospora crassa y
Podospora anserina, ambas pertenecientes a la familia Sorda­
riaccac).

B. FACTORES EXTERNOS.

Los factores ambientales que afectan al desarrollo de
los hongos filamentosos son numerosos e incluyen a los nutri­
cionales. pH del medio, la temperatura. la luz, la aireación,
y hasta los métodos de inoculación y esterilización. En estas
lineas haremos hincapié en aquellos que se encuentran rela­
cionados con la labor experimental del trabajo.

Factores nutricionales.
La nutrición es un aspecto importante del desarrollo

de los honeos, tiene influencia la calidad y la cantidad de
la fuente y la etapa del desarrollo del organismo que es
afectada.

tgpntgs carbonad¿_.
Las fuentes carbonadas tienen dos funciones esencia­

les: í) el aporte del carbono necesario para la síntesis de
los esqueletos carbonados de los carbohidratos, las proteí­
nas, Ion lípidos y los ácidos nucleicos; ii) la obtención de
energía tras su oxidación.

Los compueatos aprovechables por los hongos son nu­
merosos y abarcan desde carbohidratos simples, aminoácidos,
ácidos organicos, compuestos policíclicos y alcaloides hasta
sustancias complejas como el almidón. la celulosa y la lig­
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nina. Pero cada especie posee sus propias habilidades para
utilizar compuestosdeterminados.

Cuando se comparó el comportamiento de cinco especies
del género Helminthosporium en distintas fuentes de carbono
sc enconlró los mejores crecimientos en glucosa y manosa para
todas las especies excepto para H. rostratum, que mostró un
pobre desalrollo vegetativo en el primer azúcar (Reddy,
1969).

En términos generales la glucosa es el monosacárido
más usado por los hongos para su desarrollo pero. como se
pudo observar en el último ejemplo, no es el único.

El aprovechamiento de fuentes más complejas dependerá
de la capacidad del organismo para degradarla extracelular­
mente. Así Písolithus tinctorius creció mejor en manitol (280
mg de peso seco/100 ml) y glucosa (268 mg/lOO ml), aprove­
chando también sacarosa (242 mg/lOO ml (Smith, 1982).
Plenspora flaudefroyí creció en manosa (65.9 mg de peso
seco/25 ml). fructosa (52.7 mg/ZS ml), glucosa (38.9 mg/25
ml). almidón (28.1 mg/25 ml) y CMC(9.6 mg/25 ml), al tiempo
que en Camarosporium roumeguerii se obtuvieron resultados
distintos (47.4, 58.0, 66.1, 35.0 y 7.3 mg/25 ml de creci­
miento respcctivamente) evidenciando un mejor aprovechamiento
de glucosa y almidón por parte de la última especie (Crabtree
y Gessner. [982).

El desarrollo sexual también se encuentra determinado
en gran umdida por el tipo de fuente carbonada disponible.
Para Nortría haematococca las fuentes que favorecieron la
produccion de cuerpos fructíferos fueron ribosa, maltosa y
manosa (Qureshi y Page. 1972); para Cordyceps mi1itaris
almidón y sacarosa, pero en glucosa no hubo desarrollo
(nasith y Madelin, 1968): en Podosordaria leporina almidón
(Koehn. l97l); y en Venturia inaequalis sacarosa. y maltosa
(Ross y Hamlin. 1965).

Se puede afirmar entonces que un hongo podrá aprove­
char una determinada fuente carbonada para su crecimiento y/o
desarrollo sexual si: i) posee los mecanismosextracelulares
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necesarios para la iñdrólisis en el caso de los polímeros,
ii) que existan los sistemas de transportes de membranases­
pccïficnx (constitutivos o inducibles) y iii) quc el com­
puesto pueda integrarse al metabolismo del hongo.

Peru no sólo el tipo de fuente es importante sino
también la cantidad, ya que un aumento del carbono aprove­
chable por el organismo en el medio de cultivo y dentro de
ciertos Ihuites “4h! alterar principalmente el balance os­
mótico) benefician al crecimiento vegetativo, pero suelen in­
hibir ¡1 la reproducción sexual. Esta. generalmente, se ve
favorecida por concentraciones de carbono menores.

En Selerotinia sclerotiorum los apotecios se de­
sarrollaron más rápido y en mayor cantidad en medios con 0.1
a 0.3% de sacarosa, mientras que en concentraciones de 1%o
mas no hnho cuerpos fructíferos (Budge y Whipps, 1991).

Ini otro ejemplo James y McLaughlin (1988) lograron
inducir la fructificación de Clavicorona pixidata al pasarla
desde un medio rico (YPG) a uno limitado; pero la inducción
se producía aunque cn el medio pobre las concentraciones de
carbono fuesen relativamente altas (entre 20 y 40 g/l). Así,
no sólo cs importante la cantidad de la fuente de carbono,
sino también el de los restantes nutrientes o factores de
crecimiento presentes en el medio de cultivo.

Una misma fuente carbonada puede afectar a las dis­
tintas etapas de] desarrollo de un organismo de maneras dis­
tintas. Así por ejemplo. el crecimiento de Aspergillus niger
en medio solido fue importante en fuentes como maltosa. xi­
losa. o glucosa al igual que el desarrollo de esclerocios,
pero en rihosa. manito], y en los ácidos malónico. fumárico y
cítrico no hubo esclerocios a pesar de haber alcanzado índi­
ces de crecimiento vegetativo similares a los obtenidos en
las primeras (Agnihotri. ¡069). En Saccobolus platensis se
detectó un rrccimiento hifal importante con fructosa. maltosa
y CMCy con nitrato de amonio como fuente de nitrógeno, pero
la densidad de apotccios fue reducida al compararlas con las
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Ohlcnidun en glucosa o almidón, ambas con crecimientos vege­
tativos I:iVorahlcs (lünrchiassin. 1989).

I‘".9."isagjjl i;9.ge_nasl.fl_.
los hongos necenilan fuentes nitrogenadas para la

síntesia (h: aminoácidos. purinas, pirimidinas, glucosamina.
varian vitaminas. 0to.; lodon ellos constituyentes celulares
fundamentales. Para ello pueden utilizar una gran variedad de
compuestos nitrogenados.

rn un trabajo ya clásico de Robbins (1937) se clasi­
fica a los hongos en cuatro grupos de acuerdo a su capacidad
para metabolizar N2. NO-J‘ NH44, y/o nitrógeno orgánico.

rada especie poseerá (como en el caso de las fuentes
de carbono) sus prOpias necesidades para alcanzar un creci­
miento optimo. Según Lima y Mercuri (1984) Aseobolus
furfuraccus mostró un buen crecimiento en medios con carbo­
nato dc amonio. asparagina y nitrato de sodio (más de 5 mg de
peso moco/ml): en menor proporción en urea, acetato de amonio
y fosfato dibásico de amonio (entre 4 y 2 mg/ml); y un creci­
miento pohru en nitrato de amonio. sulfato de amonio y clo­
ruro de amonio (menos de 0.5 mg/ml).

La Capacidad de fijación del nitrógeno molecular por
parte de los hongos no tiene todavía evidencias inequívocas
(Garraway y Evans. 1984).

ul uso del ion nitrilo suele ser tóxico para la ma­
yoría dc las especies debido. posiblemente. a su habilidad
para deaminnr y a la interferencia que produce sobre el me­
tabolimmi del azufre. por su semejanza con el ion sulfito
(Pateman v Kinuhorn. [976).

kl nitrato es utilizable por muchoshongos salvo para
ciertos arupos como los Basidiomycetes, Saprolegniaceae y
Blastoclndiales, que son incapaces de sintetizar nitrato re­
ductaaa (Whitaker. ¡976). Esta enzima es reprimida ¡nn' el
amonio pur lo tanto, anto la presencia de ambas sustancias en
el medioi Hn hongo que pueda utilizarlas tomará primero al
amonio.
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La urea es generalmente una buena fuente de nitrógeno
para el crecimiento y es hidrolizada extracelularmente en
MCO-3y NH+4 (Friedrich y Magasanik, 1977: Hutner, 1972) dán­

dose con ello la posible incorporación del HC0—3(Roon y
Levenberg. ¡970).

Los aminoácidos suelen ser buenas fuentes de nitró­
geno, aunque específicos para cada organismo. En muchos casos
pueden actuar también como fuente de carbono. En Aphanomyces
laevís y Pythium ultimum fue evidente el uso de alanina y
glutamato como fuentes de carbono, alcanzando crecimientos
semejantes a los de glucosa (Gleason et a1., 1970).

En lo que respecta a la diferenciación sexual las me­
jores fuentes de nitrógeno suelen ser los aminoácidos o las
mezclasïdc ellos, mientras los compuestos con amOnio suelen
ser pobres para el desarrollo de ascocarpos debido, tal vez,
a la variación del pH que provocan en el medio (Moore­
Landecker. 1092).

El desarrollo sexual puede ser alterado por los ni­
veles de nitrógeno preSentes en el medio de cultivo. La ma­
duración de los apotecios de Pyronema domesticum fue favore­
cida por casaminoácidos en una concentración de hasta 1 g/l,
concentraciones mayores reprimieron la maduración de as­
cogonios e hifas ascógenas (Moore-Landecker, 1975). En
Neurospora crassa 25 mMde nitrato de amonio inhibieron la
producción de protoperitecios mientras que una concentración
de 0.25 mMfavoreció su desarrollo (Sommer et 31., 1987).

gglggión C¿N.
Los hongos filamentosos suelen necesitar una cantidad

de carbono mayor que la de nitrógeno en el medio de cultivo
para completar el desarrollo-sexual, de esta manera surge el
concepto de la relación carbono/nitrógeno que para muchos au­
tores es característica de cada especie.

Hall (1971). utilizando glucosa o maltosa como fuen­
tes de carbono y nitrato de potasio como fuente de nitrógeno,
observó en Sordaria fimícola que la mayor cantidad de fructí­
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ficaciones se daban dentro de relaciones C/N 5:1 a 10:1, aun­
que el crecimiento y las fructificaciones aumentaron dentro
de este rango con el aumento de las concentraciones de cada
fuente. En Pisolithus tinctorius las mejores relaciones,
usando glucosa y sulfato de amonio, fueron de 10:1 a 20:1
(Smith. ¡982).

Pero en otros casos como el de Leptosphaería typhae
(Vidal el nl., 1975) se determinó que la fructificación va­
riaba de acuerdo a la fuente de carbono utilizada y no a la
C/N: así para maltosa fue de 40:1 a 80:1, en glucosa de 40:1
a 160:! y cn xilosa de 7:] a ¡8:1.

MLnerales, vitaminas y factores de crecimiento.
Los hongos necesitan de determinados elementos inor­

gánicos llamados esenciales. ya que sin ellos el crecimiento
vegetativo decae o se reduce su capacidad de reproducción.
Algunos de ustos nutrientes minerales son necesarios en can­
tidades relativamente grandes en el nmdio de cultivo y son
llamados macronutrientes, en contraposición se llama micronu­
trientes u aquellos de los cuales sólo se necesitan trazas.

Entre los macronutrientes escontramos al magnesio,
importante como cofactor de_numerosas enzimas e involucrado,
junto con o] manganeso, en la transferencia de grupos fos­
fato. Fósforo, componente de macromoléculas como DNA, RNA y
fosfolípidon o de moléculas menores como NAD, FAD, vitamina
812 y coenzima A, constituyente de nucleótidos como ATP, CTP,
etc. Potasio, involucrado en procesos de transporte de mem­
brana y control osmótico. Azufre, componente de proteínas y
vitaminas. ralcio, relacionado a procesos de agregación celu­
lar y en el funcionamiento de microtúbulos y microfilamentos.

¡Miol caso de los micronutrientes se desconoce para
la mayoría de los hongos su importancia. aunque muchos actúan
como cofuctores de enzimas: el cobre de varias oxidasas, el
molibdeno dc la nitratoreductasa, el hierro en grupos hemo y
el zinc en la alcoholdeshidrogenasa.
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Los hongos difieren grandemente en lo que respecta a
sus requerimientos de vitaminas, incluso dentro de cepas de
una misma USPCCÍC. aunque estos compuestos son necesarios
para el desarrollo. Suelen funcionar como coenzimas o cons­
lituyunlvs de coenzimas.

Muchasvitaminas pueden ser sintetizadas por los hon­
gos pero la mayoría de ellos necesitan tiamina y biotina. Las
principales vitaminas son la tiamina, implicada en reacciones
de rem0ción y transferencia de grupos aldehído. Biotina,
relacionada con reacciones de carboxilación. Riboflavina,
involucrada en el transporte de electrones y los fenómenos de
fotorrovcpción. Niacina que es un componente del NAD(H)y el
NADP(H). Y la piridoxina involucrada en las reacciones de
transaminación.

tos llamados factores de crecimiento incluyen a com­
puestos orgánicos que promuevenel desarrollo fúngico sin ser
fuentes nutritivas ni actuar comocoenzimas. Suelen interve­
nir en concentraciones pequeñas al igual que las vitaminas.

un muchos hongos. como en Ceratocysís ulmj (Marshall
et 31.. |083). el agregado de ácidos grasos y principalmente
acido tinolüico, estimularon el desarrollo de cuerpos fructí­
feros. En Armillaria mel/ea el agregado de ácido oleico, li­
noléico 5' linolénico favorecieron a la iniciación y creci­
miento dul rizomorfo; pero dichos ácidos grasos no actuaron
como fuentes de carbono. la que debió ser agregada al medio
para detectar sus efectos (Moodyy Weinhold, 1972).

las hormonas vegetales como el ácido indolacético y
la giberclina pueden afectar el crecimiento de los hongos fi­
lamentosos. Muchos hongos parásitos de plantas suelen ne­
cesitar extractos de sus hospedantes para completar su de­
sarrollo en medios sintéticos.

Concentración del ion hidrógeno.
Los hongos generalmente presentan rangos de pH dentro

de los cuales pueden completar su desarrollo, fuera de dichos
valores no limitan el crecimiento vegetativo y el desarrollo
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sexual. nichos requerimientos suelen estar relacionados con
el hábitat natural del organismo (Moore-Landecker, 1992).

IH ¡ui del medio de cultivo puede variar a lo largo
del crecimiento fúngico afectando a etapas determinadas del
desarrollo. Estos cambios se pueden deber al aumento de bases
en el medio por la utilización de aminoácidos y de proteínas,
a la utilización de aniones o de cationes, o a la formación
dc ácidos n partir de compuestos neutros como las sales
inorgámnicas. En todos los casos se produce un desbalance ió­
nico en el medio a causa del metabolismo fúngico y del tipo
de fucntc.

Los mecanismos por los cuales el pH afecta al desa­
rrollo son muydiversos. Así. puede alterar la solubilidad de
los nutricnles inorgánicos o la actividad de las enzimas ex­
tracelulares.

Pero lu influencia del pH también depende de las ca­
lidades de los distintos nutrientes. Por ejemplo en Sordaria
fímicnln no se observó crecimiento a pH 3.6 ó 3.8, pero si a
pH 4.0. aunque el agregado de tiamina a medios con pH 3.6 ó
3.8 favoreció el crecimiento vegetativo y la diferenciación
dc peritecios (Lilly y Burnett, 1947).

Potencial osmótico y mátrico.
El potencial osmótico y el potencial mátrico del me­

dio de cultivo pueden alterar tanto al crecimiento cuanto a
ln reproducción de los hongos. En Saprolegnia diclina y S.
fcrnx sus biomasas y producción de esporas disminuyeron con
la reducción del potencial agua con KC] o manitol, o por la
disminución del potencial mátrico con PEG6000 (Smith et al.,
1090).

En Pyrenophora tritici-repentis (Pfender et al.,
1988) 3' cn Chnlara elegans (Punja, 1992) el crecimiento ve­
gctativo ocurrió dentro de rangos de potenciales agua mayores
que los que permitieron el desarrollo reproductivo.
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Condiciones atmosféricas.
Ln atmósfera dentro del entorno de los cultivos con­

tiene unn amplia variedad de gases y' de metabolitos vo­
látiles.

La nireación constante de cultivos de Pyronema
domesticunz pudo sustituir al requerimiento de luz para la
formacion dc apotecios (Moore-Landecker y Shropshire. 1982).

En vhaetomíum globosum la producción de peritecios se
vio luvnnerida por el dióxim) de carbono, encontrándose su
máximo cn una proporción del 10% del gas (Buston et al.,
1966).

lu producción de metabolitos volátiles por parte del
micelio pueden inhibir (MoorevLandecker y Shropshire. 1984) o
estimular (Hasith y Madclin. 1968) la producción de ascocar­
pos.

Condiciorws de cultivo.
Las condiciones bajo las que Se cultiva al hongo

(medio líquido o sólido, volumen del medio, soportes sólidos,
etc.) son importantes y determinan al trabajo experimental.
El desarrollo completo, vegetativo y sexual, en un medio de
cultivo líquido presenta unn serie de ventajas en cuanto al
análisis de variables metabólicas que no reúne el medio só­
lido. PClU un la Inayorín dc los Ascomicetes el desarrollo
sexual no sv produce satisfactoriamente en medios de cultivo
líquido (Asina el al.. |977; Moore-Landecker, 1992) debido
probablemente a la falta de un sustento sólido.

chtrin dilissima es uno de los pocos Ascomicetes en
los que sv hnn obtenido fructificaciones en medio líquido es­
tático. nunuue para ello requirió de intensidades de luz ma­
yores que las necesarias en medio sólido (Dehorter y Perrin.
1983 h).

I'Ï. volumen del medio de cultivo puede determinar el
desarrolhi de un hongo. Para Magnaporthe salvinii tS ml de
medio Sólido fueron más efectivos en la producción de peri­
tecios qur IU ó 20 ml. y un ¡.2 a 2% de agar indujeron un ma­
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yor número de fructificaciones que proporciones de agar meno­
res o mayores a las indicadas (Tsuda et a1., 1982). En
Plenodomusmclíloti. hongo con esporulación fotoinduciblc. sc
obtuvieron picnidios en oscuridad al disminuir la cantidad de
medio en la caja de Petri hasta unos 3 ml (Zafar y Colotelo.
l079).

Las características físicas de la superficie del me­
dio de cultivo también pueden alterar el desarrollo. En Phoma
sp. y Asenchyta pisi, ambas con esporulación fotoinducible,
se produjeron esporas en oscuridad cuando sobre el medio se
colocó un disco de papel de celofán (Suryanarayanam y Swamy,
¡081). Los autores postularon un "efecto de contacto" provo­
cado por la presencia del celofán, que favoreccría la dife­
renciación sexual en estos hongos.

Un caso similar se encuentran en Leptosphaerulina
ernssinsca. donde se observó la producción de peritecios en
presencia de luz. y almidón o celulosa como fuentes de car­
bono. pero en medios con mono o disacáridos sólo hubo fruc­
tificacionvs si se le ugrepaba una lámina de papel celofán
sobre ln superficie del medio sólido, (Suryanarayanan y
Swamy. l980). En Cochliobolus heterostrophus se obtuvieron
peritecios cuando se lo eultivó sobre una membrana de diá­
lisis (Fuknki y Araeaki. 1073).

La luz.
La lux puede estimular o inhibir muchos procesos in­

cluyendo al crecimiento vegetativo. el desarrollo de cuerpos
fruclíferos. la descarga de esporas y la síntesis de carote­
nos. Las partes del espectro más efectivas son las del ultra­
violeta CCICflHO(300-380 nm). azul (380-490 nm), y hasta lon­
gitudes de onda que incluyen el verde, amarillo y rojo (490­
740 nm) v rojo lejano (mayores de 740 nm).

t ‘r r ‘¿Í_"!_Í.2L1_LQ_Y_3&9_tati}! .9­

Si hien no hay muchos estudios de la influencia de la
luz sobre ri crecimiento hifal. se encuentran fenómenos tanto
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de ÍHÜUFIÍÓH :omo de inhibición. Así en Blastocladiella
emcrsoni/ en medio líquido c iluminación. el crecimiento fue
tros :1 cunlro veces mayor que el determinado en oscuridad
(Cantino y Horcnstcin. 1056): pero en Pyronema domesticum el
crecimiento con iluminación continua fue aproximadamente un
84% menor que el medido en oscuridad (Moore-Landeeker y
Shropshiru. [982).

Pnrn Carlile (19o5) cl metabolismo fúngieo es similar
en luz v Cll oscuridad ¡uienlras las condiciones de cultivo
scan óptimos. Un claro ejemplo de esto lo hallamos en
Kar/¡neon ruscn que mostró un buen crecimiento bajo ilumi­
nnción Cvnsluntu y con glucosa como fuente de carbono, pero
cuando :nu utilizó eelohiosn se produjo una disminución
(Haskinn v Weston. lOSO).

D 5.43¡TIP l..l..Q.-.S.9..XML¡ ­

Muchos hongos no responden a tratamientos iumínicos o
sólo mur tran ‘amhios cn alguna característica de su de­
sarrollo como por ejemplo en el caso de Ascobolus albidus,
que produjo cleistoteciox cuando creció en oscuridad y apo­
tvcios en condiciones de iluminación (Ranalli y Cinto, ¡972).

Foro cuando existo unn respuesta ésta puede ser cuan­
tilativn. cuando se observan variaciones en el número de
cuerpos lructíferos. o cualitativa o absoluta si la di­
ferenciación sólo es pcsihlc bajo una determinada condición.
En el prime: enso encontramos trabajos como los de Qureshi y
Page (1073). quiénes hallaron en cepas homotálieas de Nectria
hnvmnlocuccu una mayor producción de peritecios en condicio­
nes lumínicns que en oscuridad. En Nourospora crassa se de­
tectó un numero de peritecios cinco veces mayor en micelios
irradiados von luz azul por 60 segundos que en aquellos ere­
cidos cn HS(HTld8dconstante (Degli Innocenti et 81.. 1983).

hn muchos casos ln luz es esencial para el desarrollo
sexual estableciéndose de estn manera una fotodependencia ab­
solntn. twnm)por ejemplo en Thelebolus stercoreus (Cooke y
Bnrk. l0h4). Ascobolus mngnificus (Yu. 1954), Porfa ambigua



(Robbins Hcrvey. 1960) 3’ Trametes cxtenuatus (Alasoadura.
1963).

In luz puede afectar nl desarrollo sexual en distin»
tos momentos. como en Snccoholus beckii (Gamundi y Ranalli,
1969) donde la formación de primordios fue independiente de
la lux. pero la nmduracion de los apotecios fue fotodepen­
diente.

rnmhién Pyronemn domesticum requirió de unas 3 a 6
hs. de exposición a la luz blanca durante el tercer día de
crecímienu) para inducir el desarrollo de los ascogonios y
luego. en oscuridad. se observó su expansión y un limitado
desarrollo de hifas ascópenas y ascos. Exposiciones de 36 hs.
o ciclos de 6:18 hs. de luz y oscuridad favorecieron el desa­
rrollo completo de estas estructuras; y exposiciones mayores
que 96 hn. inhibieron la maduración de las ascosporas. Así.
los tejidos estériles y parálisis requirieron para un máximo
desarrollo menos luz que el aparato sexual, y fueron re­
primidns nor exposiciones excesivas (Moore-Landecker, 1979 a
y b).

Pero también la luz puede inhibir el proceso de de­
snrrolhi sexual como ocurrio en Gnomonía leptostyla con la
diferenciación de los protoperitecios y su posterior creci­
miento (luyret. 1974). En Cochliobolus sativus se detectó un
mayor número de pcritecios en oscuridad que bajo condiciones
fotoperiodieas (Tinline y Dickson. 1958). Gelasinospora
rcticulinpniw necesitó (hr unas 30 hs. de oscuridad ininte­
rrumpidux previas a su fotoinducción: la interrupción de
dicha fase con breves exposiciones a luz azul o UVcprevinie­
ron la loumnvion de periteeios (lnoue y Furuya, 1974 a y b).

“Iron factores pueden interactuar con la luz en lu
determinnairhn del desarroll<) sexual. como en Schizophyllum
communc. que cultivado en un medio rico en nitrógeno perdió
su folodcnendenciu cualitativa y produjo basidiocarpos en
oscuridad (Perkins. 1969). La producción de peritecios y de
picnidíos en Loptoxphaeria microscopíca, L. eustomoides y L.
arundínnrva dependió de las condiciones de iluminación, del
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sustrato y de la temperatura: dichas especies fueron estimu­
ladas por hn luz sólo :1 18"C (Roquebert-Hubert y Lacoste.
107l).

En general. la rcspncstü depende también del tiempo
de exposición a la luz y de ln intensidad de ésta. Neurospora
crassa necesitó para su inducción de 1.05 Wm‘2de energía de
luz azul durante ¡2 seguudos. pero con una intensidad de 5.25
x ¡0-2 Wm’2requirió de 240 scgundos para lograr un número de
periteciom semejante ¡1| del primer tratamiento (Degli
lnnocenli cl nl.r ¡983). En contraste otros hongos requieren
exposiciones más prolongudns que dificultan la determinación
de lu dnsiw necesaria: la producción de peritecios por
Ncclrin rnllígcna tuvo unn exposición óptima de 7.5 a 15 Wrn'2
por li u lo hs. entre el 70 y 219 días de cultivo (Dehorter y
Lacoste. |0H0).

LH .v__p.ismgn..t..ac__ió u.­

In presencia de pigmentos en los hongos es un carác­
ter común y de importancia taxonómica. Muchos pigmentos se
acumulan cn el micelio, cuerpos fructíferos y esporas, o pue­
den difundir al medio de cultivo. La síntesis de estas molé­
culas está determinada por factores genéticos y ambientales,
pero de lodos ellos la luz surge como uno de los más intere­
snntes.

las pigmentos son productos derivados del metabolismo
secundarin generalmente se hallan presentes tanto en luz
cuanto cn OHCUFidad, aunque la luz puede actuar favoreciendo
los pfOCVSOHde síntesis. Así se observó que la luz estimu­
lnbn lu síntesis de melanina en las hifns de varias especies
del género ¡momopsis con exposiciones de solo 20 segundos y
con unn luminOHidad de 860 lx (Ellis y Griffiths, 1975).

IHl Phycomyces blukesleeanus (Gnlland y Lipson, 1984)
y en Neurospora crnssa (De Fabo et 31., 1976) se determinó
que In luz regulaba los niveles de carotenos estimulando su
Síntesis. Ln Dacryopinux spnthularia el contenido de ca­
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rotenos cn sus paredes Celulares fue ocho veces mayor en luz
que en osruridnd (Vail y Lilly, 1968).

Pnru Snccobolus vilrínus, un hongo con fructificación
fotocondiriouada. ln producción de pigmentos aumentó conforme
lo hizo vl tiempo de iluminación dentro de los períodos de
luz y oscuridad alternados a los que fuera expuesto (Mercuri
y Forchinusin. [978).

anginducción y calidad de luz.
Los hongos responden en general a longitudes de onda

del ultravioleta cercano (300 a 380 nm) o a radiaciones
ultraviolata y azul (320 n 400 nm), siendo menor el número de
organismos que lo hace ante longitudes de onda mayores.

Dentio de los que responden a radiaciones ultravio­
lelas se encuentran Pleosporn herbarum (Leach y Trione, 1966)
y Leptosphncrulína trífolíi (Leach. 1972) con la formación de
aswoslrumws

run respecto a lun respuestas para luz ultravioleta y
azul lu hihliografía es más numerosa encontrando ejemplos
como el de Ascobolus crenulatus (Ingold y Oso. 1969),
Sordarin fimicola (lngold y Dring, 1957) y S. macrospora
(Walkey Harvey, 1967) estimulando la descarga de ascospo­
ras: NcClrÍn haematococcn var. cucurbitae (Curtis, 1972) y
Neurosporn rrassa (Degli Innocenti et a1., 1983) induciendo
el desarrollo de peritecios; Podosordaria leporina induciendo
el desarrollo de estromus y de peritecios (Koehn, 1971); y
Pyronemn domesticum con la inhibición del desarrollo de es­
clerocios (Moore-Landcckcr y Shropshire. 1982).

hn longitudes de onda mayores se hallan efectos como
en A. crvnulntus con la inhibición de la descarga de ascospo­
ras con luz amarilla (Ingold y Oso. op. cit.); Mycosphaerella
Iiuulicnlu y la producción de apotecios en rojo lejano (McCoy
el aI.. ¡”75).



3?

La temperatura.
(fr .91:¡mi Lam. ¿{gesta Li.yo ­

tu lempcratura juega un papel muy importante en el
desarrollo vegetativo regulando la velocidad de crecimiento.
Se pvcde establecer un rango de temperaturas para cada es­
pecie dcn=ro de las cuales es posible su crecimiento y dentro
dc] cual we define la temperatura óptima del proceso.

Para la mayoría de los hongos filamentosos la tempe­
ratura minima de crecimiento se halla entre los O y S"C y las
máximas nacilan entre loa 27 y 45 ó SO”C. Los óptimos para el
crecimiento se ubican entre los 18 y 36°C (Lilly y Barnctt.
195]; Gnrrawny y Evans, ¡084).

IJ''sucrotaeemt
Los rangos de temperatura dentro de los que se pro­

duce ln reproducción sexual son más restringidos que los del
crecimienlo vegetativo, y distintas temperaturas pueden afec­
tar n vtnnas diferentes del desarrollo. Para Nectria
hncmalornvcn el rango (h: temperaturas previo a la esperma­
tización fue de 18 a 24"C mientras que el más propicio para
el desurrnlln de los peritecios y de las ascosporas fue de 21
a 24°C (Dietcrt et al., IORJ).

hu general sc acepta que la exposición a temperaturas
subóptimnn afectan muchomás nl desarrollo de las hifas ascó­
genas que :1 Ins del sistema estéril, dando como resultado
fructificnciones estériles. Esto se observó en Pyronemu
domcsljcum. fluv posee unn temperatura óptima para el desarro­
llo sexual de 20°C, y que umstró ascogonios con morfología
anormal pero con apotecios fértiles en 5"C, y apotecios esté­
riles cnnndo creció a 30"C (Moore-Landecker, 1975).
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Fomose hn visto. ln luz puede afectar el desarrollo
de los hongos. La señal lumínica es recibida inicialmente por
un determinado pigmento o fotorreceptor que tras su fotorre­
ducción n oxidación. isomerización u otro tipo de reacción.
ln trunslorma en unn Señal bioquímica. La señal resulta am­
plifieudn yu que un mismo folorreceptor puede gatillar nume­
rosos procesos metabólicos que en su conjunto, generarían una
respuesta fisiológica y morfológica final.

A. RE('II€I'('|()N Dl'ïl, ESTIMULO LUMINICO.

Las flnvonroteínas comofotorreceptores.
(Hum)Se remarcó oportunamente. una de las fotores­

puestas más comunes es lu del UVc-azul y que puede ser lla­
mada en lorma uenernl respuesta al "azul". Sus espectros de
acción muestran comunmentepieos principales alrededor de 370
y 450 nm v picos secundarios en 430 y 480 nm, sin efectos en
longituduu mayores a 520 run. (Fig 1.2). Estos espectros de
acción líniros muestran semejanzas con los espectros de ab­
sorción dv dos pigmentos comunes presentes en los hongos, ca­
rotenos llavinns. lo que sugiere que ambos grupos de com­
puestos pueden estar involucrados en la recepción de la
señal.
No ohslnule existen evidencias que sostienen a las fiavinas.
como principales responsables de las respuestas al azul. Se
detectó '¡uc hi luz azul inducía cambios de absorbancia in
vivo en varias hongos (Poff y Butler. 1974; Muñoz et al..
1974). Po:teriormente Muñozy Butler (1975) observaron que el
cambio de nhsorbancia inducido por la luz en el micelio de
Nourosporn erassa involucrabn la fotoreducción de un cit0cr0—
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Figura 1.2. Respuestas a la luz azul. Espectros de
acción típlcos de las respuestas a la luz azul. a.
Inducción de peritecios en Ge/asinospora reticulis­

pora (Inoue y Furuya. 1975); b. activación de caro­

tenogénesis y, c. íotorreducclón de| citocromo b .
ambos en Neurospora crassa (Zalokar, 1955).
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mo del lino b. con la reducción simultánea de una flavopro­
teína. Brain el al. (1977) hallaron fotoactividad citocromo­
flavina vn fracciones de membrana de N. crassa.

(llhi et nl. (198!) observaron como Phycomyces
b/akes/vunnns desplazaba su respuesta lototrópica a 529 nmal
incorporar rnseoflavina, un análogo de la flavina, reforzando
lu hipÓlUHiHde que la riboflavina es cl cromóforo del foto­
rreceptor dc luz azul.

HI micocromo.

Un caso muy estudiado es el del micocromo presente en
algunos hculeromycetes y asociado a la conidiación (Honda,
1069; Kumunni y Oda, 1960).

Kumagai y 0da (1073) observaron en Alternaria tomato
una reacción reversible azul/UVC (con picos en 410 y 300 nm)
en una fracción intracelular de] micelio crecido en oscuridad
y mediada nor el micocromo. Tras una serie de estudios
(Kumauai el 31.. 1976; Kumanai 1980) se determinó que el me­
canismo vru complejo. la acción de la radiación UVc sobre un
pigmento reducía al segundo pigmento. y la acumulación de
este Üllimn por encima dv un cierto nivel, inducía a la coni­
diacióu (Kumaguit 1982).

LI efecto inductivo del UVcsobre la conidiación y el
electo represivo de la luz azul. dependieron de las distintas
temperaturas aplicadas cn distintos momentosdel desarrollo
(Kumagai. ¡”89).

B. CONSECUENCIAS INMEDIA'I‘AS DE LA ABSORCION DE LUZ.

Micosporiue.
Iua(h (1065 a y h) aisla una sustancia llamada P310,

posteriormente micosporine, de los micelios inducidos con UVc
de Allvrnuria chrysanlcmi. Ascochyta pisi, Ophiobolus
gruminin. Pleonpora herhnrun1 y eronema omphalodes. Dicha
sustancia nu su detectó vn los micelios no inducidos pero si
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cn A. piní «nando crecía cn un medio que favorecía su esporu­
lación cn oscuridad.

Mas tarde el P310 fue aislado, y la aplicación en A.
pisi y I' hcrbnrum crecidos cn oscuridad indujeron el desa­
rrollo dc estructuras reproductivas (Trione et al.. 1966).

hrhorter (1976) determinó que el agregado dc P310 en
cultivos de Noctria galligcna en oscuridad inducía par­
cialmcnlc cl desarrollo do pcritecios. Luego se comprueba que
las condiciones necesarias para la síntesis de micosporine y
el desarrollo de fructificacioncs en N. galligena eran seme­
jantes (Hehortur y Bernillon, 1983) demostrando que dicha
sustancia rcprcsenlaría ¡”1 intermediario entre la recepción
de la señal lumínica y la respuesta biológica.

nusrot y Bernillon (1991) hallan en Morchella
esculentn el P205. sustancia que aumenta en estadios jóvenes
y desapareCr con la maduración del ascocarpo, y es conside­
rado como precursor metabóliCo del micosporine.

Papel del AMPc.

tohrn (¡974) detectó que luego de una breve exposi­
ción a la luz de esporanuióforos de Phycomyces blakesleeanus
sc producía una brusca y transitoria disminución de los nive­
les endoycnus de AMPc. Posteriormente se comprobó in vitro
que la fosfodicsterasa ora catimulada por la luz azul (Cohen
y ALkiann. 1978). relacionando de esta manera al metabolismo
dcl AMPccon los mc‘anismos dc recepción de la señal lumínica
y los cambios cn el ritmo de crecimiento de dicho hongo.

lo) Haccobolus platensís, hongo con fructificación fo­
toinducihlo. el agregado de AMPco compuestos relacionados
¡Hdujcron la fructificación en oscuridad, y la inhibición de
la fosfodiesterasa de AMPcgatilló el desarrollo de apotecios
en oscuridad, previa acumulación de AMPc(Galvagno et a!.,
1084).

hu coprinus macrorhizus (Uno e lshikawa, 1973; Uno el
al.. ¡074) ae encontró una estrecha relación entre el nivel
dc AMPc. Ian enzimas relacionadas con su metabolismo y la fo­



37

toinducción del desarrollo de los basidiocarpos. Una cepa mo­
nocnrionie. incapaz de fructilicar, mostró niveles de AMPc
muy bajos v ninguna actividad de las enzimas involucradas.

En Achlya americana y Saprolegnía ferax el aumento
del AMPcpromovió el crecimiento vegetativo por el aumento de
la actividad de lipoxigenasas, al tiempo que el GMPcfa­
voreció hi reproducción suprimiendo la actividad de dichas
enzimas (Herman et al., 1900).

AMPcy el metabolismo del glucógeno.
Actualmente se acepta la posibilidad de que el ¡ne­

tabolismo del glucógeno se encuentre ligado al proceso de re­
producción en muchos hongos. ya que se ha detectado un
aumento en la actividad de la enzima glucógeno fosforilasn
previo (i la diferenciación de estructuras sexuales (Chiu y
Cheung, |09|: Ji y Moore. 1993; Jirjis y Moore, 1976).

Pero también se encuentran relacionados el metabo­
lismo de dírho polisacárido con el del AMPcy la inducción
Iumínica. En C. macrorhízus cl agregado de AMPca extractos
micclinrun nctivaron a ln enzima glucógeno fosforilasa e in­
hibieron a la glucógeno sintetasa, iniciándose una vía meta­
bólica que condujo a hi formación de basidiocarpos (Uno e
Ishikawa. ¡076. ¡978).

También el AMPcpudo inhibir otras quinasas de pro­
teínas requeridas sólo para el crecimiento vegetativo, y al­
gunas de ellas relacionadas con el metabolismo del glucógeno
(Uno e lshiknwa, 1982).

un S. commune ln mayoría del glucógeno disminuye
fuertemente dentro de las 8 hs. siguientes de su transfe­
rencia a la luz, y se detectó un agudo incremento del AMPc
previa u |a disminución del polisacárido (Yli-Mattila, [987).
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lndonhnnus carneus (Pcrs.: Pers.) Koud., es una As­
coboluccnv homolálica. coprófila cuyo cultivo fuera estudiado
inicialmvnlc por Gnmundí y Ranalli (1964). En dicho análisis
se observo que el organismo desarrollaba apotecios cuando el
medio dc cultivo era PF y bajo condiciones de luz o de oscu­
ridad constantes y a temperatura ambiente (ZC-25°C), a 29°C
los apolociox eran abortivos en oscuridad.

No me observaron fructificaciones en estiércol de
vaca lindalizado incubado en condiciones de oscuridad conti­
nua. tanto a temperatura ambiente cuanto a 29°C; sí las había
en COHdÍLÍOHCSde iluminación constante.

Posteriormente fue analizado su desarrollo y cito­
logía (MHHSUdc Cachi y Ranalli, 1989).

Valadon et al. (¡080) estudiaron sus carotenos encon­
trando principalmente lrans-Neurosporaxantina-metil éster
(44.7%). neurosporaxantina (33.2%), fitoeno (10.5%) y otras
ocho fracciones menores.

HI objetivo del presente estudio fue el de analizar
la influencia de distintos factores ambientales sobre el cre­
cimiento vevetativo. el desarrollo sexual y la pigmentación
de I. carncus. Para ello se investigaron factores químicos
como la cantidad y calidad de las fuentes de carbono y dc ni­
trógeno. v ¡actores físicos como la luz y la temperatura.

Sc analiza. cuando sea oportuno, la acción conjunta
de dos factores ambientales sobre el desarrollo.

Su estudian también las relaciones que puedan existir
entre el crecimiento vegetativo y su grado de madurez, el me­
tabolismo dvl glucógeno y el desarrollo sexual, para tratar
de comprender algunos de los mecanismos que diferencian y
controlan a cada uno de los procesos.
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A . ORGAN l .'-IM(').

utilizó In cepn monospórica BAFC(Herb.) 21104 de
IodophaHUHcurnous (Pers.: Pors.) Koud.

lun vuliivos se conservaron a S°C en medio PF.

Obtención de cultivos monospóricos.
¡HHYIJu obtención (h' cultivos monospóricos se pro­

cedió de lu siguiente forma:
i- Sicmhru del inóculo en estiércol de vaca tindalizado en
caja de Petri y posterior cultivo en cámara a 23°C e ilumi­
noción constanto.
iim A pnrlir del 80 día dc cultivo los aseos maduros comen­
zárou a expulsar las esoorux con violencia; se invirtieron
entonces huSuS de cajas du Petri con agar agua sobre los cul­
tivos para recogerlas.
iii- Las esporas germinuron espontáneamente en un alto por­
centaje lrns 24 hs. de exnosición a 23°C y luz constante.
ivm Se rvnliznron los cultivos monospóricos extrayendo blo­
ques de uvar agua conteniendo una punta de hifa y repicándole
en tubos de ensayo con medio PF.
v- Los tubos se incubarou en cámara a 23°C e iluminación
constantn.
vi" Finulmcnle. con ln aparición de apotecios, los tubos fue­
ron almacenados a 5°C.

li. MEDIOS l)l'l CULTIVO.

Modio aga r ¡mua .
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Med io I’I’ .

Extracto de levadura (Difco)....... 3 g
Kgar . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 18 g

Agua destilada . . . . . . . . . . . . . . . .. 1000 ml

En cajas de Petri o tubo. con un disco o tira de papel de
fillro Srhlricher & Schu|| N0 595.

Mediosintélico (sólido y líquido).

Mcg] 0 l>_asa| .

804Mg.7HZO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0.5 g

P04H2K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0.5 g

l’O4IIK2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0.6 g

804Cu.5H20 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0.4 mg

Clen.4H20 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0.09 mg

H04H3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0.07 mg

M002Na.2HZO ._. . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0.02 mg

CIJFe . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 1 mg

CIZZn . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 10 mg

¡Biol inzl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5 ug

HCl-Tiamina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0.1 mg

Agua bidcstiladn . . . . . . . .. hasta 1000 ml
Agar (para medio sólido) . . . . . . . . .. 18 g

I'uy n Lga._.dg.._92¿b_qnsz.
las siguientes representan las fuentes de carbono en­

sayadas siempre en una concentración de 3 g de C/l de medio
dc cultivo. Se las expresa como g de sustancia por 1000 ml de
medio basal (sólido o líquido):

D(") Ribosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 7.50 g

D(+) Xilosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 7.50 g

D(-) Arabinosa . . . . . . . . . . . . . . . ... 7.50’3
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“(1) Manosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 7.50 g

n(+) Gnlnctonn . . . . . . . . . . . . . . . . .. 7.50 g

“(4) Glucosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 7.50 g

n(») Fructosa . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 7.50 g

n(+) Sncarosn . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 7.13 g

D(+) Maltosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 7.13 g

D(4) MclibÍOSn ..Lu . . . . . . . . . . . . .. 7.13 g
n(+) Celobiosn . . . . . . . . . . . . . . . . .. 7.13 g

“(4) Rnfinosu . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 6.99 g

“(n) Inulina . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 6.99 g

áorbitol ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 7.60 g

Manitol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 7.60 g

Almidón soluble . . . . . . . . . . . . . . ... 7.13 g
Uarboximetilcclulosa . . . . . . . . . . .. 7.13 g

rnando se modificaron las cantidades de glucosa y
fructosn los medios de cultivos estuvieron formados por medio
basal. nnpnnngina 0.2 g dc N/l y las siguientes cantidades
del azúcar en cuestión por ¡000 ml de medio:

t) p. de (T/l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 0 g

I p de C/l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 2.50 g

3 p de C/l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 5.00 g

J g de C/l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 7.50 g

1 g de C/l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 10.00 g

5 p de C/l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 12.50 g

Pusntsfi_gsmgiiságpn9­
A Cnntinuación se indican las fuentes de nitrógeno

ensayadnq siempre en una concentración de 0.2 g de N/l de me­
dio de cultivo. Se las eXprcsn como g de sustancia por 1000
ml de medio basal (sólido o líquido):

NaNO3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 1.21 g

KNO3 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 1.44 g

a. . . . . . . . . . . . . . . o.o.o. g
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NH4N03 . . . . . . . . . . . . . . . . . ..
Acetato de amonio . . . . . . ..
Tartrato de amonio...
Urea . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..

Alanina . . . . . . . . . . . . . . . . ..

Asparagina . . . . . . . . . . . . . ..
Glicina . . . . . . . . . . . . . . . . ..

Glutamina . . . . . . . . . . . . . . ..

Metionina . . . . . . . . . . . . . . ..

Prolina . . . . . . . . . . . . . . . . ..

Leucina . . . . . . . . . . . . . . . . ..

Fenilalanina . . . . . . . . . . . ..
Triptofano . . . . . . . . . . . . . ..

Cuando se modificaron las
los medios de
glucosa 3 g de
por 1000 ml de medio:

g de N/l . . . . . . . . . . . . . ..

Belación C¿N.
Para la variación de

asparagina manteniendo C/N constante,
sal más
1000 ml de medio:

Glucosa

caos...
a n o n o o­

o o o o o o o o a oo

. . . . . .. 0.94

. . . . . .. 1

. . . . u o.

o o . o o o.

o o . o o a.

....ouo
o . o o c oo

cantidades

o o o a o o o a o o a c o o o o a o o o o

y - a o I o o

O

0

O

0.2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..

0
0
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0.56
1.10
1.31
0.43
1.27

.07
1.04
2.13
1.64
1.87
2.36
1.46

000‘00UD0Q00UDUU000°0Q0000

de asparagina
cultivo estuvieron formados por medio basal.
C/l y las siguientes cantidades del aminoácido

. . . . . . . . .. 0

O A m

mmunmmun

las concentraciones de glucosa y
se utilizó el medio ba­

las siguientes cantidades de una y otra fuente por

Asparagina

2.50 g (1 g c/l)
5.00 g (2 g C/l)

0.33 g (0.07 g N/l)
0.85 g (0.18 g N/l)
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7.50 g (J g C/I) 0.96 g (0.20 g N/l)
10.00 g (4 g C/l) 1.27 g (0.27 g N/l)
l2.50 g (5 g C/l) ¡.56 g (0.33 g N/l)

Mestio_d2.91%- ner..leL.
El medio más utilizado fue el de glucosa 3 g de C/l y

aspuraginu 0.2 2 de N/l más el medio basal. El pH final, des­
pues de auluelnvudo..fue de 6.2.

tTodas las drogas fueron de grado analítico}

Esterilización.
Los medios fueron esterilizados en autoclave a 121°C,

l kg/cmz. 20 minutos. La urea se esterilizó por filtrado a
través de membrananitrocelulósica de 0.2 umde poro, y agre­
gada estérilmente al resto del medio previamente autoclavado.

C. CONDICIONES DE CULTIVO.

Los cultivos en medio sólido se realizaron en cajas
de Petri do 90 mmde diámetro con 20 ml de medio. Los cul­
tivos en medio líquido sc realizaron en frascos Erlenmeyer de
SO ml de volumen con 5 ml de medio. El volumen de los Erlen­
meyers v cl del medio sólido y líquido sufrieron modi­
ficaciones en algunos ensayos, las mismas serán indicadas
oportunamenle.

Las determinaciones en el medio sólido se realizaron
en el 149 día y las de medio líquido en el 89,

SP ¡cnlizaron tres experiencias por duplicado.

Inóculos y siembra.
Se inoculó con cubos de unos 3 mmde lado, tomados de

los bordes de una colonia crecida en oscuridad durante dos
días sobre agar agua.

Las siembras se realizaron bajo una luz Eastman-Kodak
de 600 nm.
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Inculmc i ón .
Los ¡ultivos en medio sólido se incubaron en cámara

de cultivo Now Brunswick Psicrotherm 0-27. a 23 i 0.25 °C,
con cuatro Iuhos fluorescentes Philips Luz Día estándar de 20
Wonda unn. los que generaron una intensidad de 300 b/p. Para
los tratamientos dc oscuridndt las cajas fueron envueltas en
plástico "CEIU e incuhndnx cn la misma cámara.

Los rultivos cn mudio líquido se realizaron en con­
diciones vstnticus y a los de oscuridad se los introdujo en
cuina dc varlón, siempre cn ln misma cámara.

Variación de lu temperatura.
Sr rvaliznron cultivos con temperaturas de 18, 23 y

28“C (t “.2F) las que su obtuvieron regulando la cámara de
cul tivo.

Intensidad Inmínicn.
So ln midió von un lolómetro Photovolt 200.
Cuandose ensayaron distintas intensidades estas fue­

ron de ln. Si), |()(). 300 _\' 500 h/p. Las mismas se lograron vn­
rinndo In dintnnciu de las cajas a la fuente de luz y envol­
vióndolnn. cn algunos casos. en papel trunslúcido.

Calidad dv lnz.
SC lournron utilizando los siguientes filtros de ace­

tato: azul. con un máximo de transmisión en 440 nm y rojo con
un máximo en 620 nm. Para In banda ultravioleta cercano se
usnron don tubos Philips TL 4OW/08RScon pico de emisión a
350 nm (I-‘iu. 2.“.
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Figura 2.1. Intensidad espectral. Gráficos de inten­

sldad espectral de las calidades de luz utilizadas.
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D. DETERMINACIONES.

Crecimiento.
En los cultivos sólidos se midió el radio de las co­

lonias con un calibre en distintos momentosdel crecimiento.
Se realizaron tres experiencias por triplicado.

En medio líquido el micelio fue cosechado con la
ayuda de una pinza, y lavado por sucesivos pasajes de agua
bidestilada. El micelio fue pesado tras el secado en estufa a
70°C durante 18 horas sobre papel de filtro.

Númeroy diámetro de los apotecios.
Se contó la totalidad de los apotecios producidos por

caja con un contador de colonias NewBrunswick Scientific C­
110; se diferenciaron tres zonas dentro de cada colonia que
se detallan oportunamente, y sobre las que se hicieron re­
cuentos parciales.

El diámetro se determinó bajo lupa aumentado 80 ve­
ces, con ocular graduado y tarado. El número de apotecios me­
didos por caja varió dependiendo de la productividad bajo las
condiciones dadas, llegando a un máximo de 40.

Medición del pH.
El pH del medio de cultivo líquido fue determinado

con un pHmetro Photovolt 110 con electrodo de vidrio.

Métodos químicos (medio líquido).
Proteínas totales del micelio.
Se hidrolizaron muestras de micelio seco y molido con

NaOHlN a 100°C durante 30 minutos, se las dejó 60 minutos a
temperatura ambiente para ser finalmente centrifugadas a 2000
g, 10 minutos.

Se determinó la concentración de proteínas en alí­
cuotas del sobrenadante agregadas a 3 ml del reactivo de
Bradford (1976). Las lecturas se realizaron a 590 nm con un
estándar de albúmina bovina (Sigma) en solución 1 mg/ml.
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Materlales y metodos.

Mm.
Las muestras fueron homogeneizadas en potter con l ml

de agua bidestilada refrigerada; la extracción se repitió
tres veces para llevar la muestra a 5 ml finales en tubo gra­
duado. Se centrifugó a 2000 g, 20 minutos.

Se determinó el glucógeno por el método de Krisman
(1962) leyendo a 460 nm y el estándar fue de glucógeno de hí­
gado de conejo Tipo III (Sigma) en solución 1 mg/ml.

Los resultados de este método fueron erráticos debido
probablemente a los pigmentos contenidos en el micelio.

Glucosa residual.
Se utilizaron dos métodos. El de Fleming y Pegler.

(1963) usando glucosa oxidasa (Tipo VII), peroxidasa (Tipo
II) y o-dianisidina (Sigma). A la muestra de medio de cultivo
se le agregó 1 ml del reactivo, se incubó durante 60 minutos
a 25°C; se agregaron 2 ml de ácido sulfúrico 5 N. Se usó un
patrón de glucosa (Mallinckrodt) de 1 mg/ml y se leyó a 525
nm.

El segundo fue el de Somogyi (1952) y Nelson (1944).
Se agregaron a 0.1 ml de muestra 0.4 ml de agua destilada y
0.5 ml de reactivo, se calentó a lOO'C durante 15 minutos,
luego de enfriado se le agregaron 6 ml de agua destilada. Se
usó un patrón de glucosa (Mallinckrodt) de 1 mg/ml y se leyó
a 540 nm.

Hidratos de carbono totales.
Se utilizó el método de Dubois et al. (1956). Las

muestras, secadas y molidas, fueron suspendidas en 0.5 ml de
agua destilada y 0.5 ml de fenol 5%, luego de agitado se les
agregó SO4H2 concentrado. Se utilizó un patrón de glucosa
(Mallinckrodt) de l mg/ml y se leyeron a 480 nm.
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Métodos histoquímicos.
Glucógeno.
Se tiñó el micelio cubriéndolo con IZ/KI por dos mi­

nutos, luego se secó el exceso con papel de filtro y se ob­
servaron las hifas directamente al microscopio con aumentos
de 100 y 400 x. La coloración, pardo rojiza, fue estable por
unos 8 minutos.

E. AGREGADOS.

Se prepararon soluciones acuosas de las siguientes
sustancias: N6, 02-dibutiril monofosfato de adenosina 3’-5’
cíclico (4 mM);D(+) Glucosa (6 g de C/l); D(-) Arabinosa (6
g de C/l); Asparagina (0.4 g de N/l) y extracto de levadura
(6 g/l).

Se aplicó una gota de solución sobre la colonia cre­
cida en oscuridad durante el 59 día de cuecimiento, salvo
otra indicación. Se utilizó agua bidestilada comocontrol.

Las aplicaciones se realizaron en oscuridad bajo luz
roja y se continuó la incubación en oscuridad hasta el 149
día.

Se realizaron tres experiencias por duplicado.

F. EXTRACCION DE PIGMENTOS.

Las colonias crecieron en oscuridad, luz blanca, azul
o UVcconstantes y se extrajeron el 89 día. El micelio, seco
y molido, fue suspendido en CHC13por 15 minutos y luego cen­
trifugado a 2000 g durante 20 minutos.

La lectura e impresión del espectro de absorción de
los pigmentos se realizó, punto por punto, con un espectro­
fotómetro Jasco 7850 UV/VIS, entre 300 y 600 nm contra un

blanco de CHC13.
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Se utilizó el medio basal con glucosa (3 g de C/l) y
asparagina (0.2 g de N/l). Las experiencias fueron realizadas
a 23°C e iluminación constante de 300 b/p.

Medio sólido.
Las colonias alcanzaron el borde de la caja de Petri

al 59 día (Fig. 3.1) con velocidades lineales de crecimiento
que aumentaron progresivamente desde 4.7 i 0.53 mm/día du­
rante el 19 día. hasta unos 11.5 i 0.78 mm/día en el 59.
Desde ese momento el micelio mostró una coloración naranja
cuya intensidad aumentó hasta el 79 día.

Los protoapotecios aparecieron a. partir del 59 día
para llegar a la madurez en el 89. El número total de apote­
cios maduros por caja aumentó durante toda la experiencia,
aunque de manera más marcada desde el 79 día al 109 (Fig.
3.1). En lo referido a sus diámetros se produjo un máximo
alrededor del día 159 alcanzando valores que fluctuaron entre
600 y 1000 um, desde entonces sus dimensiones disminuyeron.

La distribución de los cuerpos fructíferos sobre la
colonia demostró la existencia de tres zonas claramente de­
finidas de acuerdo a la edad o grado de desarrollo del mi­
celio. La primera se halló entre los O y 23-26 mmde radio de
la colonia comprendiendo a los 3 primeros días de creci­
miento, en ella las fructificaciones se distribuyeron homogé­
neamente y' su número fue reducido bajo las condiciones ex­
perimentales dadas (Fig 3.2). La segunda se prolongó hasta
unos 30-33 mmde radio incluyendo así al micelio crecido du­
rante el 4Q día, y fue la de mayor cantidad de apotecios ma­
duros.
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La tercera se desarrolló hasta el borde de la caja de
Petri y coincidió con el micelio crecido durante el 59 día,
dentro de ella los cuerpos fructíferos aparecieron en los úl­
timos 5-6 mm.

Medio líquido.
La curva de crecimiento se representa en la figura

3.3. I. carneus demostró, como en el medio sólido, una gran
rapidez en el desarrollo con una etapa lag breve y una fase
exponencial que culminó en un pico de crecimiento en el 89
día (4.3 i 0.47 mg de peso seco/ml de medio de cultivo). A lo
largo de este período el micelio formó una trama compacta de
color naranja muy intenso que ocupó paulatinamente la totali­
dad del medio de cultivo. Luego del máximose inició la etapa
de decaimiento, muy marcada en sus comienzos pero leve desde
el día 119 hasta el final de la experiencia, y en la cual el
micelio apareció vacuolizado, formando una trama de aparien­
cia floja y de color naranja pálido.

El desarrollo de apotecios maduros bajo estas condi­
ciones de cultivo fue desigual, su número varió entre 2 y 12
por frasco, pero cuando los hubo su crecimiento se inició du­
rante el 79 día para completar su maduración en el 119.

Las proteínas totales del micelio se comportaron de
igual manera que su peso seco con un máximo de 168.7 i 8.44
ug de proteínashnl de medio de cultivo en el día. 89 (Fig.
3.3).

El contenido de glucosa del medio de cultivo dismi­
nuyó drásticamente hasta llegar a niveles mínimos en el 89
día (Fig. 3.4) coincidiendo con el pico de crecimiento ve­
getativo, mientras que los hidratos de carbono totales del
micelio progresaron hasta un máximo en el 69 día (153.5 i
11.4 ug/mg de micelio) para disminuir abruptamente hacia el
79 y luego más sutilmente (Fig. 3.4).
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I. carneus mostró una gran velocidad de crecimiento
hifal en medio sólido al cubrir la totalidad de la placa en 5
días, 7 menos que el evidenciado en otras Ascobolaceas como
Saccobolus platensis (Forchiassin, 1989). En medio líquido y
condiciones estáticas de cultivo llegó a su máximo creci­
miento el 89 día , pero si bien estas condiciones no son las
más usadas se encuentran registros como el de Calonectria
camelliae (Sandhu y Kalra, 1985) que llegó al pico de creci­
miento al 69 día y al 49 en condiciones de agitación, o los
observados en Nectria cata1inensis (Pardo y Forchiassin, 1993
a) con un pico en el día 299 sin agitación y en el 209 con
agitación. S. pIatensis (Forchiassin y Diorio, en prensa)
presentó un máximo al l09 día y Ascobolus furfuraceus
(Groisman et 31., 1981) al 169, ambos cultivados en condicio­
nes de agitación; todos ellos con menores crecimientos que
los de I. carneus.

El número de cuerpos fructíferos en I. carneus en me­
dio sólido aumentó durante toda la experiencia y el tamaño de
los apotecios registró una disminución en el día 179 producto
de la liberación de esporas y/o del desarrollo de nuevos apo­
tecios jóvenes que disminuyeron los promedios.

Los apotecios se desarrollaron dentro de áreas bien
definidas dentro de las colonias y relacionadas con el grado
de madurez de las hifas. La presencia de un mayor número de
fructificaciones maduras dentro de la zona II
(correspondiente al 49 día de crecimiento) indicaría que es
en ella donde se inicia el proceso sexual y los ascocarpos de
las zonas I y III surgirían posteriormente por la difusión de
sustancias inductoras desde la zona II o por inducciones lo­
cales de áreas de microdesarrollo.

En medio líquido el desarrollo de las fructifica­
ciones se mostró relacionado con la biomasa, la glucosa re­
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sidual del medio de cultivo y los hidratos de carbono totales
del micelio. El máximo crecimiento fue alcanzado cuando la
glucosa residual fue mínima. Sordaria fimicola mostró un pico
de crecimiento el día 169 lo que coincidió con el agotamiento
de la glucosa del medio (Bretzloff, 1954), Acremonium
persicinum alcanzó su máximo crecimiento tres días después
del agotamiento de la glucosa que ocurrió en el 49 (Pitson et
a1., 1991). Esta relación se corresponde con la acumulación
de sustancias de reserva por parte de] micelio durante su
crecimiento linear y su posterior consumo cuando la fuente de
carbono del medio se ha agotado. Relaciones similares entre
glucosa residual - crecimiento vegetativo - glucógeno fueron
hallados en A. furfuraceus (Mercuri et a1., 1984) y en Sk
platensis (Forchiassin y Diorio, op. cit.). Si bien en I.
carneus no se pudo determinar el glucógeno por la interferen­
cia de sus pigmentos con el método, se puede considerar que
los hidratos de carbono totales determinados representarían
en gran medida el comportamiento de ese polímero en el orga­
nismo; si esto fuera así los datos obtenidos se corresponde­
rían con lo registrado en otros hongos.

El inicio de la producción de apotecios fue en los
momentos previos al pico de crecimiento completándose su de­
sarrollo durante la fase de autólisis. En Nectria ditissima
(Dehorter y Perrin, 1983 b) y N. galligena (Dehorter y
Bernillon, 1983) los primordios de los peritecios aparecieron
en los cultivos líquidos el mismodía del pico de crecimiento
para la primera (89 a 99), o tres días después en la última
(pico en el día 119 y primordios en el 149), completándose el
desarrollo sexual en ambos casos durante la etapa de autóli­
sis. Por otro lado en Sordaria fimicola la glucosa fue consu­
mida en el 99 día de crecimiento llegando al pico en el día
119, pero las fructificaciones aparecieron muchoantes, en el
4Q día (Hall, 1971).

En medio sólido el desarrollo sexual se inicia cuando
la colonia ha alcanzado el borde de la caja de cultivo; en
ese momento se puede asumir que la concentración de glucosa
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del medio debió reducirse notoriamente. Una prueba de ello
son los resultados obtenidos en Rhizoctonia cerealis (Robson
et a1., 1987), donde conforme la colonia avanzaba sobre el
medio de cultivo sólido, la glucosa disminuía hasta ser con­
sumida totalmente en las áreas más maduras.

Por lo tanto el modelo propuesto para el desarrollo
en medio líquido en cuanto a la fructificación y su relación
con la disponibilidad de carbono en el medio, podría ser ex­
trapolado al medio sólido.

De esta manera se observa una estrecha relación entre
biomasa - glucosa residual - sustancias de reserva ­
desarrollo sexual, en un medio de cultivo y en otro. Comose
verá más adelante, muchos autores coinciden en relacionar el
metabolismo del glucógeno con la diferenciación sexual.
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A. VARIACION DE LA CONCENTRACION DE CARBONO Y DE NITROGENO.

Se realizaron cultivos de I. carneus con medio basal
y glucosa o fructosa como fuentes de carbono en concen­
traciones que variaron entre 0 y 6 g de C/l (con asparagina
0.2 g de N/l), y cultivos variando la concentración de as­
paragina de 0 a 0.8 g de N/l (con glucosa 3 g de C/l). Todas
las experiencias se hicieron a 23°C y con iluminación cons­
tante de 300 b/p. Las determinaciones se realizaron en el día
14 para el medio sólido y en el 8 para el líquido.

Variación de carbono en medio sólido.
Para las concentraciones de glucosa de O y 1 g de C/l

el número de apotecios totales fue reducido detectándose el
mayor número de ascocarpos con 2 g de C/l (Fig. 3.5). Con­
centraciones mayores provocaron una disminución de dicha res­
puesta y a partir de 5 g de C/l se observó únicamente creci­
miento vegetativo. En fructosa se desarrollaron apotecios con
una concentración de 1 g de C/l y su número fue en aumento
hasta los 3 g de C/l (Fig. 3.6), observándose a partir de los
4 g de C/l sólo crecimiento vegetativo.

El diámetro de los apotecios aumentó con el incre­
mento de las concentraciones de una u otra fuente (Figs. 3.7
y 3.8), aunque siempre fueron mayores los desarrollados en
glucosa.

El análisis de los ascos desarrollados por apotecio
arrojó los siguientes resultados: En glucosa, de O a l g de
C/l se encontraron solo cuerpos fructíferos sin ascos maduros
(Fig. 3.5), de 2 a 3 g de C/l se hallaron números mayores a
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40 ascos por apotecio, y en 4 g de C/l el número fue menor a
39 por apotecio. Para fructosa, en 1 g de C/l los apotecios
no presentaron ascos maduros (Fig. 3.6), con 2 g de C/l menos
de 39 ascos por apotecio y en 3 g de C/l se obtuvieron más de
40.

En ambos casos el color de los apotecios fue naranja
intenso mientras que el del micelio se hizo más intenso con­
forme aumentaron las concentraciones de los monosacáridos.

Variación de nitrógeno en medio sólido.
El mayor número de apotecios totales por caja se

encontró en una concentración de asparagina de 0.2 g de N/l
(Fig. 3.9), el aumento o la disminución de este valor influyó
negativamente sobre dicha medida aunque su reducción fue más
crítica: con 0.05 g de N/l de asparagina sólo hubo cre­
cimiento vegetativo y con 0.1 g de N/l el número de fructi­
ficaciones fue muy pequeño (menos de 14 aSCocarpos por caja).
El testigo sin fuente de nitrógeno no creció.

El diámetro de los apotecios mostró un máximo en 0.2
g de N/l (Fig. 3.10).

En cuanto a la formación de ascos maduros sólo fueron
registrados en concentraciones de 0.2 g de N/l o superiores y
siempre en números mayores a los 40 por apotecio (Fig. 3.9).
El color de los apotecios fue siempre naranja intenso aunque
más acentuado en las concentraciones de 0.2 a 0.4 g de N/l.

Variación de carbono y de nitrógeno en medio líquido.
A medida que aumentó la concentración de glucosa tam­

bién lo hizo el crecimiento vegetativo (Fig. 3.11) hallándose
en general comopuntos importantes el crecimiento en el tes­
tigo sin glucosa (0.5 i 0.01 mg/ml) y el desarrollo parejo
medido para 3 y 4 g de C/l. El color del micelio fue naranja
intenso para las concentraciones de O a 3 g de C/l, mientras
que en 4 y 5 g de C/l el micelio fue más claro y vacuolizado.
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El pH inicial (6.2) sufrió variaciones para las concentracio­
nes de 0, 1 y 2 g de C/l (pH finales de 7.2, 7.9 y 7.1
respectivamente) pero se mantuvo para las de 3, 4 y 5 g de
C/l. Sólo se detectó desarrollo sexual en 3 g de C/l.

En asparagina el comportamiento fue semejante (Fig.
3.12) aunque no hubo crecimiento en el testigo sin fuente de
N. El color del micelio fue naranja intenso para las concen­
traciones de hasta 0.2 g de N/l y naranja pálido, con aspecto
vacuolizado, para concentraciones de 0.4 g de N/l o mayores.
El pH final solo varió en las concentraciones de 0.4 y 0.8 g
de N/l (7.2 y 7.6 respectivamente). Se encontró desarrollo
sexual únicamente en 0.2 g de N/l.

B. RELACION C/N.

A partir de las últimas experiencias descriptas se
pudo determinar que las concentraciones de glucosa y de as­
paragina óptimas para el desarrollo completo de I. carneus en
medio sintético son de 3 g de C/l y de 0.2 g de N/l res­
pectivamente. Dichos valores definen una relación C/N de 15
(sin tener en cuenta el C aportado por la asparagina). Con
estos datos se 'variaron las concentraciones de una. y otra
fuente manteniendo siempre la misma C/N. Todas las expe­
riencias se realizaron a 23°C y con iluminación constante de
300 b/p.

Medio sólido.
El número de cuerpos fructíferos fue máximo en una

concentración de glucosa de 2 g de C/l y asparagina 0.13 g de
N/l con un promedio de 808.1 t 15.82 por caja, siendo este
valor un 26% mayor al observado en 1 g de C/l y 0.07 g de
N/l, y un 46% superior al de 3 g de C/l y 0.2 g de N/l (Fig.
3.13). En las concentraciones de 4 y S g de C/l (0.27 y 0.33
g de N/l respectivamente) el número de apotecios disminuyó
aun más llegando a promedios de 64.4 i 6.51 y 38.2 t 2.43
apotecios por caja respectivamente.
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El diámetro de las fructificaciones aumentó gradual­
mente desde las menores concentraciones hacia las mayores
(Fig. 3.13).

En todas las concentraciones los apotecios presenta­
ron ascos maduros salvo en 5 g de C/l, donde se hallaron as­
cos muyvacuolizados y sin esporas.

No hubo variaciones de importancia en la pigmentación
de los micelios ni en la de las fructificaciones.

Medio líquido.
Los resultados se muestran en la figura 3.14. En ella

se puede observar que el crecimiento vegetativo del organismo
aumenta en la medida que lo hacen las concentraciones de C y
de N. No se registraron variaciones significativas del pH y
el color del micelio siempre fue naranja intenso.

En cuanto al desarrollo sexual se detectaron cuerpos
fructíferos únicamente en una concentración de glucosa 3 g de
C/l (0.2 g de N/l). '

C. VARIACION DE LA FUENTE DE CARBONO.

Se probaron 19 fuentes distintas de C, tanto en medio
sólido como en líquido, con una concentración de 3 g de C/l y
con asparagina 0.2 g de N/l como fuente de N. Se cultivó a
23°C e iluminación constante de 300 b/p.

Medio sólido.
El número de apotecios fue máximo para glucosa y ma­

nosa con aproximadamente 400 por caja (Tabla 3.1) mientras
que el resto de las fuentes sólo mostraron niveles menores a
los 90 ascocarpos por caja. Arabinosa y galactosa repre­
sentaron casos particulares ya que en ellas no se formaron
apotecios y el crecimiento hifal fue pobre, con colonias de 1
a 9 mmde diámetro.
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En lo que respecta al diámetro de los apotecios, es­
tas fuentes pueden ser divididas en tres grupos. El primero
estaría constituido por xilosa, maltosa, fructosa y celo­
biosa, con apotecios mayores a los 800 um de diámetro (Tabla
3.1); el segundo por glucosa, manosa, ribosa y almidón con
diámetros comprendidos entre 500 y 700 um; y por último las
restantes fuentes con magnitudes inferiores a los 430 um. Es
importante destacar que el testigo sin fuente de C (salvo el
aportado por la asparagina) llegó a evidenciar niveles se­
mejantes a los obtenidos en melibiosa y superiores a los de,
por ejemplo, sacarosa y rafinosa.

La producción de ascos maduros fue máxima en glucosa,
manosa, fructosa y celobiosa con números mayores a los 40 as­
cos por apotecio (Tabla 3.1); ribosa, xilosa, sacarosa y
almidón mostraron cifras menores a los 39; mientras que en
las restantes fuentes en las que había apotecios, no se de­
tectó el desarrollo de ascos maduros.

En cuanto a los niveles de pigmentación de los apote­
cios y del micelio la mayor intensidad se dio en xilosa, ma­
nosa, glucosa y fructosa (Tabla 3.1).

En sacarosa, melibiosa, rafinosa, inulina, CMC,sor­
bitol, manitol y en el testigo sin C se encontraron numerosos
cristales ahusados dentro del medio de cultivo con unos 2-8
mmde largo y 0.2 mmde espesor y sin color.

Medio líquido.
El mayor crecimiento se dio en glucosa, fructosa, ma­

nosa y xilosa (Tabla 3.11). Las restantes fuentes mostraron
bajo crecimiento llegando en algunos casos (por ejemplo en
rafinosa) a cifras inferiores a las del testigo sin fuente de
C. Arabinosa y galactosa fueron las fuentes en las que hubo
menor crecimiento.

En todos los medios cuyas fuentes eran azúcares sim­
ples el pH inicial no se alteró o sólo sufrió variaciones pe­
queñas, pero aquellos medios que contenían disacáridos, poli­
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Tabla 3.". Oroolmlonto vegetativo con dlotlnno momo. de c.

Verlaclón del peso seco y del pH (pHI - le). Enlre parénlasls

se lndlcan IOS BI'I’OI'GSeslándar.

FUENTE Peso seco le pHI Ven

DE del mlceno pH

CARBONO (mg/mn

Hlbooe 0.7 (0.04) 6.2 6.2 0

XIIosa 3.1 (0.03) 0.2 6.2 0

Arablnosa 0.2 (0.01) 0.2 0.2 0

Menose 3.1 (0.19) 0.4 6.4 0

Galactooa 0.3 (0.02) 0.4 0.o 0.2

Glucosa 4.1 (0.11) 0.2 0.2 0

Fcucloaa 3.9 (0.19) 0.3 6.2 -0.1

Secaroao L2 (0.08) 0.4 7.4 1.0

Malloso 1.1 (0.03) 6.2 7.1 0.9

Mellblooa 0.a (0.01) 0.4 7.o 0.o

Oolob|osa L9 (0.09) 6.3 0.4 0.1

Rallnoae 0.6 (0.11) 6.3 7.2 0.9

Inullna 0.7 (0.08) 0.a 7.a L0

Almldón 0.7 (0.03) 0.3 7.3 1.0

CMC 0.4 (0.01) 0.2 7.0 0.8

Sorolla! 0.8 (0.07) 0.3 7.6 1.3

Manual 0.8 (0.02) 0.4 7.1 0.7

Toollgo slo 0.7 (0.07) 6.2 7.1 0.9
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sacáridos o polialcoholes manifestaron aumentos importantes
que oscilaron entre 0.6 y 1.2 (Tabla 3.11).

El micelio filtrado mostró grados de pigmentación
semejantes a los del medio sólido.

D. MEZCLA DE FUENTES CARBONADAS.

Se trató de revertir la inhibición manifestada en
arabinosa y galactosa con el agregado de glucosa en propor­
ciones de 1:4, 1:1 y 4:1 manteniendo una concentración final
de 3 g de C/l. De igual modo se probaron azúcares simples fa­
vorables como ribosa, xilosa y manosa para analizar su inte­
racción con la glucosa. Se utilizó medio basal sólido con as­
paragina 0.2 g de N/l y cultivados a 23°C e iluminación cons­
tante de 300 b/p.

Para la ribosa una mínima adición de glucosa
(relación 1:4) elevó la producción de apotecios hasta 3 veces
con respecto al testigo de glucosa y unas 16 veces sobre el
testigo de ribosa (Fig. 3.15). El aumento de la concentración
relativa de glucosa evidenció una disminución en dicha magni­
tud. En xilosa el número de fructificaciones se mantuvo por
debajo de su testigo salvo cuando la concentración de glucosa
fue máxima (4:1), donde su valor resultó superior al del tes­
tigo de glucosa. En manosa se observó un importante aumento
en la mezcla de máxima concentración de glucosa. Los medios
con arabinosa y galactosa mostraron desarrollo de apotecios a
partir de una relación 1:1.

Con respecto al diámetro de los apotecios no se
hallaron variaciones significativas dentro de las distintas
mezclas y testigos, manteniendo sus valores entre 600 y 1100
um.

En la mayoría de los casos el agregado de glucosa me­
joró la producción de ascos, la única excepción fue la manosa
que presentó apotecios sin ascos maduros cuando la relación
fue de 1:1 (Fig. 3.15).
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E. VARIACION DE LA FUENTE DE NITROGENO.

Se utilizaron 16 fuentes de N distintas en concentra­
ciones de 0.2 g de N/l y usando glucosa 3 g de C/l como
fuente de C. Los cultivo se mantuvieron a 23°C e iluminación
constante de 300 b/p.

Medio sólido.
Unicamente en asparagina, acetato de amonio, glicina,

KN03, NaNO3y urea se desarrollaron apotecios (Tabla 3.111),
las sales de amonio, tartrato de amonio y la mayoría de los
aminoácidos probados no permitieron el desarrollo sexual. Los
mayores números de apotecios fueron generados en asparagina,
acetato de amonio y glicina mientras que en urea y en mayor
medida en NaNO3,el número de cuerpos fructíferos fue muy re­
ducido.

El diámetro de (dichas estructuras no mostró en ge­
neral diferencias significativas con medidas que variaron en­
tre 600 y 700 um (Tabla 3.111), salvo en los casos de urea y

KNO3en las que sus tamaños fueron mayores a los 800 um. En
cuanto al número de ascos desarrollados por apotecio fue
siempre superior a los 40 con la única excepción del NaN03
que mostró menos de 40 ascos maduros.

El color del micelio fue más intenso en fenilalanina
(Tabla 3.III), encontrándose menos pigmentados los crecidos
en asparagina, glicina, acetato de amonio y leucina; y aún
menos los de urea, NaN03 y KNO3. La de los apotecios fue ma­
yor en asparagina, glicina y acetato de amonio. En el caso
del triptofano el medio de cultivo mostró una coloración
pardo oscura.

Medio líquido.
Sólo en asparagina y en glicina se detectaron creci­

mientos superiores a los .3 mg/ml (Tabla 3.IV) seguidas por
urea y acetato de amonio con unos 2 mg/ml, las restantes
fuentes mostraron crecimientos menores resaltándose los casos
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Resultados.

Cohar miceL
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13.5(2.55)
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Tabla 3.IV. Creclmlonlo veoetatlvo con dlotlntu fuente. do N.

Varleclón del peso seco y del pH (le - le). Entra paréntesls

89 Indlcan los errores calendar.

FUENTE Peso seco pHI le Ver.

DE del mlceHo pH

NITROGENO (mg/mn

NaNO a 1.8 (0.02) 8.2 7.1 0.9

KNOe L8(02M &2 LO L4

(NHl)2 HPO 4- 1.3 (0.06) 6.6 3.6 -3.0

NOSNH4 OJ(OJ6) 62 a7 -Zó
Acetato 2.1 (0.03) 6.2 4.9 -1.3

Tartreto 0.4 (0.03) 6.2 4.0 -2.2

Urea 2.4 (0.26) 6.2 6.0 -0.2

Alanlna 1.6 (0.19) 6.2 6.? 0

Asparaglna 8.6 (0.06) 6.2 6.1 -0.1

Gllclna 3.8 (0.18) 6.2 6.2 0

Glulamlna 0.6 (0.08) 8.2 3.7 -2.6

Metlonlna 0.6 (0.09) 6.1 6.9 -0.2

Prollna 0.2 (0.11) 8.2 6.3 0.1

Leuclna 1.1 (0.19) 6.2 6.6 -O.7

Fonllalenlna 0.6 (0.01) 6.2 6.2 -1.0

Trlploíano O 6.2 6.3 0.1

Tosngo s/N O 6.2 6.2 0
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del testigo sin fuente de N y del triptofano que no mostraron
desarrollo hifal.
El pH inicial no mostró modificaciones significativas en
asparagina, glicina, alanina, metionina, urea, triptofano y
prolina (Tabla 3.IV); en cambio sufrió aumentos de importan­
cia en NaN03y KN03o importantes disminuciones en las sales
inorgánicas de amonio, acetato de amonio, tartrato de amonio,
glutamina, fenilalanina y leucina.

El micelio filtrado mostró coloraciones semejantes a
las observadas en el medio de cultivo sólido incluyendo la
pigmentación parda obtenida con el triptofano.
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Los rangos de concentraciones de glucosa y fructosa
en los que hubo desarrollo de fructificaciones fértiles en I.
carneus fueron estrechos (de 2-4 y de 2-3 g de C/l respecti­
vamente) comparados con los de otros hongos como Clavicorona
pyxidata (James y McLauglhin, 1988) de 2.5 a 80 g de glu­
cosa/l (1 a 32 g de C/l) y Calonectria camelliae (Shipton,
1977) de 0.001 a 10 g de C/l.

En función de la relación C/N, I. carneus fructificó
entre valores de 10:1 y 20:1 en medio sólido con glucosa y
asparagina como fuentes de (3 y N, con una relación óptima
para el número de apotecios de 10:1 (2 g de C/l), y de 15:1
(3 g de C/l) para el tamaño de los mismos. Estos valores son
similares a los registrados en Sordaria fimícola (Hall, 1971)
de 5:1 a 10:1, Pisolithus tinctorius (Smith, 1982) de 10:1 a
20:1, Calonectria camelliae (Shipton, op. cit.) de 10:1 a
20:1 y Pleospora gaudefroyi y Camarosporium roumeguerií
(Crabtree y Gessner, 1982) con óptimos en 5:1 y 20:1 respec­
tivamente.

Para Hall (op. cit.) existiría una relación C/N ini­
cial óptima para la reproducción sexual de S. fímicola, con
límites independientes de las concentraciones absolutas de C
y N. Pero cuando se variaron en I. carneus las concen­
traciones de C y de N manteniendo C/N constante (15:1), se
produjeron apotecios fértiles sólo entre 1 y 4 g de C/l de
glucosa ( 0.07 y 0.27 g de N/l de asparagina), por lo que en
este caso los límites del rango que permitirían el desarrollo
sexual son estrechos, no concordando con lo propuesto por
Hall en cuanto a las concentraciones absolutas de C y N.

El aumento de las concentraciones de glucosa o de as­
paragina en el Inedio de cultivo líquido favoreció al cre­
cimiento vegetativo, incrementándolo hasta las máximas con­
centraciones usadas (5 g de C/l y 0.8 g de N/l respectiva­
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mente), aunque sólo se observó desarrollo sexual cuando el
medio basal contuvo inicialmente 3 g de C/l de glucosa y 0.2
g de N/l de asparagina.

De esta forma el rango de concentraciones de las
fuentes de C y N dentro de las que observa crecimiento ve­
getativo, tanto en medio sólido cuanto en el líquido, son más
amplios que el correspondiente para el desarrollo sexual. Ca­
sos semejantes se hallan en Sclerotinia sclerotiorum (Budge y
Whipps, 1991), Sclerotium rolfsii (Wheeler y Sharan, 1965), y
en Pyronema domesticum (Moore-Landecker, 1987). No obstante
las condiciones necesarias para la fructificación en medio
líquido fueron claramente más limitadas que las del sólido.

Resultados similares en cuanto al crecimiento y la
fructificación se encontraron cuando I. carneus creció en me­
dios líquidos con C/N constante y concentraciones variadas de
glucosa y de asparagina. Es importante recalcar que el au­
mento de peso seco detectado fue más marcado que el observado
cuando se varió sólo la concentración de asparagina, por lo
que en este último caso la cantidad disponible del monosacá­
rido debió actuar comoun factor limitante del crecimiento.

Siempre que se aumentó la concentración de C (en glu­
cosa, fructosa y las experiencias de C/N) también lo hizo el
diámetro de los apotecios, poniéndose así de manifiesto una
estrecha relación entre el crecimiento vegetativo, el tamaño
de las fructificaciones y la cantidad de C disponible. Rela­
ciones semejantes se encuentran en Sclerotinia sclerotiorum
donde el peso fresco de los esclerocios aumentó junto con el
peso seco del micelio a medida que se aumentaba la concentra­
ción de sacarosa (Budge y Whipps, 1991) o de glucosa (Wang y
Le Tourneau, 1971). En Clavicorona pyxidata (James y
McLaughlin, op. cit.) ocurrió lo mismo con el peso seco de
las fructificaciones ante glucosa, fructosa y celulosa (tipo
Whatman CF-ll). En Agaricus bisporus (Claydon et a1., 1988)
se halló una correlación directa entre la actividad endocelu­
lasa extracelular y el peso fresco de las fructificaciones,
postulándose que el organismo utilizaba la glucosa liberada
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por las celulasas en el rápido crecimiento de las fruc­
tificaciones. En cambio la variación de la asparagina afectó
al diámetro de las fructificaciones de manera negativa para
concentraciones mayores de 0.2 g de N/l.

El número de apotecios y la presencia de ascos tuvo
un comportamiento opuesto para glucosa y fructosa, eviden­
ciando que la diferenciación y el desarrollo del sistema
ascógeno fue profundamente afectado, y de distintas maneras,
por el tipo y calidad de la fuente de C. Para Alberghina et
a1. (1979) el metabolismo intermediario del micelio en creci­
miento de Neurospora crassa puede diferir de un medio de cul­
tivo dado a otro de distinta composición.

Con distintas fuentes de carbono fue en glucosa y ma­
nosa donde se halló una mayor producción de apotecios con
ascos maduros y un mejor crecimiento vegetativo. Las bondades
de la glucosa y la manosa dentro de la nutrición fúngica se
hallan ampliamente documentadas (Lilly y Barnett, 1951;
Garraway y Evans, 1984) principalmente para la primera, es­
tando ambos azúcares muy relacionados a través de sus seme­
janzas estructurales. Como contrapartida en arabinosa y
galactosa se produjo una inhibición del crecimiento y de la
fructificación, tal como en Ascobolus crenulatus con la
galactosa (Galvagno, 1976).

El desarrollo en medios con disacáridos o hidratos de
carbono más complejos fue pobre, lo que evidenciaría una baja
eficiencia o inhabilidad para incorporarlos al metabolismo,
dentro de los límites experimentales propuestos. Una prueba
de ello sería el aumento del pH detectado en dichos medios y
en el testigo sin fuente de carbono, generado posiblemente
por la utilización alternativa de la estructura carbonadadel
aminoácido; este posible recurso en la obtención de (3 por
parte de los hongos fue expuesto por Lilly y Barnett (op.
cit.), Papavizas y Ayer (1964) y Herr (1973). También en
Aphanomyces laevis y Pythium ultimum fue evidente el uso de
alanina y glutamato como fuentes de carbono alcanzando con
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ellos niveles de crecimiento semejantes a los de glucosa
(Gleason et a1., 1970).

No ocurrió lo mismo en celobiosa donde se registró un
desarrollo sexual equiparable al de fructosa y un importante
crecimiento vegetativo sin variaciones significativas del pH,
indicativos de la posible presencia de glucosidasas.

En medios de cultivo con maltosa o almidón el número
de apotecios resultó semejante aunque sólo fueron fértiles en
los que contenían al polisacárido. Si bien Singh (1982) des­
cribió un caso similar en cuanto a la producción de esporas
en Acrocylindriun1 oryzae esta respuesta no es la más fre­
cuente. En otros trabajos con maltosa como fuente, se regis­
tran grados de desarrollo semejantes o superiores a los obte­
nidos en almidón, apareciendo incluso como inductor de la
fructificación (Dehorter y Pcrrin, 1983 a; James y McLauglin,
op. cit.), o generando niveles de crecimiento semejantes a
los obtenidos en glucosa (Singh y Wasini, 1980).

De esta manera puede considerarse que la aparición de
ascos maduros en almidón se debería a un "efecto de contacto"
(tal como fuera descripto por Suryanarayanan y Swamy, 1981)
favorecido por la presencia del polisacárido, y no a un pro­
ceso puramente nutricional.

Los mayores diámetros de las fructificaciones coin­
cidieron generalmente con los mayores crecimientos vegeta­
tivos, lo que se correlaciona con los datos obtenidos al
variar las concentraciones de C.

En términos generales la mayor producción de apote­
cios fértiles coincidió con altas tasas de crecimiento ve­
getativo y con grados elevados de pigmentación del micelio,
aunque esta última característica no fue una condición fun­
damental como lo demuestran los resultados obtenidos en ce­
lobiosa.

La aparición de cristales en medios de cultivo sólido
con sacarosa, melibiosa, rafinosa, inulina, CMC,sorbitol y
manitol, coincidió con bajos números y diámetros de apote­
cios, con la falta de aseos maduros (excepto en sacarosa),
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poco crecimiento hifal y falta de pigmentación miceliana.
Cristales aéreos de morfología similar aparecen en los Ba­
sidiomicetes Clítocybe illudens (Carey, 1974), y Xylobolus
frustulatus (Van Eijk et al., 1984) siendo identificados como
los del sesquiterpeno (+)torreyol, producto del metabolismo
secundario de ambos organismos. Si bien en I. carneus no fue­
ron identificados, su presencia reflejaría el uso de vías
metabólicas secundarias alternativas, o la acumulación de
algún producto metabólico por el bloqueo de una vía secunda­
ria, favorecido por ciertas fuentes de carbono, y que altera­
rían el desarrollo sexual normal.

El agregado de glucosa a medios con ribosa, xilosa,
manosa, arabinosa y galactosa produjo un fuerte incremento cn
el número de apotecios y de ascos desarrollados con respecto
a los correspondientes testigos, pudiéndose también observar
la pérdida del efecto inhibitorio de arabinosa y galactosa.
El aumento del número de apotecios en xilosa, arabinosa y ga­
lactosa podría ser explicado a partir de un efecto exclusivo
de la glucosa, dado que los niveles de desarrollo observados
en su máximaconcentración relativa (2.4 g de C/l de concen­
tración absoluta) son semejantes a los de ese mismo azúcar
actuando individualmente con una concentración de 2 g de C/l.

En las mezclas de glucosa y ribosa en proporciones
1:1 y 1:4, el número de apotecios se incrementó en forma muy
marcada. Se hallan efectos similares cuando ciertos niveles
de glucosa mejoran la utilización de otra fuente carbonada
incrementando el crecimiento vegetativo (Griffin, 1981; Lilly
y Barnett, op. cit.; Taber y Taber, 1987). Por otro lado
cuando glucosa y manosa se mezclaron en una proporción 1:1,
se observó una disminución del número de apotecios y la falta
de ascos maduros, pero cuando dicha relación se desplazó ha­
cia uno u otro extremo el número de apotecios se incrementó y
aparecieron numerosos ascos maduros, evidenciando la existen­
cia de una interacción entre ambas fuentes que afectaría al
proceso sexual en forma amplia.
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Los resultados obtenidos, tanto del análisis del
efecto de las distintas fuentes de carbono como de sus mez­
clas, pusieron de manifiesto que el número de apotecios fue
una característica mucho más variable de una a otra fuente
que sus respectivos diámetros, evidenciando nuevamente que el
desarrollo del sistema ascógeno se desencadenaría dentro de
límites más estrechos que los del sistema estéril.

El estudio del desarrollo de Iodophanus carneus ante
distintas fuentes nitrogenadas reveló que la mayoría de los
aminoácidos probados resultaron inhábiles para generar un
buen crecimiento vegetativo y desarrollo sexual. Sólo en
asparagina y glicina el desarrollo fue completo, siendo fi­
nalmente las mejores fuentes nitrogenadas.

En general los aminoácidos suelen representar buenas
fuentes de nitrógeno y no se encuentra dentro de la bi­
bliografía una especificidad como la demostrada en I.
carneus. Así, en Monascus purpureus (McHan y Johnson, 1979)
hubo un crecimiento equiparable en arginina, glicina, tiro­
sina, glutamina, ácido aspártico, valina, leucina y treonina;
en Leptolegnía sp. (Nolan, 1983) en glutamina, alanina, ácido
aspártico, prolina y ácido glutámico, mientras que hubo un
bajo crecimiento en treonina, glicina, y serina y no lo hubo
en metionina, tirosina, lisina y fenilalanina. Para
Phytophthora (Elliott, 1989) glutamato, glicina, asparagina y
valina fueron efectivos induciendo la producción de oosporas.

El triptofano inhibió el crecimiento vegetativo al­
terando la coloración del medio de cultivo, aunque este re­
sultado no puede ser relacionado con el pH ya que su varia­
ción, comocon el resto de los aminoácidos, fue despreciable.

Para la mayoría de los aminoácidos el pH del medio no
varió por lo que la influencia sobre el desarrollo de I.
carneus sería ejercida sólo por su mayor o menor eficacia me­
tabólica. Solamente se encontraron disminuciones signifi­
cativas en glutamina, fenilalanina y leucina, por lo que en
estos casos, además del posible papel metabólico podría exis­
tir una influencia importante del pH sobre el desarrollo.
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Disminuciones de un orden semejante fueron detectadas en
Trametes trogií (Levin et 81., 1992) creciendo en prolina y
ácido aspártico.

Un hecho importante fue el bajo crecimiento y pro­
ducción de apotecios en urea, fuente que en general resulta
positiva para el desarrollo. En Ascobolus crenulatus
(Galvagno, 1976) urea fue la mejor fuente de nitrógeno, se­
guida con un número de apotecios 50% menor por asparagina y
nitrato de potasio, otras fuentes comoácido aspártico, ácido
glutámico y caseína hidrolizada mostraron números inferiores.
En Ascobolus biguttulatus (Pardo y' Forchiassin, 1993 b) se
observaron niveles de crecimiento vegetativo superiores a los
detectados con asparagina.

Las sales inorgánicas de amonio resultaron ineficaces
para el desarrollo sexual y el crecimiento debido pro­
bablemente al brusco descenso del pH que se observa fre­
cuentemente en ellas debido a la más rápida incorporación del
amonio que la del anión correspondiente (Lima y Mercuri,
1984; Kraft y Erwin, 1967; Nicholas, 1965). Las orgánicas, en
cambio, arrojaron resultados distintos; mientras en tartrato
el desarrollo fue pobre y se observaba una importante dismi­
nución del pH del medio, en acetato la disminución fue menor
y se produjeron apotecios fértiles, demostrandouna utiliza­
ción más efectiva de ésta última por parte del hongo.

Las sales de nitrato favorecieron el desarrollo com­
pleto de I. carneus con un leve aumento del pH debido a que
el anión sería incorporado con mayor rapidez que el catión
correspondiente, provocando el aumento de OH" de intercambio
(Lima y Mercuri, op. cit.; Morton y MacMillan, 1954). A.
biguttulatus (Pardo y Forchiassin, 1993 c) mostró una pobre
fructificación en nitrato de sodio, carbonato de amonio y
sulfato de amonio; en Saccobolus platensís (Forchiassin,
1989) nitrato de sodio fue una buena fuente para la fructifi­
cación, pero no los hubo en nitrato y fosfato de amonio.
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A. EFECTO DE LA LUZ BLANCA SOBRE EL DESARROLLO SEXUAL.

Variación de-la luminosidad.
Se cultivaron colonias de I. carneus en medio basal

sólido con glucosa (3 g de C/l) y asparagina (0.2 g de N/l),
y distintas luminosidades (O, 10, 50, 100, 300 y 500 b/p) du­
rante 14 días, y con una temperatura de 23°C.

En oscuridad continua no se detectaron fructifica­
ciones. Conforme aumentó la luminosidad también lo hizo, y de
manera muy marcada, el número total de apotecios por caja
hasta 100 b/p, con intensidades mayores los promedios dismi­
nuyeron levemente (Fig. 3.16). Las fructificaciones se produ­
jeron en tres áreas definidas dentro de las colonias y rela­
cionadas con la edad del micelio: la zona l, incluyó al mi­
celio crecido durante los tres primeros días (desde O a 24 i
l mmdel inóculo); la zona II, comprendió al cuarto día de
crecimiento (hasta 32 i 3 mm); y la zona III, abarcó al
quinto día (hasta el borde de la caja). El número de apote­
cios en cada una de ellas varió notoriamente con cada trata­
miento.

En la zona I el número de ascocarpos se mantuvo más o
menos estable si se comparan los cinco tratamientos (Fig.
3.17). En la zona II el número fue máximo en 300 b/p deca­
yendo marcadamente con el aumento o la disminución de la
intensidad. En la zona III el mayor número se detectó en 100
b/p.

Pero en esta última zona las fructificaciones siempre
se desarrollaron sobre el borde de la caja o zona IIIb
(correspondiente a las últimas horas de crecimiento del día
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59), encontrándose la zona IIIa (correspondiente a las pri­
meras horas de crecimiento del 59 día) sin apotecios.

El diámetro de los ascocarpos disminuyó levemente con
el aumento de la luminosidad (Fig. 3.17), pero no se hallaron
diferencias significativas en el tamañode las fructificacio­
nes de las distintas zonas de cada tratamiento.

Los apotecios presentaron ascos con ascosporas en
todos los tratamientos._La pigmentación del micelio y de los
apotecios fue muymarcada y no varió ante las distintas lumi­
nosidades, en cambio no se la detectó en los micelios creci­
dos en oscuridad.

Respuesta a irradiaciones de 24 horas.
Se expusieron cultivos de distintas edades y crecidos

en oscuridad, a irradiaciones de 300 b/p durante 24 hs. para
mantenerlos finalmente en oscuridad hasta el día 149. La tem­
peratura se mantuvo a 23°C.

Los tratamientos en el 59 y 69 días mostraron el mas
yor númerode fructificaciones por caja,_con valores incluso
superiores a los del testigo de luz continua (Fig. 3.18). El
número de apotecios producidos por las colonias expuestas du­
rante el 49 días fue semejante al del testigo, y en el 39,
79, 89, 99 y 109 días fueron marcadamente inferiores. En los
tratamientos del 19 y 29 días y en el testigo de oscuridad no
Se hallaron apotecios.

Si bien el tamaño de las fructificaciones fue leve­
mente mayor en los micelios irradiados en el 49 y 59 días,
siempre fueron menores que los del testigo de luz continua
(Fig. 3.18).

Se encontraron ascos en todos los tratamientos. La
coloración del micelio fue imperceptible en los expuestos en
el 19, 29, 39 y 49 días, los tratados desde el 59 día en ade­
lante mostraron grados de pigmentación mayores aunque nunca
tan marcados como los del testigo de luz continua. La de los
apotecios, si bien siguió los mismos patrones que la de sus
respectivos micelios, fue siempre mayor.
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Respuesta a períodos de oscuridad crecientes.
Los cultivos crecieron inicialmente en oscuridad por

períodos variables para ser expuestos finalmente a luz conti­
nua de 300 b/p hasta el día 149. La temperatura se mantuvo en
23°C.

El número total de apotecios por caja aumentó
progresivamente hasta alcanzar un máximo para aquellos mi­
celios expuestos a la luz desde el 59 día (Fig. 3.19). Si
bien los tratamientos del 39 al 89 días mostraron promedios
superiores que los del testigo de iluminación continua, en
los del 109 el número total de ascocarpos fue inferior.

El diámetro de los apotecios fue.mayor en las colo­
nias expuestas desde los días 59 al 79 (Fig. 3.19).

Los ascocarpos siempre presentaron aseos con ascos­
poras. La pigmentación del micelio )r de los apotecios fue
semejante, para todos los tratamientos, a las del testigo de
luz continua.

Respuesta a irradiaciones alternadas.
Las dos experiencias recién citadas dejaron entrever

la posibilidad de un efecto inhibidor de la fructificación,
activado por la luz durante los primeros días de crecimiento
de la colonia.

Para determinar los alcances de dicha inhibición, se
realizaron cultivos en oscuridad y se los expuso a dos perío­
dos de luz de 24 hs. cada uno y de una luminosidad de 300
b/p. El primer tratamiento se hizo el 19 ó 29 día de creci­
miento, y el segundo en el 4Q, 59 ó 69 día, para mantenerlos
en oscuridad constante hasta el final de la experiencia, el
día 149. La temperatura se mantuvo en 23°C.
Los testigos irradiados los días 19 ó 29 sólo mostraron
crecimiento vegetativo mientras que en los iluminados en el
49, 59 ó 69 se observó desarrollo sexual (Fig. 3.20). El tes­
tigo del 59 día produjo un número de apotecios totales muy
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superior que la de los cultivos desarrollados en luz conti­
nua.

Cuando se aplicaron en forma combinada dos períodos
lumlnicos, el númerode fructificaciones totales siempre dis­
minuyó con respecto a sus correspondientes testigos (Fig.
3.20). Este efecto fue particularmente notable para los pro­
cedimientos que incluyeron al día 59, cuando la inhibición
alcanzó niveles del 50%aproximadamente.

El tamaño de los apotecios de los tratamientos que
involucraron al 49 día resultaron marcadamente inferiores a
los restantes (Fig. 3.20). aunque éstos siempre fueron me­
nores que los del testigo de luz continua.

Todos los tratamientos mostraron ascos con esporas
excepto los de los días 1-4 y 2-4.

El grado de pigmentación del micelio fue impercep­
tible para los tratamientos de los días l, 2, 1-4, 2-4; poco
marcado para 1-5, 2-5, 1-6 y 2-6; y abundante para los ilumi­
nados en los días S y 6, aunque siempre fueron menores que
los del testigo de luz continua. La pigmentación de los apo­
tecios no mostró diferencias entre tratamientos y siempre
resultó muy marcada, salvo en los que involucraron al día 49
en los que el grado de pigmentación fue menor.

Respuesta a distinto tiempo de exposición.
Micelios crecidos en oscuridad constante fueron ex­

puestos, desde el comienzo del 59 día, a distintos períodos
de luz blanca (10, 20 y 60 segundos; 10, 30 y 60 minutos; y
1, 2, 4, 6, 8, 12 y 24 horas). Las colonias crecieron durante
14 días a 23°C.

Irradiaciones de lO segundos fueron eficaces para
inducir el desarrollo de apotecios (Fig. 3.21) aunque en un
número muy bajo (9.1 i 2.33 apotecios/caja), estos valores
aumentaron levemente hasta exposiciones de 30 minutos (25.0 i
4.52 apotecios/caja). Ante períodos mayores la producción de
apotecios aumentó de manera marcada y este efecto se acentuó
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desde inducciones de 8 horas (234.4 i 16.67 apotecios/caja) o
más.

Con exposiciones menores a 6 horas fue frecuente la
aparición de apotecios agregados, los que se manifestaron ra­
ramente en micelios irradiados con 8 a 12 horas pero no fue­
ron detectados con irradiaciones de 24 horas.

No se detectaron diferencias significativas en cuanto
al diámetro de las fructificaciones, que mantuvieron un pro­
medio de aproximadamente 743.6 i 99.28 um.

Los ascos con ascosporas aparecieron a partir de
irradiaciones de 4 horas, aunque su número fue pobre; sólo
desde exposiciones de 8 horas se observaron numerosos ascos
por apotecio.

La pigmentación del micelio 37 de los apotecios fue
pobre para todos los tratamientos, aunque con exposiciones de
12 a 24 horas la de los apotecios fue más marcada.

Irradiaciones puntuales durante el 59 día.
Colonias crecidas en oscuridad fueron irradiadas con

luz blanca de una intensidad de 500 b/p al inicio del 59 día
de crecimiento, a través de una ventana de 6 mmde diámetro
hecha sobre el papel negro que envolvía las cajas. Distintas
colonias fueron irradiadas en dos zonas: a unos 8 mmdel inó­
culo (sobre micelio maduro), o sobre el borde de la colonia a
unos 33 mmdel inóculo (micelio joven).

La irradiación de micelio joven produjo un número de
apotecios totales de 69.7 i 4.64 distribuidos homogéneamente
dentro de una zona comprendida entre unos 30 mmdel inóculo
hasta el borde de la caja (Fig. 3.22, A). El diámetro de los
cuerpos fructíferos fue de 760.2 i 162.48 umy en todos ellos
hubo ascos con ascosporas.

Cuando se irradiaron hifas maduras se produjeron unos
67.5 i 6.13 apotecios concentrados sobre los bordes de la co­
lonia, pero no se los detectó dentro de una zona triangular
desarrollada desde el punto de irradiación hasta el borde del
cultivo (Fig. 3.22, B). El diámetro de los asoocarpos fue de
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Flgura 3.22. Ilumlnaclonel puntunios. Irradlaclones puntuales duranle e!
quinto dle sobre mlcollo Joven (A) o mlcello maduro (8).], punto de Irrer
dlaclón; Ap, apoteclos; ZI, zona do Inhlblclón.
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unos 574.4 t 88.60 um, y no se hallaron ascos desarrollados.
El micelio no mostró pigmentación en ninguno de los

dos tratamientos, pero los apotecios mostraron una pigmen­
tación marcada.

B. DESARROLLO SEXUAL ANTE DISTINTAS CALIDADES DE LUZ.

Inducción del desarrollo sexual en condiciones de iluminación
continua.

Los micelios se desarrollaron en condiciones de ilu­
minación continua con luces de distintas calidades durante 14
días y a una temperatura de 23°C.

El mayor número de ascocarpos se detectó en luz
blanca seguida por la azul (Fig. 3.23). Los promedios ob­
servados en luz roja fueron inferiores, representando el 48%
de los obtenidos en luz blanca y el 59% de los de luz azul.
Para el caso de UVcdichos valores fueron aún menores, siendo
el 19% de los de luz blanca y el 24% de los de azul.

No se hallaron diferencias en cuanto a la distribu­
ción de las fructificaciones sobre las colonias entre los
distintos tratamientos (Figs. 3.24 a 3.26, E; Fig. 3.27, D)
detectándose en todos los casos una mayor cantidad sobre la
zona II.

El diametro de las fructificaciones fue semejante
para todos los tratamientos (Fig. 3.23). Se hallaron ascos
con ascosporas en todos los tratamientos.

La pigmentación tanto del micelio cuanto de los as­
cocarpos fue intensa para todos los casos.

Inducción por irradiaciones de 24 hs.
Las colonias se desarrollaron en oscuridad constante

para ser expuestas durante 24 hs. el 4Q, 59, 69 ó 7Q día.
El número de apotecios totales por caja observados en

los tratamientos de luz blanca de los días 59 y 69, re­
presentaron aproximadamente el 180%y 150%respectivamente,
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de los de luz blanca continua (Figs. 3.18, 3.23 y 3.28); pero
los valores detectados en las colonias irradiadas los días 49
y 79 fueron menores que dicho testigo. Para la luz azul úni­
camente los tratamientos del 59 día superaron los valores de
los micelios crecidos bajo luz azul constante, representando
en este caso el 130%.

En luz roja no se hallaron diferencias significativas
entre el númerode apotecios totales de los tratamientos del
59 día y los de luz roja constante. los observados en los
días 49, 69 y 79 fueron menores que aquellos. El caso de las
colonias tratadas con UVc fue semejante al de luz roja, aun­
que en éste no se detectó desarrollo Sexual en los tra­
tamientos del 79 día (Fig. 3.28).

La distribución de los cuerpos fructíferos sobre las
colonias siguió el mismo patrón con luz blanca, azul y roja.
Las colonias expuestas en el 49 día mostraron apotecios ma­
yormente en la zona II (Figs. 3.24 a 3.27, A), las irradiadas
durante el 59 ó 69 (filas los generaron sobre la zona IIIa
(Figs. 3.24 a 3.27, B y C), y las irradiadas durante el 79
día los produjeron sobre la zona IIIb (Figs. 3.24 a 3.26, D).
En UVc, los patrones fueron semejantes, aunque se observó una
clara tendencia al desarrollo de apotecios sobre áreas mas
viejas de las colonias (Fig. 3.27, A y B).

El tamaño de las fructificaciones siguió el mismopa­
trón para las cuatro luces ensayadas, siendo máximopara los
tratamientos del 59 día (Fig. 3.29). Los mayores valores se
observaron en los tratamientos del 59 día con luz azul. y los
del 59 y 69 de UVc (Fig. 3.29).

La presencia de ascos fue normal para todas las cali­
dades de luz probadas salvo para UVc, donde no fueron detec­
tados.

Inhibición por irradiaciones de 24 hs. en el 29 día.
Los micelios fueron irradiados durante el 29 día de creci­
miento con luz blanca, azul, roja o UVc; aplicándoseles en el



101
Luz. Resultados.

Nro.Apotecios totales

Blanca Azu Roja UVc

Calidad de Luz

Dla de Iluminación

m m. 4 \\\\\\\\\\\ma 5 m. e - nu. 7

Flnun 3.28. Número de npotooloo con dl'ltlntOI traumloniol lumlnlcoo.
Número tolal de apoleclos por celo enla lrredlaclones de 24 hs. epllca­
dos en dlsllntos días y con calldedes de luz blanca. azul. role o UVc.

DiamApotecios (pm)

Azul

Calidad de Luz

Dln do Ilulninnclón

m m. 4 \\\\\\\\\\\Dla5 Dlno - Du.7

Flnun 3.29. Dllmotro de npotecloo con dlotlntoo tratamiento. Iumlnlcoo.
Dlamelro de los apoleclos enlo Irrndlaclonea de 24 ha. apllcadas en dle­
tlnlos dlas y con calldades de luz b|enca. azul. rola o UVc.



10'2
Luz. Resultados.

59 luz blanca. En los restantes días fueron mantenidos en
oscuridad.

El número de apotecios producidos fue mayor en aque­
llos micelios expuestos a luz blanca o UVcdurante el 29 día
de crecimiento, seguidos por azul y roja (Fig. 3.30).

A partir de los datos expuestos se puede definir un
cociente entre el número de apotecios producidos en los tra­
tamientos de inducción (59 día de irradiación) y el obtenido
tras la inhibición (irradiación en el 29 y 59 días). Este co­
ciente dará una idea más concreta sobre el grado de inhibi­
ción de cada tratamiento.

Así, el grado de inhibición fue máximo para la luz
blanca (8.7), seguida por la azul (6.6) y la roja (4.6), ob­
servándose en el caso de UVcun efecto inhibitorio casi nulo
(0.9).

En todas las calidades de luz probadas las fructí­
ficaciones se produjeron sobre la zona II, aunque en luz azul
y UVc se detectaron números reducidos en la zona IIIb (Fig.
3. 31).

En cuanto al diámetro de los apotecios, se hallaron
diferencias significativas entre los producidos en luz blanca
y azul con los de UVcy luz roja (Fig. 3.30).

Sólo se hallaron ascos desarrollados en las cajas
tratadas con luz blanca durante el 29 día.

C. ASPECTOS NUTRICIONALES.

En los ensayos nutricionales en medio sólido y bajo
oscuridad constante que involucraron la variación del con­
tenido de C y de N, la relación C/N, las mezclas de fuentes
carbonadas y todos los tipos de fuentes de C y de N, no se
observó la presencia de desarrollo sexual ni pigmentación en
el micelio.
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Se realizaron cultivos en medio sólido con una con­
centración de glucosa de 2 ó 3 g de C/l, concentraciones en
las que el número de apotecios fértiles fue mayor (ver ca­
pítulo de nutrición). Estos, luego de crecer en oscuridad,
fueron expuestos a irradiaciones de luz blanca de 300 b/p por
24 hs. en distintos momentos de su crecimiento para man­
tenerlos finalmente en oscuridad hasta el día 15. La tempera­
tura se mantuvo a 23°C.

El número de apotecios totales observados para uno y
otro tratamiento mostraron comportamientos distintos. En glu­
cosa 2 g de C/l se detectaron apotecios con irradiaciones en
el día 49 hasta el 79 (Fig. 3.32), mientras que en 3 g de C/l

fueron observados con tratamientos desde el 39 al 109 días
(Fig. 3.18).

El mayor número de fructificaciones en 2 g de C/l se
dió en el 49 día y decayó hacia el 69, y sus valores siempre
fueron inferiores a los del testigo de luz continua.

El diámetro de los cuerpos fructíferos aumentó desde
los tratamientos del 49 hasta los del día 69 (Fig. 3.32)
siendo los promedios del 59 y 69 mayores aún que los del tes­
tigo de luz continua. Los apotecios siempre presentaron ascos
con ascosporas.

El micelio no presentó pigmentación en ninguno de los
tratamientos, los apotecios fueron naranja pálidos, incluso
para el testigo de luz continua.

D. LUZ Y CRECIMIENTO VEGETATIVO.

Medio sólido.
Cuando las colonias fueron expuestas a condiciones de

oscuridad o de iluminación constantes, alcanzaron el borde de
las cajas durante el 59 día en luz blanca; el 69 en luz azul,
roja o UVc; y en el 79 en oscuridad constante. Pero mientras
en los micelios expuestos la velocidad de crecimiento aumentó
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día a día, en las colonias desarrolladas en oscuridad cons­
tante la velocidad disminuyó (Fig. 3.33).

Medio líquido.
Los micelios desarrollados en oscuridad continua mostraron
una velocidad de crecimiento mayor que las observadas en los
restantes tratamientos, logrando un pico en el 59 día (Fig.
3.34). Le siguieron la luz blanca y azul con picos en el 89
día y en UVcel máximo crecimiento se alcanzó el 99 día.

En lo que respecta a la magnitud del crecimiento
alcanzada el día del pico, no se hallaron diferencias sig­
nificativas entre las de luz blanca, azul y oscuridad, pero
si con respecto a UVc, que permitió un crecimiento pobre
(Fig. 3.34).

La pigmentación de los micelios fue intensa en luz
blanca y azul y muy intensa en aquellos irradiados con UVc.

En luz blanca como en azul y UVc, se registró el
desarrollo de apotecios alrededor del 89 día de crecimiento,
aunque sólo fueron fértiles en luz blanca. En los cultivos
expuestos a oscuridad no se produjo diferenciación sexual.
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El desarrollo sexual de I. carneus fue totalmente
fotodependiente manifestando una respuesta típicamente cuali­
tativa. Estos resultados coinciden plenamente con los obteni­
dos por Gamundí y Ranalli (1964) cuando el medio de cultivo
fuera estiércol de vaca tindalizado: en medio estándar PF o
caseína. siempre cultivados en oscuridad. se desarrollaron
primordios tardíamente y sus apotecios resultaron abortivos.

Se obtuvieron fructificaciones fértiles dentro de un
amplio rango de luminosidades (10 hasta 500 b/p) aunque fue
máximo entre 100 y 300 b/p. con luminosidades mayores hubo
una leve inhibición del proceso sexual. Otras especies mos­
traron rangos similares como Nectria haematococca, entre 537
y 2150 lux, unas 50-200 b/p (Curtis, 1972); Peurotus
cornupiae entre 75 y 2000 lux, 7-190 b/p (Delmas y Mamoun,
1982); o más amplios como en Saccobolus platensis entre 600 y
9000 lux, 55-840 b/p (Forchiassin, 1989).

Las bajas luminosidades favorecieron el desarrollo de
apotecios de mayor diámetro lo que indicaría una inhibición
en la expansión de dichas estructuras con altas lumi­
nosidades, y fue en los tratamientos de iluminación constante
donde se encontraron siempre los mayores diámetros. Pyronema
domesticum requirió para el máximodesarrollo de las paráfi­
sis y excípulo intensidades menores que las necesarias para
aparato sexual (Moore-Landecker. 1979 b). La cantidad de luz
que necesitó Ascobolus immersus para la inducción de sus apo­
tecios fue insuficiente para el normal desarrollo de su meio­
sis, dando como resultado ascos vacuolados (Lewis, 1975).

Cuando se aplicaron períodos de 24 hs. de luz blanca
a colonias de distintas edades se pudo comprobar que I.
carneus era más receptivo al estímulo en el 59 día de creci­
miento. Este comportamiento indicaría la necesidad de una
etapa previa de crecimiento vegetativo para alcanzar la com­
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pleta madurez de los sistemas fotodependientes involucrados
en la diferenciación de las estructuras sexuales, tal como
ocurrió en Ascobolus magnificas (Yu, 1954), en Gibberella
zeae (Tschanz et a1., 1976) y en Saccobolus platensis
(Forchiassin, 1983).

El tiempo mínimo de exposición a la luz blanca nc­
cesario para la inducción en el 59 día de crecimiento fue de
10 segundos, con lo que se observó sólo el desarrollo de la
estructura estéril de los apotecios. Unicamente con ex­
posiciones de 4 hs. o más se indujo el desarrollo de fruc­
tificaciones fértiles. De esta manera la cantidad de luz re­
querida para gatillar el inicio del proceso sexual es menor
que la necesaria para su completa maduración.

Si bien muchos organismos requieren largos tiempos dc
exposición para lograr la inducción, como por ejemplo
Pyronema domesticum, que necesitó de 6 horas para inducir el
desarrollo de gametangios y de 12 para lograr apotecios
normales (Moore-Landecker, 1979 a), I. carneus se encontraría
entre aquellos que sólo requieren de períodos de iluminación
breves, de unos pocos segundos, entre los que se hallan
Psilocybe cubensis (Badham, 1980), Pleospora herbarum (Leach,
1963) Poria ambigua (Robbins y’ Hervey, 1960) y 7Tichoderma
harzianum (Horwitz et a1., 1990).

El hecho de quc los tratamientos de 24 hs. mostraran
números de apotecios mayores en los días 59 y 69 que los ob­
servados en los de luz continua, demostró la existencia de
una etapa fotoinhibitoria del desarrollo sexual en los tres
primeros días de crecimiento, lo que se comprobó finalmente
con la aplicación de períodos iniciales de oscuridad crecien­
tes y con los tratamientos de iluminación de dos períodos
combinados.

Este efecto dual de la luz y dependiente de la edad
de la colonia representaría un caso intermedio de inhibición
entre el de Gelasinospora reticulispora. que lu) fructificó
cuando fue irradiado durante las primeras 30 hs. de creci­
miento, por lo que esa fase recibió el nombre de período
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inductivo (Inoue y Furuya. 1974 a y b); y el caso de
Saccobolus platensis (Forchiassin, 1983) donde la inhibición
no fue tan marcada como cn l. carneus.

En Sordaria fimicola (Surapipith y Lindenmayer, 1969)
el inicio del desarrollo de los peritecios fue inhibido por
la luz en hifas de menos de 18 hs. de crecimiento en oscuri­
dad. Se observan otros efectos inhibitorios cuando se compa­
ran tratamientos de luz constante con la alternancia de luz y
oscuridad en Diaportc phasenlorum var. batatatis (Timnick ct
a1., 1951) e Hypomycessoluni f. cucurbítae (Curtis, 1964).

En las experiencias con distintos tratamientos fo­
toinductores. el diámetro de las fructificaciones disminuyó
conforme el período de iluminación fuera aplicado más tar­
díamente y debido probablemente al menor tiempo disponible
para completar su desarrollo. Pero también resultaron en una
disminución del diámetro aquellos tratamientos que in­
volucraron a los primeros días de crecimiento, como en las
colonias iluminadas 24 hs. con luz blanca en el 39 día ó
cuando una fase de luz constante se inició en el 29, 39 ó 49
día, también con la alternancia de 24 hs. de iluminación los
días IQ y 49 ó 29 y 40, y finalmente con luz azul, roja o UVc
aplicadas durante el 49, lo que indicaría que la fotoinduc­
ción sobre áreas cercanas a las de inhibición podrían afectar
al desarrollo de los apotecios.

Los micelios irradiados con distintas calidades de
luz continua mostraron una mayor producción de ascocarpos en
luz azul. Este tipo de respuesta a la luz azul es común en
los hongos filamentosos fotosensibles (Curtis, 1972; Inoue y
Furuya, 1975; Gressel, 1979; Dehorter y Lacoste, 1980:
Senger, 1982; Forchiassin, 1983; Innocenti et a1., 1983).
aunque en todos los casos registrados también existió una
respuesta al UVc.

El proceso inhibitorio que se nmnifestó durante los
tres primeros días de crecimiento en I. carneus fue favore­
cido también por la luz azul. En G. reticulispora las cali­
dades de luz más eficaces para la inhibición de la fructí­
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ficación fueron azul y UVc (Inoue y Furuya. 1974 b), de esta
manera se remarca una importante semejanza entre este modelo
de fotoinhibición y fotoinducción, y el observado en I.
carneus.

No hubo desarrollo de ascos por irradiaciones de 24
hs. de UVc durante los días 4Q, 59 y 69, aunque si en los
tratamientos de UVccontinua, mostrando la necesidad de ma­
yores tiempos de exposición para esta calidad de luz.

El efecto dado inn‘ los mecanismos (k: inhibición c
inducción no sólo representaron un efecto temporal sino tam­
bién espacial, que se hizo evidente principalmente cuando las
colonias fueron expuestas 24 hs. en distintos momentos de su
desarrollo con luces de distintas calidades. Así los apotc­
cios surgieron dentro de zonas definidas y predecibles sobre
las colonias y relacionadas con el momentode la irradiación.

En términos generales los apotecios se desarrollaron
sobre áreas en forma de anillos estrechos ubicadas a distan­
cias determinadas del inóculo, que concordaron con las de mi­
celio joven irradiado inicialmente o zona de crecimiento
periférico definida por Trinci (1971), y constituida por
hifas jóvenes poco diferenciadas y con un activo crecimiento
exponencial sobre un medio de cultivo aún rico.

Comportamientos similares se encuentran en los tra­
bajos de Ross (1982) con Coprinus congregatus y Raudaskoskí e
Yli-Mattila (1985) en Schizophyllum commune. Estos últimos
autores determinaron que la zona de inducción comprendía 1 mm
desde el ápice hilal, y la respuesta se daba en células de
más de 26 hs. de vida. Perkins (1969) estimó que las células
capaces de una (liferenciación sexual fotoinducida estarían
dentro de los primeros l a 13 mmdesde el ápice al momento de
la iluminación, representando unas 2 a 21 hs. de edad.

Si bien en I. carneus no se determinó con exactitud
la zona capaz de recibir el estímulo lumínico, juzgando por
el ancho de las áreas medidas, y en base a su ubicación y de­
sarrollo en el tiempo, probablemente serían células jóvenes
las encargadas de recibir el estímulo lumínico.
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La existencia de dichas áreas y la falta de desa­
rrollo sexual fuera de las mismas, principalmente cuando los
tratamientos fueron efectuados con luz azul o roja, podría
deberse a variadas causas como: i) distintos grados de madu­
rez de las células y su consiguiente respuesta diferencial,
ii) decaimiento del sistema fotoreceptor, iii) acción de un
efecto inhibidor desde las áreas más viejas, o iv) el despla­
zamiento del sistema fotoreceptor junto con el crecimiento
vegetativo. Los tres últimos puntos fueron ya propuestos por
Ross (1982) aunque de los resultados del presente trabajo
gana en importancia el punto referido al efecto inhibitorio
ya probado en I. carneus.

Una experiencia que aporta interesantes datos fue Ia
de irradiaciones puntuales. La iluminación de células jóvenes
en el 59 día de crecimiento con luz blanca indujo el desarro­
llo de apotecios con aseos maduros sobre un área en forma de
anillo completo que coincidió con parte del 49 día y con el
59 de crecimiento Vegetativo. Este hecho no sólo refuerza la
hipótesis de que son las células jóvenes las encargadas de
recibir el estímulo, sino que algún intermediario producido
por el proceso de transducción de la señal lumínica podría
difundir rápidamente en forma lateral hacia células con un
mismogrado de diferenciación, para inducir en ellas el desa­
rrollo sexual.

La irradiación puntual de células maduras durante el
59 día indujo, de manera simultánea, dos procesos bien dis­
tintos: el primero fue el desarrollo de apotecios sin aseos
ubicados sobre el borde de la colonia; esta inducción se
daría probablemente sobre áreas microdiferenciadas de partes
maduras de la colonia. y existiría una rápida difusión del
estímulo en el sentido radial y lateral para producir final­
mente una respuesta sobre células con un grado de diferencia­
ción determinado, a] igual que en el caso anterior. Al mismo
tiempo la luz activaría un proceso inhibidor del desarrollo
sexual que demuestra una influencia estricta desde el punto
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de irradiación hasta el borde de la colonia y con una impor­
tante difusión en el sentido radial.

Estos resultados demuestran que el proceso inhibi­
torio no es activado sólo en las hifas en crecimiento durante
los días 19 al 39, sino que las mismas mantienen dicha capa­
cidad incluso hasta el 59 día; y se detecta también una
importante difusión en el sentido radial.

Aparentemente la capacidad fotoinductora sería fun­
cional incluso durante los primeros días de crecimiento, pero
la respuesta sexual quedaría prevenida por la alta influencia
del proceso inhibidor.

La falta de ascos en los apotecios producidos por los
micelios irradiados en los días 19 y 49 6‘29 y 49, indicarían
que dicho efecto afectaría también al desarrollo de estas es­
tructuras y la posibilidad de una difusión lateral, aunque
mucho más lenta que la de] inductor.

La obtención de apotecios con ascos maduros tras la
inducción puntual demuestra que su completo desarrollo es
independiente de la luz pero dependiente del equilibrio es­
tablecido entre dicho proceso y el de inhibición.

Las respuestas de I. carneus ante distintas calidades
de luz indican la existencia de uno o más fotorreceptores con
un rango de absorción dentro del azul (380-480 nm), y una muy
baja respuesta en el UVc (300-380 nm).

Con respecto al número de fotorreceptores involucra­
dos existirían por lo menos dos posibilidades: la presencia
de varios fotorreceptores con rangos de acción similares. El
primero se encontraría ligado al proceso de inhibición del
desarrollo sexual y se ubicaría en las células crecidas
durante los tres primeros días y su actividad se mantendría.
como ya fuera visto, hasta por lo menos el 59 día de creci­
miento. Un segundo fotorreceptor estaría ligado al proceso de
inducción sexual y se ubicaría en células jóvenes de la colo­
nia. El tercero estaría involucrado con el crecimiento vege­
tativo.
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La segunda alternativa se basa en la existencia de un
único fotorreceptor que, desencadenaría distintas vías meta­
bólicas, dependiendo del grado de diferenciación de las célu­
las involucradas. Dichas vías podrían favorecer el desarrollo
sexual o no.

Los posibles pigmentos implicados en la recepción del
estímulo lumínico son las flavinas y los carotenos; estos
últimos no absorben dentro del rango del UVc (Galland y
Senger, 1988). De esta manera el o los fotorreceptores de I.
carneus podrían pertenecer a cualquiera de las dos familias
de pigmentos mencionadas ya que en ambos casos puede absorber
en el rango del azul.

La similitud existente entre los espectros de acción
definidos en Neurospora para la fotorreducción del citocromo
b y la fotoinhibición del ritmo circadiano de conidiación, y
las obtenidas en otros hongos son, para Muñoz y Butler
(1975), elementos de juicio suficientes como para pensar que
en todos ellos estaría involucrado el mismo tipo de pigmento,
es decir una flavina. Aunque para Driggs e lino (1983) el es­
pectro de acción no reflejaría necesariamente el espectro de
absorción del pigmento fotoreceptor.

El uso de análogos de las flavinas (rosoeflavina) en
Phycomyces blakcsleeanus (Otto et 31., 1981) permitió la
obtención de respuestas fototrópicas positivas de sus espo­
rangióforos en 529 nm, longitud no absorbida por la ribo­
flavina y reemplazándola en su actividad en este caso.

En I. carneus no es posible determinar, con los datos
disponibles, si el fotorreceptor corresponde a una flavina o
a un caroteno, aunque en G. reticulispora (Inoue y Furuya.
1974 a y b. 1975) y S. platensis (Forchiassin, 1989) hongos
que presentaron comportamientos similares en cuanto a su de­
sarrollo sexual, el efecto de una flavina fue evidente.

En lo que respecta a la relación entre la luz, la
nutrición carbonada y nitrogenada, y el desarrollo sexual de
I. carneus, no se detectaron apotecios en oscuridad en nin­
guno de los distintos tipos fuentes de carbono o de nitrógeno
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indicadas ni ante la variación de sus cantidades, demostrando
que su respuesta cualitativa a la luz es estricta.

El número de trabajos en los que se relacionan los
factores lumínicos y los nutricionales es pobre, pero se pue­
den citar los trabajos hechos sobre Clavicorona pixidata
(James y McLaughlin, 1988) donde el requerimiento de luz fue
absoluto para la inducción de su fructifícación, independien­
temente de la fuente de carbono utilizada, Nectria ditissima
(Dehorter y Perrin. 1983 a1 y b) y Ascobolus bigutlulntus
(Pardo y Forchiassin, 1993 c) que también fructificaron en un
amplio espectro de fuentes carbonadas y nitrogenadas, pero el
requerimiento de luz fue independiente de las fuentes usadas.

En cambio los efectos de inhibición y de inducción sí
se vieron alterados por la cantidad de glucosa disponible en
el medio. Con una concentración de 2 g de C/l e irradiacioncs
de 24 hs. con luz blanca en distintos momentosdel desarrollo
de las colonias, no se observó el efecto inhibidor y el
máximo día de respuesta fue el 4Q, luego de un período de in­
sensibilidad. Aparece entonces aquí una clara etapa de madu­
rez de la colonia. previa a la inducción, como fuera pro­
puesto por Leach (1971) y otros autores y ya tratada en este
trabajo, y que sería enmascarada por la acción del efecto de
inhibición cuando la concentración de glucosa es de 3 g de
C/l.

El crecimiento vegetativo de I. carneus se vió afec­
tado profundamente por la luz y por las condiciones de cul­
tivo. La luz favoreció el crecimiento en medio sólido pero en
medio líquido lo retrasó.

En medio sólido las colonias desarrolladas en luz
azul, roja o UVcse comportaron de manera semejante, tardando
un día más en llegar al borde de las cajas (69) que las cre­
cidas en luz blanca; aunque las de oscuridad continua alcan­
zaron dicho límite en el 7Q día.

En cambio, en medio líquido los micelios de oscuridad
lograron su máximocrecimiento en el 59 día, tres días antes
que los de luz blanca y azul, y cuatro que los de UVc. El



caso de los micelios desarrollados bajo UVc fue el único en
el que se vió afectado el peso seco producido ya que repre­
sentó, en el día de su mayor crecimiento, un 52% del produ­
cido por influencia de las otras luces en sus respectivos
picos.

Si bien existen pocos estudios precisos sobre este
tema, se hallan casos, como los de Pyronema domesticum
(Moore-Landecker y Shropshire, 1982), Ostracoblahe implexa
(Alderman y Jones, 1971), Alternaria tagetica (Cotty y
Misaghi, 1985) y Aspergillus ornatus (Hill, 1976), en los que
la luz inhibió el crecimiento; mientras que en
Blastocladiella emersnnii (Cantino y Hornstein, 1956) y
Verticillum albo-atrum (Brandt, 1967). la luz le favoreció.

En ninguno de los casos citados se compararon dis­
tintas condiciones de cultivo pero resulta evidente que estas
afectan de manera muy distinta al desarrollo. Para Carlile
(1965) la luz en condiciones de cultivo óptimas promovería el
mayor crecimiento del organismo al tiempo que en condiciones
subóptimas lo disminuiría, y cualquier desviación de estas
condiciones afectaría a los procesos de mododiferente. Hn l.
carneus las condiciones de cultivo afectan a su desarrollo de
manera bien distinta, haciendo muydifícil la posibilidad de
extrapolar resultados de una condición de cultivo a otra.
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A. RESPUESTAS A AGREGADOS EN OSCURIDAD (FOTOMIMETISMO).

Agregado de db-AMPcen colonias de distintas edades.
Las colonias crecieron en medio sólido, oscuridad

constante y 23"C. Se les agregó en distintos momentos de su
crecimiento una gota de db-AMPC(4 mM)sobre el micelio.

El número total de apotecios por caja aumentó desde
los agregados en el 29 día hasta llegar a una Ináxima pro­
ducción en el 59, en micelios de inayor edad el número de
fructificaciones decayó (Fig. 3.35).

El diámetro de los apotecios aumentó de manera muy
significativa desde el 29 día hasta alcanzar un valor máximo
en el 79 (Fig. 3.35). En ningún caso se detectó la presencia
de ascos con ascosporas.

El micelio ru) mostró pigmentación y los apotecios
fueron de color naranja pálido.

Agregados durante el SQ día.
A cultivos crecidos en oscuridad constante se lcs

agregó durante el 59 día, una gota de una de las siguientes
soluciones: db-AMPc(4 mM); glucosa, arabinosa (6 g de C/l);
asparagina (0.4 g de N/l) o extracto de levadura (6 g/l).

El mayor número de apotecios se observó en db-cAMP,
aunque siempre fue muy inferior a los testigos de luz (Tabla
3.V), le siguieron glucosa y asparagina. El diámetro de las
fructificaciones para estos tres agregados no mostraron dife­
rencias significativas (Tabla 3.V). Los tratamientos con
extracto de levadura mostraron números de apotecios semejan­
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Nro.Apotecios total DiñmApotecios (um) ¡000

Dla del agregado

Nro.Apolecios Dlhm.Apoleclon

Flgurn 3.36. db-AMPc y el desarrollo sexual. Producclón de apote­
clos y sus dlemelros, lrns el agregado de db-AMPc en dlallnloa días.
BODI'Ocolonias desarrolladas Oh oscurlded COfllanG.

Tabla (LV. Agroaadoo on oscuridad y deurrollo lexual. Ptoducclón do
opoteclos y sus dlamelros ¡ros el agregado de dlsllnlas sualanclns o
exlraclos. duranlo el qulnlo día en colonlas crocldes en oscurldud
consianle.

Agregado Nvo.Apolecloe lolal DIúm.Apotecloa (nm)

db-AMPC 81.6 (2.64) 681.4 (06.32

Glucosa 60.1 (3.60) 001.9 (93.27)

Arablnaoae 26.1(3.73) 698.8 (89.96)

Aapaveolno 36.6 (7.66) 037.6 (37.60)

Ext. de Lovadu'a 20.1 (9.32) 712.8 (109.09)

nando luz (cua 6) 734.0 (34.31) 103.1(32.00)

Test. con agua 0 O
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tes a los obtenidos en arabinosa, pero el diámetro promedio
del primero fue significativamente mayor a los de los restan­
tes tratamientos.

Las fructificacioncs nunca ¡nostraron ascos desarro­
llados.

Los micelios no evidenciaron pigmentación al igual
que los ascocarpos desarrollados con glucosa. asparagina y
extracto de levadura, en cambio los producidos en arabinosa y
db-AMPcmostraron una pigmentación naranja pálida.

B. METABOLISMO DEL GLUCOGENO.

Las colonias crecieron en medio sólido, en oscuridad
o luz blanca de 300 b/p constantes y a 23"C. Se trataron
cajas con Iz/KI cada 24 hs. para determinar la presencia de
glucógeno y su cantidad relativa.

La coloración en las células se manifestó como pe­
queños gránulos presentes en las células apicales de las
colonias crecidas tanto en luz cuanto en oscuridad. o en
forma difusa dentro de células maduras y con mayor intensidad
en aquellas en forma de rosario, pero siempre intercaladas
con células sin coloración. Cuando la coloración llegó a ser
muy marcada, se observó un aspecto granulado muy denso.

En las colonias crecidas en oscuridad la presencia de
glucógeno se hizo evidente desde el 39 día de crecimiento
(Tabla 3.VI), a partir del 59 día hasta el 139 el nivel del
polisacárido fue alto para alcanzar en los días [49 y lSQ los
mayores grados.

En cambio. los micelios crecidos en luz blanca sc ca­
racterizaron por la falta de glucógeno salvo en los días 29,
69 y 119 y con mayor intensidad los días 39 y 129, pero en
ningún caso se observó un nivel tan alto como el alcanzado
por las colonias crecidas en oscuridad.

Con respecto a las estructuras sexuales observadas en
las colonias irradiadas los ascogonios mostraron contenidos
pobres del polisacárido al igual que las hifas ascógenas
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(Tabla 3.VI), en éstas se acumuló principalmente sobre las
células apicales. En los aseos únicamente se hallaron niveles
elevados en sus etapas juveniles, durante los días 7Q y 89.
Las ascosporas, las paráfisis y las células del excípulo no
evidenciaron coloración en ningún momento.



Tabla3.Vl.Ptoconolndoglucógonoenolnloolloyestructura.aoxulloc.Cantidadesrelatlvasde glucógenoencoloniasdesarrolladasenoscuridadoluzconstantes.-.ausenciaaeqlucógeno;v, coloraclónpobre;'nmediana;'’1-,marcada:+*v1',muymarcada.

Croc.on

DI.Crecimientoenluz

occurldad

Metabolismo.

MlcelioMlcelioAscogonloH.ascóg.AscosAscosp.Paraí.Excfp.

FNO‘ÏWONWO OFF!­ 13 14 15

Resultados.
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Se ha encontrado en distintos hongos una relación
directa entre la inducción sexual mediada por la luz y el
AMPc(Uno e Ishikawa, 1973; Uno et a1.. 1974; Sharada et a1.,
1992; Galvagno et al. 1984).

La producción de apotecios en oscuridad por el agre­
gado de db-AMPcen I. carneus sugiere una estrecha ligazón
entre el efecto de la luz y el del AMPcsobre la formación de
fructificaciones, coincidiendo el día de maxima respuesta
(59) con el de inducción por luz blanca.

Inducciones semejantes se produjeron en Saccobolus
platensis (Galvagno ct al.. op. cil.) aunque en l. carneus la
respuesta fue pobre en el número final de fructificaciones
observadas y, principalmente. en la falta de ascos dc­
sarrollados.

La inducción de la diferenciación de cuerpos fruc­
tíferos en el 29 y 39 días ratificaría las observaciones rea­
lizadas en el capítulo anterior sobre la superposición espa­
cial de este efecto con el de inhibición.

No obstante. el AMPC es un compuesto que en l.
carneus reemplaza al efecto fotoinductor. posiblemente a tra­
vés de la activación de enzimas específicas y con ello, de
vías metabólicas involucradas en la diferenciación sexual.
Pero esta inducción sería incompleta ya que los apotecios
desarrollados no mostraron ascos manífestándose así la exis­
tencia de otros mecanismos involucrados cn el proceso y ru)
gatillados durante la experiencia.

EL efecto inductivo provocado por el agregado de glu­
cosa, asparagina. arabinosa y extracto de levadura podría
deberse a microcambios producidos por el súbito aumento de la
concentración de estos compuestos sobre las células. Posible­
mente el micelio crecido en oscuridad continua se encuentre
con sus mecanismos metabólicos preparados para recibir el
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estímulo lumínico necesario para desencadenar el proceso
sexual, este grado de hipersensibización le llevaría a produ­
cir una respuesta sexual ante el estímulo provocado por agre­
gado de dichos compuestos. De todas formas es imposible
determinar bajo las presentes condiciones experimentales si
existen diferencias en los mecanismode una u otra sustancia.

Si bien no existe una amplia bibliografía sobre este
tema, se puede mencionar la inducción provocada en
Blastocladiella emersonjj por tiamina y timidina (Turian y
Cantino, 1959), o por mezclas equimolares de succinato y
glioxalato (Cantino y Horcnstein, 1959) o por la acción de
distintos compuestos oxidantes en Pyronema domesticum (Moore­
Landecker, 1983).

Las técnicas hístoquímicas revelaron que en 1.
carneus el comportamiento del glucógeno estuvo significati­
vamente ligado a la condición lumínica a H1 que fuera ex­
puesto.

De esta manera en las colonias crecidas en oscuridad
constante y en las que no hubo desarrollo sexual, sus células
mostraron cantidades de glucógeno acumulado muy elevadas si
se las compara con las detectadas en las colonias de luz con­
tinua. En estas últimas debió existir una degradación y movi­
lización del polisacárido hacia las células en proceso de
diferenciación.

Resulados similares se encuentran en Pyronema
domesticum (Moore-Landecker. 1981 a y 1)) donde el glucógeno
se acumuló en los micelíos expuestos a condiciones no favo­
rables para la inducción sexual y sólo se hallaron niveles
pobres en los frúctificados. También se detectaron niveles
importantes en el sistema ascógeno (Moore-Landecker. 1981 b)
como en el caso presente.

Una relación semejante se encontró en I. carneus en
medio líquido, donde la degradación de los hidratos de car­
bono totales se inició durante el 69 día de crecimiento
(equiparable con el comportamiento del glucógeno del ¡nice­
lio), antecediendo al inicio del desarrollo sexual en el 79,
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y al pico de crecimiento vegetativo y al consumo total de la
glucosa del medio de cultivo, en el 89. Eventos semejantes
fueron detectados en Coprinus cinereus (Jirjis y Moore, 1976;
Moore et a1., 1979).

De esta manera se puede sostener la idea de que en I.
carneus existiría una correlación entre la luz, el meta­
bolismo del glucógeno y la diferenciación sexual.

Para muchos autores el metabolismo del glucógeno se
encontraría ligado con la diferenciación sexual. Así durante
el desarrollo del cuerpo fructífero de Cuprinus cinereus
grandes cantidades de glueógeno se acumularon en el píleo
para ser degradados durante la formación de las basidiospo­
ras, la expansión del píleo y la elongación del pie (Ji y
Moore, 1993); datos similares se obtuvieron en Volvariella
volvacea y Pleurotus sajor-caju (Chiu y Cheung, 1991), aunque
en este último finalmente no se le relacionó directamente con
la inducción sexual (Chiu y To, 1993).

El AMPcjugaría un importante rol, activando enzimas
específicas relacionadas con el proceso sexual, este efecto
fue comprobado sobre enzimas claves del metabolismo de los
hidratos de carbono (Pall, 1984). En Coprinus macrorhizus
(Uno e Ishikawa, 1976 y 1978) la activación de la enzima glu­
cógeno fosforilasa parcialmente purificada, e involucrada en
la degradación del polisacárido, requirió de una fracción
celular que contenía una proteína quinasa AMPcdependiente.
En Schízophyllum commune(Yli-Mattila, 1987) luego de exponer
los cultivos a la luz se detectó un fuerte incremento del
AMPc,y posteriormente una caída de la reservas del polisacá­
rido.

Los datos experimentales obtenidos en I. carneus
reflejan, como se ha indicado anteriormente, un comporta­
miento semejante.
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A. DESARROLLO SEXUAL.

Temperatura e iluminación constante.
Las colonias se desarrollaron durante 14 días con luz

blanca de 300 b/p continua y a temperaturas de 18. 23 ó 28°C.
El mayor número de apotecios sc halló en los trata­

mientos de 23°C (Fig. 3.36) al tiempo que las colonias cre­
cidas a 28°C mostraron números muy reducidos aunque con nu­
merosos protoapotccios.

La distribución de los apotecios sobre las colonias
crecidas con iluminación constante y a distintas temperaturas
arrojaron datos interesantes (fig. 3.37). A 18°C se desarro­
llaron sobre la zona comprendida entre unos 27 y 42 mmdesde
el inóculo (59 y parte del 69 día de crecimiento); con 23°C
lo hicieron entre 25 y 33 mm (4Q día); y a 28°C entre 26 mmy
42mm(49 y parte del 59 día).

El diámetro de las fructificaciones fue semejante
para los tratamientos de 18 y 23°C (675.3 i 76.74 um) y en
28°C tuvieron tamaños ¡nenores (521.2 i 89.56 um). Sólo se
hallaron ascos con ascosporas en 23°C.

Todos los micelios y apotecios mostraron marcados
grados de pigmentación.

Temperatura y condiciones lumínicas no inductoras.
Las colonias se desarrollaron durante 15 días en

oscuridad constante o fueron irradiados con luz blanca de 300
b/p durante el 29 día de crecimiento, bajo las temperaturas
ya indicadas.
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Nro.Apotecios totales

IB 23 20

Temperatura (grados C)

Tratamientos con luz

Continua Dla 5777% Días 2 y 5

Floura 3.30. Temperatura y luz. Número Iolal de npoleclos por cala
Home a lratamlenlos Iumlnlcos Inducloros. Inhlbldoros, o de luz
conllnua, olecluedos a 16. 23 ó 28 grados C.
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No se observó desarrollo sexual ni pigmentación de
los micelios en ninguno de los tratamientos realizados.

Temperatura y condiciones lumínicas inductoras.
Los cultivos se desarrollaron bajo las mismas con­

diciones usadas en la experiencia anterior, pero el periodo
de iluminación se aplicó durante el 59 día.

En los micelios que crecieron a una temperatura de
18°C no hubo desarrollo sexual (Fig. 3.36), con 23°C se pro­
dujeron apotecios únicamente dentro de la zona Illa, todos
ellos con esporas, y en aquellos expuestos a 28°C no se
hallaron apotecios maduros aunque si se observaron numerosos
primordios dentro de la zona IIIa y b.

El grado de pigmentación de los micelios fue marcado
al igual que el de los cuerpos fructíferos.

Temperatura e inhibición del estímulo lumínico.
Las colonias fueron iluminadas durante el 29 y el 59

días.
En los tratamientos de 18°C y 28°C no se observó

desarrollo sexual (Fíg. 3.36). Si se detectaron apotecios con
esporas en los tratamientos de 23“C ubicados dentro de la
zona IIIa.

El grado de pigmentación de los micelios fue marcado
al igual que el de los cuerpos fructíferos.

B. CRECIMIENTO VEGETATIVO.

Medio sólido.
Las colonias se desarrollaron bajo luz blanca de 300

b/p constantes durante 15 días y a las temperaturas in­
dicadas.

No hubo diferencias significativas entre las velo­
cidades de crecimiento para 23 y 28°C, y en ambos casos las
colonias llegaron al borde de las cajas durante el 59 día. En
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cambio los micelios sometidos a 18°C mostraron una velocidad
de crecimiento mucho menor, alcanzando el borde de la caja
durante el 89 día de crecimiento (Fig. 3.38).

Medio líquido.
Los cultivos se realizaron en erlenmeyers de SO nn

con 5 ml de medio, con luz blanca constante de 300 b/p y a
las temperaturas indicadas.

La principal diferencia que mostraron los cultivos sc
manifestó en las velocidades de crecimiento exponencial, así
sus respectivos picos se dieron más tardíamente cuanto menor
fue la temperatura (Fig. 3.39), de esta manera a 18°C el pico
se alcanzó en el 119 día, a 23°C en el 89, y a 28°C en el 69.
La magnitud del crecimiento en el momento del pico no mostró
diferencias significativas entre los tratamientos.

En 18 y 23°C se detectó el desarrollo de apoteeios.
en el primer caso durante el 189 día de crecimiento, y en el
segundo a lo largo del 109 día aunque sólo fueron fértiles en
23°C. A 28°C no se observó desarrollo sexual.

La pigmentación del micelio y' de los apoteeios fue
siempre marcada.
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La temperatura afectó profundamente el desarrollo
sexual de I. carneus. En condiciones de iluminación constante
y con una temperatura de 18 ó 28°C se produjeron menos apete­
cios que en 23°C (aunque en la temperatura máxima existieron
numerosos primordios), y sin aseos desarrollados. Efectos
semejantes se reportaron en Ceratocystis fagacearum (Cobb et
81., 1961), Monilinia vaccinii-corymbosi (Milholland, 1974) y
Polystigma ochraceum (Ghazanfari y Banihashemi. 1976).

Los tratamientos de inducción con luz por 24 hs.
durante el 59 día mostraron una falta total de desarrollo
sexual a 18°C, lo que indicaría la necesidad de un Inayor
tiempo de irradiación para favorecer la inducción, o la falta
de madurez del sistema de diferenciación en esas condiciones
de cultivo. A 28°C, por el contrario. la presencia de numero­
sos primordios reveló el inicio del desarrollo sexual de
manera similar a lo observado en condiciones de iluminación
constante.

Si bien las altas temperaturas no afectan la induc­
ción del desarrollo sexual en I. carneus,.podrían prevenir el
normal progreso del mismo. Distintas temperaturas pueden
afectar a etapas diferentes del desarrollo, así en Nectria
haematococca el rango de temperaturas previo a la esperma­
tización fue de 18 a 24°C uñentras que el más propicio para
el desarrollo de los peritecios y de las ascosporas fue de 21
a 24°C (Dietert et 31., 1983). En Pyronema domesticum‘ con un
Óptimo para el desarrollo sexual de 20°C. en 5°C mostró asco­
gonios con morfología anormal pero con apotecios fértiles; a
30°C sólo se hallaron apotecios estériles (Moore-Landccker,
1975).

Pero debe considerarse también la posibilidad de que
una mayor actividad del sistema inhibidor de la fructi­
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ficación a 18 y 28°C, pueda afectar el normal desarrollo de
los ascocarpos.

La temperatura afectó al crecimiento vegetativo dc
Iodophanus carneus en los medios de cultivo líquido y só­
lido, alterando sus velocidades de crecimiento durante la
fase exponencial, y con ello, el día del pico de crecimiento
o el instante en el que se cubrió la totalidad del medio de
cultivo sólido. Pero siempre fue mayor el efecto de desacele­
ración del crecimiento detectado a 18°C, que el de acelera­
ción observado a 28°C. Estos hechos son congruentes con lo
registrado en la bibliografía (Lilly y Burnett, 1951;
Garraway y Evans, 1984).

No se vió alterado el valor del peso Seco obtenido cn
el momentodel pico de crecimiento para los medios líquidos.

El crecimiento vegetativo se dió dentro de un rango
de temperaturas mucho mayor que el evidenciado por el desa­
rrollo sexual, lo que coincide con las observaciones hechas
en otros hongos (Lilly y Barnett, op. cit.; Garraway y Evans,
op. cít.; Moore-Landecker, l992).
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A. CURVA DE ABSORCION.

Los pigmentos se extrnjeron de colonias crecidas en
luz blanca continua de 300 b/p en el 89 día de crecimiento en
medio líquido. Se usaron 25 mg de peso seco de micelio para
un volumen final de 4 ml de cloroformo.

El espectro de absorción se representa en la figura
3.40 y evidencia un único pico en 480 nm en cloroformo.

B. PIGMENTACION EN DISTINTAS CALIDADES DE LUZ.

Los pigmentos fueron extraídos en el 89 día de cre­
cimiento de colonias expuestas a luz blanca, azul. UVc u
oscuridad constantes. Se utilizaron para la extracción lO mg
de peso seco de micelio para un volumen final dc 2 ml dc clo­
roformo.

La mayor absorbancia se observó para las colonias
crecidas bajo luz blanca y UVc (Tabla 3.VII), los valores re­
gistrados para la luz azul resultaron intermedios al tiempo
que los cultivos desarrollados en oscuridad registraron ab­
sorbancias mínimas.
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Absorbnnoin

n u u l l0 víruñrvT...u......¡..........uuu¡nur-¡vuuuyvu
avs 425 415 ¡en 675

Long.de Onda (nm)

Floun 3.40. Curva do abocrolón. Curva de nbaorclbn de los
carolenos extraídos del mlcello de l. carnous.

Tabla 3.VII. Plomenuclón y calldad de luz. Grados do plg­
menlación do mlcellos desarrollados en luz blanca, azul o
UVc y en oscuridad conllnuns. medidos como obsorbnncln
de sus oxlrnclos.

Calidad Absorbanoia
de Luz

Blanca 0.29

Azul 0.1 1

Oscuridad 0.06

UVC 0.22
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La calidad y cantidad de las fuentes de carbono y de
nitrógeno afectaron de manera importante la pigmentación de
I. carneus.

La coloración del micelio siempre aumentó junto con
el aumento de las concentraciones de glucosa, fructosa o
asparagina en el medio de cultivo líquido y sólido, mientras
en ellas no se registrara una vacuolización en las células.
En Aspergillus gigantcus mut. alba la producción de carotonos
aumentó junto con la cantidad de glucosa presente en el
medio, hasta alcanzar un pico en una concentración de 10%del
azúcar; igual comportamiento siguieron el glucógeno y la
altura de los conidióforos (Zurzycka, 199]).

Cuando la relación C/N se mantuvo constante en un
valor de 15, la coloración miceliana fue siempre intensa.
Así, la síntesis de carotenos en el micelio se encontró rela­
cionada de manera directa con la concentración de las fuentes
de carbono y de nitrógeno del medio de cultivo.

La variación del tipo de fucntc de carbono afectó

profundamente a la pigmentación del micelio siendo intensa cn
aquellas favorables para la fructificación, poco intensa en
las que mostraron una baja producción de apotecios, o no
detectable en las que el crecimiento fue inhibido o en las
que existió una clara alteración del metabolismo secundario.

Las mismas relaciones se encontraron cuando se varió
el tipo de fuente de nitrógeno aunque sobresalieron entre
ellas leucina y principalmente fenilalanina, con una muyalta
pigmentación mÍCeliana. pero sin fructificaciones, eviden­
ciando el papel estimulatorio de dicha vía metabólica.

Con ello se determina la profunda incidencia del tipo
de fuente de carbono o de nitrógeno presente en el medio y la
respuesta del metabolismo de los carotenos, tal como ocurrió
en Camarosporium rouguerii (Crabtree y Gossner, 1982).



136

De las experiencias de nutrición también surge una
relación directa entre la presencia de pigmentación miceliana
y la producción de fructificaciones. teniendo como únicas
excepciones a leucina y fenilalanina.

En lo referido al factor lumínico, la falta de pig­
mentación en los micelios de I. carneus crecidos en oscuridad
constante indicarían que la síntesis de carotenos estaría
inducida por la luz, efecto característico en muchos hongos
(Carlile y Friend, 1956; Codner y Platt, 1959; Leach, 1971;
Govind y Cerda-Olmedo, 1986).

Las exposiciones en distintos tiempos provocaron una
pigmentación menor a la detectada en los testigos de ilumina­
ción continua. En Pyronema domesticum (Moore-Landecker, ¡979
a) también la pigmentación fue mayor cuanto mayor fue el
período de exposición a la luz.

La iluminación de las colonias que involucrnron a los
4 primeros días de crecimiento (iluminaciones de 24 hs. en
los días 19 al 49 ó tratamientos combinados entre el 19 y 4Q
ó en el 29 y 4Q días) no evidenciaron pigmentación. En los
tratamientos combinados entre el 19 y 59, 29 y 59, ¡9 y 69 ó
29 y 69, existió una pigmentación pobre; y muy marcada cuando
las exposiciones se realizaron desde el 59 día en adelante.

De esta manera el grado de inducción del metabolismo
de los carotenos en I. cnrncus dependería del tiempo de expo­
sición a la luz blanca y del momento en el que la misma es
aplicada. Sobre este último punto es importante remarcar la
posibilidad de que en los tratamientos sobre micelios jóve­
nes, la falta de inducción se deba a lil inmadurez de los
mecanismos de carotenogénesis o a la acción sobre ellos del
proceso de inhibición ya tratado.

Esta última posibilidad se encuentra afirmada por la
pobre pigmentación de los micelios expuestos en los tra­
tamientos combinados de los días 19 y 59, 29 y 59 ó 19 y 69
cuando se las compara con las altas pigmentaciones detectadas
en los tratamientos de 24 hs. del 59 ó 69 días, lo que indi­
caría una modulación negativa de la síntesis de pigmentos por
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parte del proceso de inhibición de la fructificación, también
fotodependiente.

La inducción por el agregado de sustancias en oscu­
ridad no desencadenó la síntesis de carotenos en el micelio,
pero si la producción de apotecios estériles, poniendo de ma­
nifiesto una activación parcial o de mecanismosdistintos con
estos tratamientos y los de iluminación.

En I. carneus fueron reconocidos ll pigmentos caro­
tenoides (Valadon el al., 1980). siendo trans-Neurospo­
raxantina-metil ester (44.7 %). Neurosporaxantina (33.2 % y
Fitoeno (lO %) los que se encuentran en mayores cantidades
relativas. Los dos primeros poseen tres picos de absorción
ubicados entre 440-448 nm el primero, 470-474 nm el segundo y
501-503 nm el último, dependiendo cada uno de ellos del pig­
mento en cuestión y del solvente utilizado en la lectura.

La curva de absorción realizada con cloroformo en el
presente estudio reveló un rango de absorbancia comprendido
entre 420 y 550 nm y un pico en 480 nm valores que incluyen a
los mencionados para los principales curotenos presentes en
este organismo y que permitió el análisis del comportamiento
global de los pigmentos.

El uso de distintas calidades de luz en 1. carneus
mostró una mayor producción de pigmentos carotenoides en UVc,
mientras que en luz azul la medición fue un 50 % menor. Las
medidas de oscuridad resultaron ínfimas. La luz azul y UVcse
mostraron como importantes inductores de la carotenogénesis
en numerosos hongos (Moore-Landecker y Shropshire. 1082:
Harding y Shropshire. [980).

Comofuera expuesto en capítulos previos la absorción
dentro del rango de la luz azul, pero principalmente del UVc,
involucraría a una flavina en la recepción del estímulo lumí­
nico inductor, tal como fuera detectado en Phycomyces
blakesIeeanus y Dictyostelium discoidcum (Poff y Butler,
1974) y Neurospora crassa (Muñoz y Butler, 1975).
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A. VARIACION DEL MEDIO DE CULTIVO SOLIDO.

Volumen del medio.
Se hicieron cultivos en cajas de Petri con 10. 15, 20

ó 30 ml de medio sólido estándar. Las colonias crecieron
durante 15 días bajo luz blanca constante de 300 b/p y a 23°C
de temperatura.

Las velocidades de crecimiento aumentaron conforme lo
hizo el volumen del medio (Fig. 3.41). Los cultivos con 10 y
15 ml alcanzaron el borde de las cajas durante el 69 día de
crecimiento mientras que los crecidos en 20 y 30 ml lo hicie­
ron a lo largo del 59 día.

El número de apoteeíos totales fue en aumento desde
10 hasta 15 ml de medio de cultivo (Fig. 3.42), con volúmenes
mayores dicha cifra disminuyó marcadamente. En todos los
casos los ascocarpos se desarrollaron principalmente sobre la
zona II.

El diámetro de las fructifieaciones aumentó signi­
ficativamente junto con el aumento del volumen del medio de
cultivo (Fig. 3.42). Los cuerpos fructíferos mostraron aseos
maduros con ascosporas para todos los volúmenes experi­
mentados.

Concentración del medio de cultivo basal.
Se modificó la concentración total del medio de cul­

tivo para un volumen final de 20 ml, y se las expresará a
partir de sus respectivas concentraciones de C (1.5, 2.25, 3
y 4.5 g de C/l). De esta manera las cantidades de nutrientes
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Radio de ln Colonia
oo

O l 2 3 4 6 7

Tiempo (dias)

Volumen del Medio

"" 10ml + [5 ml "1‘"20 ml ‘9- 30 ml

Figura 3.41. Crecimiento en medio “Udo. Creclmlenlo de colo­
nlas desarrolladas on dlsllnlos volúmenes de modlo de culllvo
sólido.

Nro.total o Diám. Apotecios

Volumen del medio (ml)

Nrupotoelo. \\\\\\\\‘DIAmApoloclu

Flaun 3.42. Desarrollo sexual en modlo oouao. Número lo|al
de apoieclos por cala y sus dlámelroa. producldos on dlslln­
los volúmenes de medio de culllvo sólido.
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disponioles fueron semejantes a las de la experiencia ante­
rior (lO, 15, 20 y 30 ml de medio de cultivo).

Las velocidades de crecimiento vegetativo fueron
semejantes a las observadas en la serie. experimental ante­
rior.

El número total de apotecios por caja fue mayor para
la menor concentración (Fig. 3.43) y disminuyó con el aumento
de la concentración del medio. En la mayor concentración
privó la presencia de apotecios múltiples. La distribución de
los ascocarpos fue similar a la observada en la experiencia
de variación del volumen del medio.

El diámetro de los apotecios individuales aumentó
junto con las cantidades de medio de cultivo basal (Fig.
3.43).

El número de aseos desarrollados por ascocarpo fue
reducido en los medios con 1.5 g de C/l (menos de 10), se
hallaron numerosos ascos en 2.25 y 3 g de C/l; y en 4.5 g de
C/l no se encontraron aseos.

B. VARIACION DEL MEDIO DE CULTIVO LIQUIDO.

Volumen del medio y del frasco.
Se realizaron cultivos en frascos Erlenmeyer de dis­

tintas capacidades, con volúmenes variables de medio de cul­
tivo estándar (frascos de 50 ml con S ó 10 ml de medio; fras­
cos de 100 ml con lO ó 20 ml de medio y frascos de 250 ml con
25 ó 50 ml de medio). Se los cultivó durante 8 días con luz
blanca de 300 b/p y 23°C.

No se detectaron diferencias significativas en el
peso seco alcanzado al 89 día de crecimiento para los dis­
tintos tratamientos (Tabla 3.VIII).

En las series de frascos de 100 y 250 ml de volumen
con 20 ó 50 ml de medio de cultivo las colonias mostraron
células muy vacuolizadas, evidenciando una clara fase de
autólisis; en los restantes tratamientos las células no
tuvieron esa apariencia.
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o Nrolotal o Diám. Apotecios (um)

2.25 3

Glucosa (g C/l)

Nro.Apotocíon x\\\\\\\‘ DIAm.Apotoclos

Figura 3.43. Van-clan de la concentracion doi madlo de eultl­
vo. Número lola! do apoleclos por cala y sus dlámelros enla
le verlaclón do la concenlraclbn lolal del medio de cultlvo.
rnonlenlendo el volumen Ilnal en 20 ml. La conconlraclón dol
medlo se expresa como concenlraclón de glucosa.

Tabla 3.Vlll. Croclmlonlo y deurrollo uxunl en modlo Ilquldo.
Oroclmlenlo y número de ap0|eclos Iolalas por Iresco. lronlo
a lo varlnclón del volumen del medlo do cquvo Ilquldo, y ol
de los Irascoa.

VoLErlenmgygr Vol.del Medlo Peso seco Nro. Apoteoloa
(ml) (ml) (mg/ml) por ¡vasco

60 6 2.96 7.0

60 10 3.14 2.3

100 10 2.89 4.76

100 20 3.03

260 26 3.16

260 60 2.74
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Sólo se detectó desarrollo de apotecios en los tra­
tamientos que involucraron frascos de 50 ml de volumen y en
los de 100 ml con lO ml de medio de cultivo (Tabla J.Vlll).

La mayor producción se detectó en los de 50 ml con 5
ml de medio. Los ascocarpos fueron fértiles en todos los
CBSOS.

Respuesta al agregado de PRG-6000.
Se agregó PEC-6000 al medio de cultivo en distintas

proporciones (l, 2.5, S. 7.5 ó 10%), modificando así la vis­
cosidad del medio. Los cultivos fueron hechos en frascos de
50 ml con 5 ml de medio durante 8 días con luz blanca cons­
tante de 300 b/p y 23°C.

El peso seco aumentó conforme lo hizo la proporción
de PEC-6000 (Tabla 3.IX). El número de fructíficaciones ob­
servadas por frasco Erlenmeyer también aumentó junto con las
concentraciones de PEC-6000 hasta un valor del 7.5% (Tabla 3.
IX) y dicho aumento fue muy marcado entre S y 7.5%; un 10% de
PEG-6000 previno la formación de ascocarpos.

Los apotecios mostraron ascos con ascosporas en 0 y
1% del polímero. con concentraciones mayores los ascocarpos
fueron estériles.

C. SELLADO DE CAJAS.

Las cajas fueron selladas con Parafilm para reducir
el intercambio gaseoso con el medio. Se incubaron durante 15
días en oscuridad o luz blanca constante de 300 b/p y 23°C.

Iluminación constante.
Las colonias crecidas en cajas selladas mostraron un

número total de ascocarpos muy reducido con respecto a los
desarrollados en cajas no selladas (Tabla 3.x).

La distribución de los apotecios en las colonias fue
semejante para las cajas selladas y no selladas (Fig. 3.44, A
y C), ubiqándose principalmente dentro del zona II.
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Tabla 3.Ix. Donrrollo on modlo llquldo con PSG-6000. CWClm'GMO
vegetallvo y número de apoioclos lolales por “asco. en mlcellos de­
sarrollados en medio IIquldo. con dlsllnlas canlldedes de PEG-BOOO.

Concentraclón de Creclmlenlo Nro. Apoteclos

PEG-GOOO (S) (mg/ml) por Irasco

O 3.22 3.3

1 3.37 3-8

2.5 3.70 3.5

5 4.41 6.7

7.5 6.63 11.5

10 6.77 1 2

Tabla 3.X. Desarrollo on celu talladas. Número Iolnl do npolecloa
por colo y sua dlamolros do colonlao desarrollados on luz u oscu­
rldad conslanles y on anas selladas. o no.

Tratamiento Nro.Apotecios Dlém.Ap0leclos
(um)

Luz o/Paraíllm 78.7 (4.19) 791.7 (62.48)

Luz S/Parafilm 887.9 (48.37) 756.6 (49.87)

Osc.c/Parefllm 10.2 (2.85) 608.8 (82.49)

Osc.s/Paraíllm 0 0
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Nro.Apoiecloa O 10 20 30 40

60 Fiedlo do la Colonia (mm)

C
40'

20'

OJ ......................

0 10 20 30 40
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Flourl 3.44. Distribucion do ¡potooloo en onlu oollndn. DIsirlbuclbn do
los apoioclos en colonias desarroiladaa en luz conilnua y calas selladas
(A); oscuridad consienie y calas selladas (B). o on luz consionie y calas
no selladas (C).



No se hallaron ascos desarrollados en las cajas
selladas con Parafilm.

La pigmentación del micelhn y de los cuerpos fruc­
tíferos no mostró diferencias evidentes entre los trata­
mientos.

Oscuridad constante.
Los micelios crecidos en cajas no selladas no mos­

traron desarrollo sexual. Si en cambio lo hubo en el crecido
en las cajas selladas donde se observaron reducidos números
de apotecios totales (Tabla 3.X). Dichas estructuras-se con­
centraron en la zona lIIb (Fig. 3.44, B). Los ascocarpos
nunca mostraron ascosporas ni ascos.

Los micelios y cuerpos fructíferos observados en
estas experiencias no evidenciaron la presencia de pigmentos.

D. SIEMBRA DE INOCULOS CON DISTINTOS GRADOS DE MADUREZ.

Se sembraron inóculos de distintas edades de cultivos
crecidos durante ¡5 días bajo iluminación constante. Dichos
inóculos Se sacaron de las áreas correspondientes a los días
19, 29. 39 (zona Ia, Ib y Ic respectivamente), 49 (zona ll) y
59 (zona III) de crecimiento vegetativo, y fueron expuestos
durante 14 días a osouridad constante. En ambos casos la tem­
peratura fue de 23°C.

Los cultivos originados a partir del crecimiento de
inóculos extraídos de la zona I mostraron un crecimiento
vegetativo pobre que llegó a unos 36 mmde distancia del inó­
culo en la mayoría de los casos, y llegando al borde de la
caja de Petri en otros. En cambio las colonias desarrolladas
a partir de inóculos de las zonas II y III crecieron normal­
mente hasta alcanzar el borde de las cajas.

En ningún caso se observó desarrollo sexual. La pig­
mentación del micelio fue pobre sobre los primeros 21-30 mm
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de radio de la colonia y desde allí hasta el borde no había
pigmentación evidente.

Pero cuando estas cajas fueron reincubudas, luego de
crecer 14 días en oscuridad constante, en condiciones de ilu­
minación constante. se detectó el desarrollo de apotecios al
4Q día del cambio de condiciones. Los cultivos correspondien­
tes a los inóculos de las zonas Ia y lb evidenciaron un
número de apotecios totales por caja de 74.8 i 13.93. todos
ellos ubicados en una banda (k: unos 2l a 30 nm] de radio.
Estas fructificaciones mostraron ascos vacuolizados sin espo­
ras.

Las colonias correspondientes a los inóculos dc las
zonas Ic. II y III mostraron un número similar de ascocarpos
totales por caja, que fue de unos 158.7 i 43.35. Estos cuer­
pos fructíferos se ubicaron dentro de una banda desarrollada
desde unos 36 mmdel inóculo hasta el borde de la caja, y
poseían ascos con ascosporas.

E. PRESENCIA DE BARRERAS FISICAS.

Sobre la superficie del medio de cultivo sólido se
fijaron vidrios cubreobjetos de 20 mmde largo por (Slmn dc
ancho de dos maneras: clavados verticalmente en el medio de
cultivo, o apoyados sobre la superficie del medio. Siempre
ubicados de manera tangencial al inóculo y a distancias va­
riables del mismo. Las colonias crecieron luego a oscuridad o
luz blanca constantes y a 23°C.

En los tratamientos de oscuridad siempre se desa­
rrollaron apotecios (4 a 7), sin ascos y con muy poca pig­
mentación en los bordes de los obstáculos colocados verti­
calmente, y sin importar la posición de los mismos sobre el
cultivo. Cuando los cubreobjetos fueron ubicados en forma
llana sobre el medio. no se detectó desarrollo sexual.

En los tratamientos de luz continua la presencia de
obstáculos no pareció modificar los patrones normales del
desarrollo sexual.
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La producción de apotecios ante distintos volúmenes
del medio de cultivo sólido mostró variaciones de importancia
en cuanto a su número y diámetro. Las mismas fueron similares
a las observadas cuando se modificó el contenido de glucosa
en el medio de cultivo en el capítulo de nutrición. El com­
portamiento en las concentraciones de 1, 2, 3 y 4 g de C/l
fueron semejantes a las detectadas con 10, 15, 20 ó 30 ml de
medio de cultivo, tanto para el número cuanto para el diáme­
tro de las fructificaciones. Por lo tanto los resultados
obtenidos ante la variación del volumen del medio podrían
deberse a un efecto nutricional, aunque debe tenerse en
cuenta que se modificó no sólo el nivel de glucosa sino tam­
bién las cantidades relativas de todos los componentes del
medio de cultivo.

Tras la variación del volúmen del medio, todos los
apotecios poseyeron aseos maduros, marcando una importante
diferencia con la serie de nutrición, donde sólo fueron fér­
tiles en 2 y 3 g de C/l. evidenciando la posible acción dc un
fenómenodistinto del nutricional y que favorecería el desa­
rrollo de los ascos.

Cuando se varió la cantidad total de los componentes
del medio de cultivo y se mantuvo el volumen final constante
en 20 ml, el comportamiento del número total de apotecios fue
distinto, disminuyendo desde las menores concentraciones
hacia las mayores. De esta manera, no existiría un electo
nutricional directo sobre el númerode apotecios generados en
estas dos últimas experiencias, cobrando importancia la can­
tidad de agar presente y el volumen final del medio.

En Magnaporthe salviníi, 15 ml de medio sólido fueron
más efectivos en la producción de peritecios que lO ó 20 ml,
y un 1.2 a 2% de agar indujeron un mayor número que propor­

ciones deuagar menores o mayores a las indicadas (Tsuda et
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al., 1982). También en Plenodomusmeliloti, hongo fotoínduci­
ble, se observó la formación de picnidios en oscuridad cuando
se disminuyó el volumen del medio sólido hasta J ml, y adju­
dicaron el hecho a un "efecto de contacto" (Zafar y Colotelo,
1979).

De manera semejante pueden explicarse las variaciones
en el desarrollo de ascos maduros.

Por el contrario, el diámetro de los apotecios y el
crecimiento vegetativo aumentaron conforme lo hicieron las
cantidades relativas de los nutrientes, hecho que coincide
plenamente con lo discutido en el capítulo de nutrición.

La variación del volumen de medio de cultivo líquido
y del volumendel frasco utilizado también afectó al desarro­
llo de I. carneus. El crecimiento vegetativo no mostró dife­
rencias significativas salvo para el caso de los frascos de
250 ml con SO ml de medio que, junto con los de 100 ml con 20
ml de medio, fueron los únicos en los que se detectó signos
de autólisis.

El desarrollo sexual se vió favorecido por los bajos
volúmenes de medio pero sólo hasta frascos de 100 ml.

La obtención do apotecios en medio líquido representa
un hecho de importancia, ya que son muy pocos los casos
registrados de Ascomycetesque fructifiquen en esas condicio­
nes debido, probablemente, a la falta de un sustento sólido
(Asina et a1., 1977; Moore-Landecker, 1992). En muchos Basi­
diomycetes la fructificación en medio líquido se ve favore­
cida por el agregado de vermiculita (Tan y Moore, 1992).

Nectría ditíssima es uno de los pocos Ascomycetes en
los que se observó fructificaciones en medio líquido es­
tático, aunque para ello se requierieron mayores intensidades
de luz que las necesarias en mcdio sólido (Dehorter y Perrin,
1983 a).

El agregado de PEC-6000favoreció el desarrollo de I.
carneus. El número de apotecios por frasco encontró un valor
máximo en una proporción del polímero del 7.5% aunque sólo se
hallaron aseos maduros en O a 1%. El crecimiento hifal tam­
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bién se vió favorecido por el aumento de la concentración del
polímero en el medio de cultivo.

En Saprnlcgnia diclina y S. ferax altas concentra­
ciones de PEG-GOOO(o bajo potencial mátrico en el medio de
cultivo) afectaron negativamente el crecimiento hifal y a la
producción de oogonios (Smith et 81., 1990).

La aireación del micelio, o la falta de ella. pueden
provocar importantes alteraciones en el desarrollo fúngico
(Moore-Landecker y Shropshire, 1982; States, 1975; Plunkctt,
1956).

En I. carncus se halló una baja producción de apo­
tecios en cajas selladas con Parafilm en luz continua, lo que
podría explicarse en base a la acumulación de dióxido de car­
bono en la atmósfera. Altas presiones de dióxido de carbono
inhibieron la producción de fructificaciones en Schizophyllum
commune (Raudaskoski y Viitanen. 1982; Bromberg 3' Schwalb,
1976) y alteraron el desarrollo en Penicillium isariiforme
(Graafmans, 1973), en Lentinula edodes la falta de aireación
afectó la expansión de sus primordios (Leatham y Stahmann,
1987).

Para otros autores la evaporación del agua del medio
de cultivo en las cajas no selladas favorecería el desarrollo
de fructificaciones (States, op. cit.; Plunkett, op. cil.).

La producción de apotecios en oscuridad en cajas
selladas es un proceso más complejo, aunque el hecho de que
todos se diferenciaran sobre los borde de las cajas indicaría
la presencia de un probable "efecto de borde" favorecido por
el sellado. Muchos autores proponen la existencia de metabo­
litos volátiles emitidos por el micelio que podrían inhibir
(Moore-Landecker y Shropshire, 1984) o estimular (Basith y
Madelin, 1968) la fructificación, hipótesis que no puede ser
totalmente descartada en I. carneus.

Los micelios desarrollados ¿1 partii' de inóculos de
distintas edades y fructificados no mantuvieron su capacidad
de diferenciación sexual cn la oscuridad. También el ritmo de
crecimiento fue bajo principalmente en aquellas colonias ori­
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ginadas de inóculos de las zonas más viejas, poniendo de
manifiesto un alto grado de diferenciación de las células en
la colonia original.

Tras su reincubación en luz mostraron un rápido de­
sarrollo sexual, aunque sólo se detectaron ascos con ascos­
poras en los provenientes de las regiones más jóvenes de la
colonia original. De esta manera se pone de manifiesto que
los sistemas involucrados en la diferenciación sexual son
estrictamente fotodependientes, y que aquellos involucrados
en el inicio del desarrollo fueron más estables en esta ex­
periencia que aquellos involucrados en el desarrollo de las
ascosporas. La falta de esporas se debió probablemente a la
decadencia de un sistema fotorreceptor específico, o a la de
los mecanismos metabólicos involucrados en el proceso.

En Schizophyllum communelos inóculos provenientes de
regiones más jóvenes de la colonia tuvieron respuestas meno­
res a la luz que la de aquellos extraídos de zonas más viejas
(Raudaskoski e Yli-Mattila, 1985).

El desarrollo de fructificaciones sin ascos ante la
presencia de una barrera física introducida en el medio de
cultivo, pone en evidencia el delicado equilibrio interno del
organismo, y la importancia que los factores internos. aún
desconocidos, tienen sobre los procesos de diferenciación
sexual en los hongos. La inducción dada en estas condiciones
se debió probablemente a un cambio en los patrones de creci­
miento hifal y su ramificación, o a la inhibición del cre­
cimiento vegetativo por la presencia de las barreras.

En Phoma sp. y Ascochyta pisi se encontraron fruc­
tificaciones en oscuridad cuando se agregó papel celofán so­
bre el medio de cultivo (Suryanaraynan y Swamy, [981). Los
autores consideraron que estos micelios poseían mayor can­
tidad de hifas aéreas y un mayor número de ramificaciones
sobre los bordes de la colonia, lo que sería de gran impor­
tancia en el cambio de la fase vegetativa a reproductiva.



Conclusiones
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El desarrollo de Iodophanus carneus se vio afectado
por diversos factores externos que modularon tanto su creci­
miento vegetativo cuanto su diferenciación sexual. Entre los
más sobresalientes encontramos:

Nutrición.

- Desarrollo de apotecios y esporas dentro de rangos limita­
dos de concentraciones iniciales de glucosa y fructosa (2-4 y
de 2-3 g de C/l respectivamente).
- La relación C/N óptima inicial (con glucosa y asparagina)
para el número de apotecios fue de 10:] y para el tamaño de
los mismos de 15:1.
—El aumento de las concentraciones de C o de N en el medio
de cultivo incrementó el crecimiento vegetativo.
- El diámetro de los apotecios mostró siempre una correlación
positiva con el crecimiento vegetativo y la cantidad de nu­
trientes disponibles en el medio.
— Glucosa y manosa fueron las fuentes de C más favorables
para el desarrollo sexual y el crecimiento.
- Arabinosa y galactosa inhihieron el crecimiento.
- Asparagina, glicina y acetato de amonio fueron las fuentes
de N más favorables.
- Triptofano inhibió el crecimiento.
- La pigmentación del micelio aumentó junto con el aumento de
las concentraciones de C o N.
- Existió una relación directa entre el tipo de fuente de C o
de N del medio, la pigmentación del mieelio y la fructífica­
ción. Las únicas excepciones fueron leucina y principalmente
fenilalanina que presentaron una alta pigmentación miceliana
pero sin fructificaciones.

Luz.

—El desarrollo sexual fue totalmente fotodependiente. mani­
festando una respuesta típicamente cualitativa.
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- Se obtuvieron fructificaciones fértiles dentro de un rango
de luminosidades de 10 hasta 500 b/p.
- Irradiaciones de 10 seg. durante el 59 día fueron suficien­
tes para inducir la diferenciación de apotecios, pero se ne­
cesitó un mínimo de 4 hs. para inducir el desarrollo de
ascosporas.
— La inducción del desarrollo sexual con luz blanca fue
máxima durante el 59 día de crecimiento. pero se demostró la
existencia de una etapa inhibitoria de dicho proceso y acti­
vada por la luz durante los tres primeros días de creci­
miento.
- Los apotecios se desarrollaron dentro de zonas definidas y
predecibles sobre las colonias y relacionadas con el momento
de la irradiación. evidenciando distintos grados de respuesta
al estímulo y dependientes de la madurez del micelio.
—La fotoinducción generaría una sustancia o grupo de ellas,
capaces de una rápida difusión en el sentido radial y lateral
de la colonia. para producir finalmente una respuesta sobre
células con un grado de diferenciación determinado. La luz
también activaría un proceso inhibidor del desarrollo sexual
y que difundirían principalmente en el sentido radial.

Los fotorreceptores dc uno y otro procesos posccrían
un comportamiento espacial distinto. Los encargados de la ac­
tivación de] inhibitorio se encontrarían sobre las hifas cre­
cidas durante los días 19 al 39, y mantendrían su capacidad
de fotoinhibición incluso hasta el 59 día de crecimiento. La
capacidad fotoinductora siempre se halló relacionada con las
zonas de crecimiento de la colonia.

Así la ubicación de los apotecios sobre la colonia y
su número dependerían de la competencia entre el proceso de
inhibición y el de inducción y del grado de respuesta poten­
cial de las células a este último efecto.
—La inducción y la inhibición se vieron favorecidas por la
luz azul, indicando la posibilidad de que el fotorreceptor
sea una flavina.
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- La mayor producción de carotenos se dio en UVc, manifes­
tando la posible presencia de una flavina en la recepción del
estimulo.
- La luz afectó negativamente la velocidad de crecimiento en
el medio de cultivo líquido, pero le aumentó cuando el medio
fue sólido.
- No hubo desarrollo sexual en oscuridad en ninguno de los
distintos tipos fuentes de C o de N probadas ni ante la va­
riación de sus cantidades.
- Los efectos de inhibición y de inducción dependieron de la
cantidad de glucosa disponible en el medio.

Metabólicos.

- El agregado de AMPcen oscuridad indujo el inicio del desa"
rrollo sexual. lo que pondria de manifiesto su posible papel
de intermediario en el proceso.
- Se encontró una correlación directa entre el metabolismo
del glucógeno, la luz y ht diferenciación sexual, con una
acumulación del polisacárido en oscuridad y su degradación
ante el desarrollo de fructificaciones en luz.

Temperatura.

- La inducción con luz durante el 59 día fue ineficaz a 18"C
y a 28°C sólo se hallaron numerosos primordios, demostrándose
de esta manera la influencia de la temperatura sobre el pro­
ceso de diferenciación sexual y su respuesta a la luz.
- La temperatura alteró la velocidad de crecimiento durante
la fase exponencial y así el día del pico de crecimiento, o
el momento en el que se cubrió la totalidad del medio dc cul­
tivo sólido. Pero no se modificó notoriamente la biomasa en
el momentodel pico de crecimiento para los medios líquidos.
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Conclusiones .

Condiciones de cultivo.

- Lu cantidad de agar del medio de cultivo sólido nlteró el
desarrollo sexual del hongo.
— Se obtuvo el desarrollo sexual completo en medio líquido,
mejorándoselo con el agregado de PEC-6000.
- El sellado de las cajas de Petri modificó el desarrollo de
las fructificaciones en luz y en oscuridad, provocando un
efecto fotomimético en ésta última.
- Los inóculos provenientes de las zonas más viejas de las
colonias mostraron un crecimiento pobre y una respuesta
sexual incompleta, evidenciando un alto grado de diferencia­
ción de dichas áreas.
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