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El. DESARROLI.O EN JILOS FHONGOS FILA—
MIENTOSOS . GENERAL IDADES

A. CRECIMIENTO Y DIFERENCIACION.

El ciclo de vida de los hongos filamentosos es gene-
ralmente breve y en é| se puecden producir esporas de origen
sexual o asexual de las que depende la continuidad de las es-
pecies. Ista 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 caracteristicas de una generacién a otra y que son
afectados en sus manilestaciones por numerosos factores
ambientales. Pero esta nocién tiene dos componentes fundamen-
tales que son: el crecimiento que cubre el aspecto cuantita-
tivo del desarrollo, y la diferenciacién, 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 periodo de incubacién, siendo el resultado neto de una
multitud de cambios moleculares, celulares y morfolégicos.
Esa variacién serfa la consecuencia de un incremento en el
ndimero de células y/o del almacenamiento de sustancias séli-
das. Si se grafica dicha variaci6én expresada, por ejemplo,
como peso seco de micelio en funcién del tiempo se puede ob-
tener una curva como la gque muestra la figura 1.1 y en la que
se pueden diferenciar distintas etapas. La primera es la
etapa Jag, en ella el organismo trata de adaptarse al nuevo
ambiente involucrando posiblemente la induccién y/o derepre-
sién de enzimas que aprovechen los nutrientes disponibles; su

duracidn dependerd de los factores ambientales en juego y de
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la potencialidad genética del organismo en adaptarse a dicho
medio.

l.Lv. segunda es la fase exponencial que se cacacteriza
porgue el individuo alcanza el miximo ritmo de crecimiento
para el conjunto de condiciones ambientales dadas. Pero si
los nutricntes llegan a concentraciones limitantes o se pro-
ducen cambios ambientales desfavorables en factores tales
como la ltensién de oxigeno, el pH, o la presencia en el medio
de metabolitos secretados que le resulten téxicos, el orga-
nismo disminuye su ritmo de crecimiento y entra en la 1]lamada
fase de desaceleracién. Eventualmente el crecimiento llega a
un platecau o fase estacionaria, y si las condiciones que li-
mitan el crecimiento persisten se produce la fase de de-
clinacién o de autdlisis del micelio, en la que predominan
los proccesos degradativos.

Como se menciondéd anteriormente, durante el desarrollo
no sélo ocurren cambios cuantijitativos sino también cualitati-
vos que reciben el nombre de diferenciacidén (Wareing y
Phillips, op.cit.), y que incluyen las modificaciones morfo-
16gicas v fisiolb6gicas que sufre el organismo, como por ejem-
plo la ramificacién y maduracién hifal y el desarrollo de es-
tructuras rceproductivas.

Cuando el término desarrollo se rtefiere a cambios
exclusivamente morfolégicos, se habla usualmente de morfogé-

nesis.

B. DESARROLLO Y METABOLISMO.

Puede demostrarse que existe una correlacién entre el
desarrollo v el metabolismo de un hongo. Mientras se desarro-
Jla en un mecdio sin factores que limiten su crecimiento, pri-
van en su metabolismo las llamadas vias primarias por las que
se toman v utilizan los nutrientes a un ritmo madximo para sus

posibilidades (fase exponencial). En ella la produccién de
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metabolitos secundarios es rara. A esta etapa se la |llama
usualmente (rofofase (Fig. 1.1).

Para Borrow et al. (1961) cuando los nutrientes se
tornan limilantes cesan las divisiones celulares, aunque
pucde repistrarse aumento del peso seco por la acumulacién
de sustancias de reserva, y se inicia la etapa de autélisis y
con ella la sintesis de metabolitos secundarios. Este estado
recibe el nombre de idiofase. Berry (1975) amplfa el concepto
definiendo un desbalance metabélico ante un nutriente esen-
cial limitante, con lo que el metabolismo se desviaria hacia
vias no (undamentales para el crecimiento.

Estos metabolitos secundarios son fenotipicamente es-
pecificos .y su produccién es extremadamente sensible a las
condiciones de cultivo e historia previa del organismo
(Bu’lLock, 1975), siendo dc¢ gran importancia cientifica y téc-
nica. Enlre los metabolitos secundarios se encuentran los an-

tibidlicos, los pignmentos vy las micotoxinas entre otros.

C. DESARROLLO SEXUAL.

.o reproduccién sexual es un punto importante dentro
del ciclo de vida de los hongos filamentosos, en =]la se ob-
servan los cambios morfogenéticos mds dramdticos.

IFn muchos casos ¢l desarrollo sexual necesita de un
periodo de¢ crecimiento vegetativo previo para que el orga-
nismo resultc competente en su posterior diferenciacién, y a
menudo la misma es inducida cuando algin factor externo o in-
terno empieza a ser limitante (Smith, 1975).

Asi ¢l desarrollo vegetativo, el sexual y el metabé-
lico estarian relacionados entre si. En Nectria ditissima
(Dehorter ¥ Perrin, 1983 b)) y N. galligena (Dehorter y
Bernillon., 1983) los primordios de los peritecios aparecieron
en los cultivos liquidos ¢l mismo dia del pico de crecimiento
para la primera (89 a 99), o tres dias después en Ja uUltima

(pico en o) dia 11O ¥y primordios en el 149), completidndose el
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desarrollo sexual en ambos casos durante la etapa de autéli-

sis.

D. FACTORES QUL AFECTAN AL DESARROLLO.

! proceso morfogenético de un organismo podria ser
considcrado como una compleja sucesién de expresiones génicas
diferenciiales que serian controladas por factores genéticos y
ambientales (luz, temperatura, cantidad y calidad de nutrien-
tes, pil, ctc.).

kn Sordaria brevicollis (Broxholme et al., 1991) se
pudo detecrminar una correlacién entre distintas etapas morfo-
genéticas (incluyendo la vegctativa), la expresién de poli-
péptidos y la translacién de mRNA. De un total de 200 poli-
péptidos, 31 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 lavoreciendo la esporulacién o evitdndola, y general-
mente con rangos mas acotados que los correspondientes para
laa reproducciédn ascxual o el crecimiento vegetativo (Lilly y
Barnett. 1951).

Un caso especial es el del heterotalismo, muy comin
en Ascomicctes. En las formas homotédlicas la secuencia del
desarrollo sexual es constitutiva, dependiendo su inicio vy
progreso de¢ factores ambientales y de condiciones internas
favorables. En cambio en las heterot&licas, el comienzo de la
morfogénesis sexual es gatillada por la interaccién de dos
micelios compatibles (Turian, 1978).

IFinalmente, no s6lo es importante la accién de uno o
varios lacltores para gatillar los procesos de diferenciacién
reproductivos sino también el efecto que tuvieron esos, u

otros lactores, en las etapas previas del desarrollo.
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FACTORES QUE AFIECTAN AL DESARROLILO

Son muchos los factores que influyen sobre el creci-
miento y la diferenciacién de los hongos filamentosos; las
interacciones que se dan entre los factores internos, propios
del individuo, y las caracteristicas fisicas y quimicas 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 constitucién genética difiere de unas a otras es-
pecies e incluso lo hace entre aislamientos de una misma es-
pecie, por lo que las respuestas fenotipicas potenciales de-
penderdn de dicha constitucién y del tenor y tipo de factores
que le estén afectando.

l.La conservacién de Jlas cepas siempre trae aparejados
cambios morfolégicos y fisiolégicos independientemente del
método utilizado -como por ejemplo la tensién de oxfgeno, la
crioconservacién, la desecacién, etc.- (Dupont et al., 1986).
En el caso de Saccobolus platensis se observaron alteraciones
importantes cuando se le enfrentd6 a sucesivos repiques y al
mantenimiento a bajas temperaturas. Conforme aumentaba el
tiempo de conservacién disminuia el nimero de apotecios en
medio sélido, as{ como también la velocidad de crecimiento en
medio liquido y las velocidades de asimilacién de glucosa y
la sintesis de glucégeno (Forchiassin y Diorio, en prensa), y
las proteinas solubles sufrfan alteraciones cuali y cuantita-

tivas (Diorio y Forchiassin, en prensa).
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En las Ascoboldceas es comin la pérdida de fertilidad
por almacenamicento, por lo que se apela generalmente a la
regencracion de las cepas cultivdndolas en sus medios natura-
les.

A to largo del crecimiento de las colonias sus hifas
sufren con el transcurso del tiempo una serie de cambios
irreversibles que afectan su desarrollo, asf{ las células de
una misma colonia podrén tener distintos grados de desarro-
Ilo. '

Un factor importante en la edad de las hifas es la
pared celular. Existen diferencias estructurales y de compo-
sicidn entre la pared de la zona apical en expansién y la de
la zonas mds alejadas lo que indicaria una relacién entre la
edad de!l micelio y sus caracteristicas morfolégicas y fisio-
l6gicas (Fencl, 1978). Estas diferencias también se eviden-
cian en la cxpresioén génica, c¢n Neurospora crassa no se de-
tectd una importante disminucién en la formacién de proteinas
y acidos nucleicos en las zonas mads viejas del micelio con
respeclo a las apicales (Zalokar, 1959 b), pero pueden exis-
tir difercencias cualitativas de forma tal que diferentes en-
zimas pueden ser sintetizadas en diferentes loci, dependiendo
de la edad de las células en cuestién (Zalokar, 1959 a y b);
un buen ejemplo se encuentra en Aspergillus niger en el que
la sintesis de protecasas se produce recién a 40 um del 4dpice
y nunca en él (Fencl, op. cit.). Como veremos mas adelante,
la cdad del micelio mostrard una gran importancia con res-
pecto a su madurez para recibir estimulos externos que le
permitan iniciar el proceso sexual.

Otro factor interno interesante son los ritmos endé6-
genos que¢ consisten en oscilaciones no lineales que se
mantienen por si mismas con diferentes frecuencias y asocia-
das a dislintos factores (Nongkynrih y Sharma, 1992), se pue-
den prescntar con periodos dec fracciones de segundo hasta de
varios afios, siendo los mds conocidos los ritmos circadianos.

Las actividades ritmicas en los hongos se pueden dar

en cualquicr cstado de su ciclo de vida e incluyen efectos
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tales como la formaciédn de bandas de crecimiento vegetativo o
de esporulincién, descarga ‘de esporas periédicas, biolumi-
niscencio, oscilaciones en la evolucidn del COy, en los con-
tenidos de ATP y NADH, v ¢n la sintesis de ADN y ritmos mité-
ticos, aunque sus mecanjismos no son conocidos (Lysek, 1978).
l'videncias detalladas de ritmos en hongos s6lo se han
hecho para Ascomicetes (principalmente en Neurospora crassa y
Podospora anserina, ambas pertenecientes a la familia Sorda-

riaccac).

B. FACTORES EXTERNOS.

l.os factores ambientales que afectan al desarrollo de
los hongos filamentosos son numerosos e incluyen a los nutri-
cionalces, pll del medio, la temperatura, la luz, la aireacién,
y hasta lo« métodos de inoculacién y esterilizacién. En estas
lineas harcmos hincapié en aquellos que se encuentran rela-

cionados con la labor experimental del trabajo.

Factores nulricionales.
lLa nutricién es un aspecto importante del desarrollo
de los honeos, tiene influencia la calidad y la cantidad de

la fuente v Ja etapa del desarrollo del organismo que es
afectada.

lF'uentes carbonadas.

l.as fuentes carbonadas tienen dos funciones esencia-
les: i) el aporte del carbono necesario para la sintesis de
los esquelctos carbonados de los carbohidratos, las protei-
nas, los lipidos v los acidos nucleicos; ii) la obtencién de
encraia tras su oxidacidn.,

Lo compucstios aprovechables por los hongos son nu-
merosos y abarcan desde carbohidratos simples, aminoécidos,
dcidos orginicos, compuestos policiclicos y alcaloides hasta

sustancias complejas como el almidén. la celulosa y la lig-
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nina. Pcro cada especie posce sus propias habilidades para
utilizar compuestos determinados.

Cuando se compard el comportamiento de cinco especies
del género Helminthosporium en distintas fuentes de carbono
s¢ cncontré los mejores crecimientos en glucosa y manosa para
todas las especies excepto para H. rostratum, que mostré un
pobre desarrollo vegetativo en el primer azdcar (Reddy,
1969).

n términos gencrales la glucosa es el monosacdrido
mis wusado por los hongos para su desarrollo pero, como se
pudo observar en el dltimo ejemplo, no es el dnico.

] aprovechamiento de fuentes mds complejas dependeré
de la capacidad decl organismo para degradarla extracelular-
mente. Asi Pisolithus tinctorius crecié mejor en manitol (280
myg de peso seco/100 ml) v glucosa (268 mg/100 ml), aprove-
chando también sacarosa (242 mg/100 ml (Smith, 1982).
Pleospora raudefroyi crecié en manosa (65.9 mg de peso
seco/25 ml). fructosa (52.7 mg/25 ml), glucosa (38.9 mg/25
ml), almidén (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 rcespectivamente) evidenciando un mejor aprovechamiento
de glucosa v almidén por parte de la Ultima especie (Crabtree
y Gessner, 1982).

it desarrollo sexual también se encuentra determinado
en gran medida por el tipo de fuente carbonada disponible.
Para Ncctria haematococca Jas fuentes que favorecieron la
produccion de cuerpos fructiferos fueron ribosa, maltosa y
manosa (Qureshi y Page, 1972); para Cordyceps militaris
almidén y sacarosa, pero en glucosa no hubo desarrollo
(Basith v Madelin, 1968); en Podosordaria Ileporina almidén
(Koehn., 1971); y en Venturia Iinaequalis sacarosa y maltosa
(Ross y ltamlin, 1965).

Se puede afirmar entonces que un hongo podréa aprové-
char una delerminada fuente carbonada para su crecimiento y/o

desarrollo sexual si: 1) posee los mecanismos extracelulares
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neccsarios para la hidrdlisis en el caso de los polimeros,
ii) que existan los sistemas de transportes de membranas es-
pecificos (constitutivos o inducibles) vy iii) que el com-
puesto pueda integrarse al metabolismo del hongo.

'ero no sélo el tipo de fuente es importante sino
también ta cantidad, ya que un aumento del carbono aprove-
chable por el organismo en el medio de cultivo y dentro de
ciertos limites (sin alterar principalmente el balance os-
moético) henefician al crccim}cnto vegetativo, pero suelen in-
hibir a la reproduccién sexual. Esta, generalmente, se ve
favorecida por concentraciones de carbono menores.

En  Sclerotinia sclerotiorum los apotecios se de-
sarrollaron mds répido y en mayor cantidad en medios con O.1
a 0.3% dJde sacarosa, mientras que en concentraciones de 1% o
mis no hnbo cucrpos fructiferos (Budge y Whipps, 1991).

n otro ejemplo James y McLaughlin (1988) lograron
inducir la fructificacién de Clavicorona pixidata al pasarla
desde un medio rico (YPG) a uno limjtado; pero la induccidn
se¢ producia aungue en el medio pobre las concentraciones de
carbono fuesen relativamente altas (entre 20 y 40 g/1). Asi,
no sé6lo c¢s importante la cantidad de la fuente de carbono,
sino tamhién el de los restantes nutrientes o factores de
crecimiento presentes en el medio de cultivo.

ina misma fuentc carbonada puede afectar a las dis-
tintas ctapas de] decsarrollo de un organismo de maneras dis-
tintas. Asi por ejemplo. el crecimiento de Aspergillus niger
en medio solido fue importante en fucntes como maltosa, xi-
losa., o glucosa al igual quce e! desarrollo de esclerocios,
pcro en ribosa, manitol, y en los dcidos malénico, fumirico y
citrico no hubo esclerocios a pesar de haber alcanzado indi-
ces de crecimiento vegetalivo similares a los obtenidos en
las primeras (Agnihotri. 1969). En Saccobolus platensis se
detectd un crecimiento hifal importante con fructosa, maltosa
y OCMC v con nitrato de amonio como fuente de nitrégeno, pero

la densidad de apolecios fue reducida al compararlas con las
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obtenida. en glucosa o almidén, ambas con crecimientos vege-

tativos lavorables (Forchiassin, 1989).

Fuentes nitgogenadas.

Yos  hongos necesitan fuentes nitrogenadas para la
sintesis dc¢ aminodcidos. purinas, pirimidinas, glucosamina,
varias vilaminas., c¢lce.; lodos ellos constituyentes celulares
fundamentales. Para ello pueden utilizar una gran variedad de
compucstos nitrogenados.

o un trabajo ya clasico de Robbins (1937) se clasi-
fica a los hongos en cualro grupos de acuerdo a su capacidad
para melaholizar N, NO™ 4. NH44. y/o nitrégeno organico.

Cada especie poscerd (como en ¢l caso de las fuentes
d¢ carbono) sus propias necesidades para alcanzar un creci-
miento  optlimo. Scgan  L.ima y Mercuri (1984) Ascobolus
furfuraccus mostré un buen crecimiento en medios con carbo-
nato d¢ amonio, asparagina v nitrato de sodio (mads dec 5 mg de

peso scco/ml); en menor proporcidén en urea, acetato de amonio

miento pobre en nitrato Jde amonio, sulfato de amonio lo-

y fosfalo dibdsico de amonio (entre 4 v 2 mg/ml); ¥y un creci-
y ¢
ruro de amonio (menos de 0.5 mg/ml).

La capacidad de fijacién del nitrégeno molecular por
parlte dc¢ los hongos no tiene todavia evidencias inequivocas
(Garrawav v FEvans, 1984).

Kl uso del ion nitrito suele ser téxico para la ma-
voria dc¢ las especies debido, posiblemente, a su habilidad
para deaminar v a la intcerlerencia gque produce sobre ¢l me-
tabolismo de¢l azufre. por su semejanza con el ion sulfito
(Pateman v Kinghorn, 1976).

El nitrato es utilizable por muchos hongos salvo para
cicrtos grupos como los BRasidiomyceles, Saprolegniaccae y
Blastocladinles, gque son incapaces de sintetizar nitrato re-
ductasa (Whitaker., 1976). Eksta enzima es reprimida por el
amonjio per lo tanto, ante la presencia de ambas sustancias en
el medio. wn hongo que pueda utilizarlas tomard primero al

amonio.
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Lav urea es generalmente una buena fuente de nitrégeno
para el crecimiento y es hidrolizada extracelularmente en
HCO™3 v NI*y (Friedrich y Magasanik, 1977; Hutner, 1972) déan-
dose con ello la posible incorporacién del HCO'3 (Roon y
Levenberg. 1970).

Los aminodcidos suelen ser buenas fuentes de nitré-
geno, aunquc especificos para cada organismo. En muchos casos
pueden actuar también como fuente de carbono. En Aphanomyces
laevis y Pyvthium ultimum fue evidente el uso de alanina y
glutamato como fuentes de carbono, alcanzando crecimientos
seme jantes a los de glucosa (Gleason et al., 1970).

En lo que respecta a la diferenciacién sexual las me-
jores fuentes de nitrégeno suelen ser los aminodcidos o las
mezclasfdc ellos, mientras los compuestos con amonio suelen

ser pobres para el desarrollo de ascocarpos debido, tal vez,

a la variacién del pH que provocan en el medio (Moore-
Landecker. 1992),.
El desarrollo sexual puede ser alterado por los ni-

veles de nitrégeno presentes en el medio de cultivo. La ma-
duracién de los apotecios de Pyronema domesticum fue favore-
cida por casaminodcidos en una concentracién de hasta 1 g/l,
concentraciones mayores reprimieron la maduracién de as-
cogonios e hifas ascégenas (Moore-Landecker, 1975). En
Nevrospora c¢rassa 25 mM de nitrato de amonio inhibieron la
produccién de protoperitecios mientras que una concentracién

de 0.25 mM favorecié su desarrollo (Sommer et al., 1987).

Relacién_ C/N.

l.Los hongos filamentosos suelen necesitar una cantidad
de carbono mayor que 1a de nitrégeno en el medio de cultivo
para completar el desarrollo sexual, de esta manera surge el
concepto de la relacién carbono/nitrégeno que para muchos au-
tores es caracteristica de cada especie.

Hall (1971), utilizando glucosa o maltosa como fuen-
tes de carbono y nitrato de potasio como fuente de nitrégeno,

observd en Sordaria fimicola que la mayor cantidad de fructi-
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Ticaciones se daban dentro de relaciones C/N 5:1 a 10:1, aun-
que c! crecimiento y las fructificaciones aumentaron dentro
de e¢sle rango con el aumento de las concentraciones de cada
fuente. Un Pisolithus tinctorius las mejores relaciones,
usando plucosa y sulfato de amonio, fueron de 10:1 a 20:1
(Smith. 1982).

Pcro en otros casos como el de Leptosphaeria typhae
(Vidal et al., 1975) se determiné que la fructificacién va-
riaba d¢ acuerdo a la fuente de carbono utilizada y no a la
C/N: asi para maltosa fue de 40:1 a 80:1, en glucosa de 40:1
a 160:1 v en xilosa de 7:1 a 18:1.

Mincrales, vitaminas y factores de_crecimiento.

l.os hongos necesitan de determinados elementos inor-
ganicos llamados esenciales. va que sin ellos el crecimiento
vegetativo decae o se reduce su capacidad de reproduccién.
Algunos de cvstos nulrientes minerales son necesarios en can-
tidades relativamente grandes en el medio de cultivo y son
lfamados macronutrientes, en contraposicién se llama micronu-
trientes a aquellos de Jlos cuales s6lo se necesitan trazas.

Entre Jlos macronutrientes escontramos al magnesio,
importante como cofactor de numerosas enzimas e involucrado,
junto con ¢l manganeso, en la transferencia de grupos fos-
fato. Foxforo, componente de macromoléculas como DNA, RNA y
fosfolipido:s o de moléculas menores como NAD, FAD, vitamina
B{p, ¥y coenzima A, constituyente de nucleétidos como ATP, GTP,
etc. Potasio, involucrado en procesos de transporte de mem-
brana ¥y control osmético. Azufre, componente de protefnas y
vitaminas., Calcio, relacionado a procesos de agregacién celu-
lar y en ¢l funcionamiento de microtibulos y microfilamentos.

En ¢l caso de los micronutrientes se desconoce para
la mayoria de los hongos su importancia. aunque muchos actian
como cofaclores de enzimas: el cobre de varias oxidasas, el
molibdeno dev la nitratoreductasa, el hierro en grupos hemo y

el zinc ¢n la alcoholdeshidrogenasa.
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l.os hongos dificren prandemente en lo que respecta a
sus requerimientos de vitaminas, incluso dentro de cepas de
una misma  c¢specic. aunque estos compuestos son necesarios
para el desarrollo. Suelen funcionar como coenzimas o cons-
tituyentes Jde coenzimas.

Muchas vilaminas pucden ser sintelizadas por los hon-
gos pero la mavoria de ellos necesitan tiamina y biotina. Las
principales vitaminas son la tiamina, implicada en reacciones
de remocidén y transferencia de grupos aldehido. Biotina,
rclacionada con reacciones de carboxilacién. Riboflavina,
involucrada en el transporte de electrones y los fenbémenos de
fotorrecepeién., Niacina que es un componente del NAD(H) y el
NADP(I1). Y la piridoxina involucrada en las reacciones de
transaminacion.

los llamados faclores de crecimiento incluyen a com-
pucstos orginicos que promueven el desarrollo fdngico sin ser
fuentes nulritivas ni acluar como cocnzimas. Suelen interve-
nir en concentraciones pequefias al igual que las vitaminas.

En muchos hongos. como en Ceratocysis ulmi (Marshall
et al.. 1082), el agregado de¢ dcidos grasos y principalmente
dcido tinoldtico, estimularon ¢!l desarrollo de cuerpos fructi-
feros. En Armillaria mellea el agregado de &cido oleico, li-
noléico v ltinolénico favorccieron a Jla iniciacién y creci-
miento del rizomorfo; pero dichos édcidos grasos no actuaron
como fuentes de carbono., la que debié ser agregada al medio
para detcectar sus electos (Moody y Weinhold, 1972).

las hormonas vegclales como ¢l dcido indolacético y
la giberclina pueden afectar el crecimiento de los hongos fi-
lamentlosos. Muchos hongos pardsitos de plantas suelen ne-
cesitar extractos de sus hospedantes para completar su de-

sarrolfo e¢n medios sintéticos.

Concentracion del ion hidrégeno.
l.os hongos generalmcnte presentan rangos de pl dentro
de tos c¢nales pueden completar su desarrollo, fuera de dichos

valores ¢ limitan el crccimiento vegetativo y el desarrollo
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sexual. hichos requerimientos suelen estar relacionados con
el habitat natural del organismo (Moorc-Landecker, 1992).

Fl ol del medio de cultivo puede variar a Jlo largo
del crecimicnto fungico afectando a etapas determinadas del
desarrollo. Estos cambios se pueden deber al aumento de bases
en el medio por la utilizacién de aminodcidos y de proteinas,
a la utitizacidén de aniones o de cationes, o a la formacién
de 4cidos a partir de compuestos neutros como las sales
inorgi-nicas. En todos los casos se produce un desbalance i6-
nico en <! medio a causa del metabolismo fingico y del tipo
de fucnte.

l.os mecanismos por Jos cuales el pH afecta al desa-
rrollo son muy diversos. Asfi, puede alterar la solubilidad de
los nutlricnles inorgdnicos o la actividad de las enzimas ex-
tracelulares.

Pero la influencia delt pH también depende de las ca-
lidades de los distintos nutrientes. Por ejemplo en Sordaria
fimicola no se observéd crccimiento a pil 3.6 6 3.8, pero si a
pH 4.0. aunque el agregado de¢ tiamina a medios con pH 3.6 6
3.8 favorecid el crecimiento vegetalivo y la diferenciacién
de perilecios (Lilly y Barnett, 1947).

Polencial osmético y métrico.

LT potencial osmético y el potencial métrico del me-
dio de cultivo pueden alterar tanto al crecimiento cuanto a
la reproduccién de los hongos. En Saprolegnia diclina y S.
ferax sus biomasas y produccién de esporas disminuyeron con
la rceduccién del potencial agua con KCI o manitol, o por la
disminucion del potencial mAtrico con PEG 6000 (Smith et al.,
1090).

I'n Pyrenophora tritici-repentis (Pfender et al.,
1988) v c¢n Chalara elegans (Punja, 1992) el crecimiento ve-
getativo ocurrid dentro de rangos de potenciales agua mayores

que los que permitieron el desarrollo reproductivo.
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Condicioncs atmosféricas.

La almésfera dentro dcl entorno de los cultivos con-
ticne una amplia variedad de pgases y de metabolitos vo-
latiles.

I.a aireacién constante de cultivos de Pyronema
domesticum pudo sustituir al requerimiento de Iluz para la
formacion de apotecios (Moore-Landecker y Shropshire, 1982).

n haetomium globosum la produccién de peritccios se
vio favorccida por el didxido de carbono, encontriandose su
maximo o¢n una proporcién del! 10% del gas (Buston et al.,
1966) .

1a produccidon de melabolitos voldtiles por parte del
micelio pueden inhibir (Moore-Landecker y Shropshire. 1984) o
estimular (Basilh v Madelin., 1968) la produccién de ascocar-

pos.

Condiciones de cultivo.

l.Las condiciones bajo las que se cultiva al hongo
(medio ligquido o sélido, volumen del medio, soportes sélidos,
etc.) son jmportantes y determinan al trabajo experimental.
El desarrvollo completo, vegetativo y sexual, en un medio de
cultivo lignido presenta una serie de ventajas en cuanto al
anidlisis de variables metabdélicas que no redne el medio sé-
lido. Peto cn la mayoria dc¢ los Ascomicetes el desarrolio
sexual no sc¢ produce satisfactoriamente en medios de cultivo
figquido (Asina et al., 1977; Moore-l.andecker, 1992) debido
probablemcnte a la falta de un sustento sé6lido.

Nectria ditissima c¢s uno de los pocos Ascomicetes en
los que sc¢ han obtenido fructificaciones en medio liquido es-
tialico, aunaue para ello requirié de intensidades de luz ma-
vores que las necesarias c¢n medio sélido (Dehorter y Perrin,
1983 b).

1l volumen del mcdio de cultivo puede determinar el
desarrollo de un hongo. Para Magnaporthe salvinii 15 ml de
mcdio sO6lido fueron mds efectivos en la produccidén de peri-

tecios quer 10O 6 20 ml, y un 1.2 a 2% de agar indujeron un ma-
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yor nimcero de fructificaciones que proporciones de agar meno-
res o wmayorcs a Jas indicadas (Tsuda et al., 1982). En
Plenodomus melilots, honpgo con esporulacién fotoinducible, se
obtuvieron picnidios en oscuridad al disminuir la cantidad de
medio ¢n la caja de Pelri hasta unos 3 ml (Zafar y Colotelo,
1979) .

lLas caracteristicas fisicas de la superficie del me-
dio de cultivo también pueden alterar el desarrollo. Fn Phoma
sp. v scochvta pisi, ambas con esporulacién fotoinducible,
se produnjeron esporas cn oscuridad cuando sobre el medio se
colocd un disco de papcl! de celofadn (Suryanarayanam y Swamy,
1981). lLos autores postularon un "efecto de contacto” provo-
cado por la presencia del celofdn, que favoreccria la dife-
renciaciédn sexual en estos hongos.

Un caso similar se¢ encuentran en Leptosphaerulina
crassiasca. donde se observd la produccién de peritecios en
presencia Jde Juz, y almidén o celulosa como fuentes de car-
bono, pcro en medios con mono o disacdridos s6lo hubo fruc-
tificaciones si se le agrepaba una lamina de papel celofan
sobre Ia superficie del medio sélido, (Suryanarayanan ¥y
Swamyv. (980). En Cochliobolus heterostrophus se obtuviefon
peritecios cuando se lo cultivé sobre una membrana de dié-
lisis (Fukuki y Aragaki. 1973).

LLa luz.

tLa luz pucde estimular o inhibir muchos procesos in-
cluyendo al crecimiento vegetativo, el desarrollo de cuerpos
fructiferos. la descarga de esporas y la sintesis de carote-
nos. Las partes del espectro mds efectivas son las del ultra-
violcta cercano (300-380 nm), azul (380-490 nm), y hasta lon-
piludes Jde onda que incluyen el verde, amarillo y rojo (490-

740 nm) v rojo lejano (mayores de 740 nm).

Crecimiento vegelativo.
S8i bien no hay muchos estudios de la influencia de la

luz sobre ¢l crecimiento hifal, se encuentran fenémenos tanto
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de  induce idn c:omo de inhibicién. Asi en Blastocladiella
emersonii en medio liquido ¢ iluminacién, el crecimiento fuc
tres a cuatro veces mavor que e] determinado en oscuridad
(Cantino v ltorenstein, 1956): pero en Pvronema domesticum el
crecimiento con iluminacién continua fue aproximadamente un
84% menor que el medido en oscuridad (Moore-Landecker y
Shropshirve, 1982).

Para Carlile (1965) el metabolismo fingico es similar
en luz v en oscuridad micntras las condiciones de cultivo
scan Gptimas. Un claro ejemplo de esto lo hallamos en
Karlingcesa rosea que mostrd un buen crecimiento bajo itumi-
nacion censtanle v con glucosa como fuente de carbono, pero
cuando .kse utilizéd celobios: se produjo una disminucién

(itaskins v Weston. 1050).

besacrollo sexual.

Muchos hongos no responden a Lratamientos luminicos o
sélo mue tran cambios ¢n alguna carvacteristica de su de-
sarrollo como por ejemplo en el caso de Ascobolus albidus,
qgue produjo cleistotecios cuando crecié en oscuridad y apo-
tecios en condiciones de iluminacién (Ranalli y Cinto, 1972).

Foero cuando existe una respuesta ésta puede ser cuan-
titativa., cuando se observan variaciones en el nlumero de
cuerpos fruoctiferos, o cualitativa o absoluta si la di-
ferenciacion s6lvo es posible bajo una determinada condicién.
EFn el primer caso encontramos trabajos como los de Qureshi y
Page (I972). quicénes hallaron en cepas homotdlicas dc Nectria
haematococea una mavor produccién de peritecios en condicio-
nes luminicas que en oscuridad. En Neurospora crassa se de-
tectd un mimero de perilecips cinco veces mayor en micelios
irradiados con luz azul por 60 segundos que en aquellos cre-
cidos c¢n oscuridad constantle (Degli Innocenti et al.. 1983).

Ikn muchos casos la luz es esencial para el desarrollo
sexual extahleciéndose d¢ c¢stn manera una fotodependencia ab-
soluta. como por cjemplo en Thelebolus stercoreus (Cooke y

Bark. 1964). Ascobolus magnificus (Yu. 1954), Poria ambigua
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(Robbins llervey, 1960) v 7Trametes extenuatus (Alasoadura,
1063).

I luz pucde afectar al desartollo sexual en distin-
tos momentos, como en Saccobolus beckii (Gamundi y Ranalli,
1969) donde Ja formacién de primordios fue independiente de
la Tuz. pero la maduracién de los apotecios fue fotodepen-
dientc.

fombién Pyvronema domesticum requirié de unas 3 a 6
hs. de exposicidén a la Juz blanca durante el tercer dia de
crecimicnto para inducir el desarrollo de los ascogonios y
luego. en oxcuridad., se observé su expansién y un limitado
desarroila de hifas ascédgenas y ascos. Exposiciones de 36 hs.
o ciclos de 6:18 hs. de luz v oscuridad favorecieron el desa-
rrollo completo de estas eslruclurass y exposiciones mayores
que 96 hs. inhibieron la maduracién de las ascosporas. Asf,
los tejidos estériles y pardlisis requirieron para un miximo
desarrollo wenos luz que el aparato sexuval, y fueron re-
primidas vnor exposiciones c¢xcesivas (Moore-Landecker, 1979 a
y b).

'ero también la luz puede inhibir el proceso de de-
sarrollo sexual como ocurrid en Gnomonia leptostyla con la
difercnciacidn de los protoperitecios y su posterior creci-
miento (lFavret. 1974). En Cochliobolus sativus se detectdé un
mavor ntmere de peritecios en oscuridad que bajo condiciones
fotoperiodicas (Tintine v Dbickson, 1958). Gelasinospora
reticulispora necesité de unas 30 hs. de oscuridad ininte-
rrumpidax  previas a su flotoinduccidén: la interrupcién de
dicha fase con breves exposiciones a luz azul o UVe previnie-
ron la feimacion de peritecios (Inoue y Furuya, 1974 a v b)),

ot rosx Jactores pucden interactuar con la luz en la
determinacidén del desarrollo sexual, como en Schizophyllum
communc. «que cultivado en un medio rico en nitrégeno perdié
su fotodependencia cualilativa y produjo basidiocarpos en
oscuridad (l'crkins., 1969). La produccidén de peritecios y dc
picnidios en Leptosphaerja microscopica, L. eustomoides y L.

arundinacca dJdependié de las condiciones de iluminacién, del
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sustrato v d¢ fa tcemperatura: dichas especies fueron estimu-
tadas por Ia tuz s6lo a [18"C (Roquebert-Hubert y Lacoste,
1071).

En eceneral, la respuesta depende también del tiempo
de exposicidon a la luz y de la intensidad de ésta. Neurospora
crassa necesitdé para su induccidén de 1.05 wm~2 de energia de
luz azul durante 12 segundos. pero con una intensidad de 5.25
x 1072 wm 2 requirié de 240 scgundos para lograr un nimero de
peritecios semejante al del primer tratamiento {(Degli
Innocenti ¢t al.. 1983). En contraste otros hongos requicren
exposicione: mids prolongandas que dificultan la determinacién
de la dosis necesaria: la producciéon de peritecios por
Nectria valligena tuvo una exposicién éptima de 7.5 a 15 wm™ 2
por (2 a 16 hs. entre el 70 v 219 dias de cultivo (behorter y
Lacoste. 1950),

-

Juz y_pigmentacion.

I'n presencia de pigmentos en los hongos es un caréc-
ter comin y de importancia (axondémica. Muchos pigmentos se
acumulan cn ¢l micelio, cucrpos fructiferos y esporas, o pue-
den difundir al medio de cullivo. La sintesis de estas molé-
culas esta detcerminada por laclores genéticos y ambientales,
pero de ltodos ellos la luz surge como uno de los més intere-
sanles.

s pipgmentos son productos derivados del metabolismo
secundario generalmente se hallan presentes tanto en luz
cuanto cen onzcuridad, aunque la luz puede actuar favorecicndo
los procesor de sintesis. Asl{ se observé que la luz estimu-
laba la =intesis de melanina en las hifas de varias especies
de) géncro Phomopsis con exposiciones de solo 20 segundos y
con vna luminosidad de 860 Ix (Ellis y Griffiths, 1975).

I.h PPhycomyces blakeslceanus (Galland y Lipson, 1984)
y c¢n Neuwrospora crassa (De Fabo et al., 1976) se determiné
que la tnz regulaba los niveles de carotenos estimulando su

sintesis. In Dacryopinax spathularia el contenido de ca-
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rotenos on sus paredes ccelulares fue ocho veces mayor en luz
que en oscuridad (vVail y 1illy, 1968).

Pora Saccobolus c¢itrinus, un hongo con fructificacion
folocondicionada, la produccién de pigmentos aumentd conforme
lo hizo ¢l tiempo de iluminacién dentro de los periodos de
Juz v oscuridad alternados a los que fuera expuesto (Mercuri
y Forchiassin, 1978).

Fotoinduccidn y calidad de luz.

l.Los hongos responden c¢n general a longitudes de onda
del ultravioleta cercano (300 a 380 nm) o a radiaciones
ultraviol:ta y azul (320 a 490 nm), siendo menor el nimero de
organismo: que lo hace ante lbngitudes de onda mayores.

Nentsjo de los que responden a radiaciones ultravio-
letas sc¢ oncuentran Pleospora herbarum (l.each y Trione, 1966)
y Leptosphacrulina trifolii (l.each, 1972) con la formacién de
ascoslromas

C‘on respeclo a las respuestas para luz ultravioleta y
azul la bibliografia es mads numerosa encontrando ejemplos
como el d¢  Ascobolus c¢renulatus (Ingold y Oso, 1969),
Sordaria [limicola (Ingold y Dring, 1957) y S. macrospora
(Walkey HUarvey, 1967) c¢stimulando la descarga de ascospo-
ras: Nectria haematococca var. cucurbitae (Curtis, 1972) y
Neurospora crassa (Degli Innocenti et al., 1983) induciendo
el desarrollo de peritecios; Podosordaria leporina induciendo
el desarvollo de ecstromas y de peritecios (Koehn, 1971); y
Pvronema domesticum con la inhibicién del desarrollo de es-
clerocios (Moore-Landecker y Shropshire, 1982).

n fongitudes de onda mayores se hallan efectos como
en A. crceaulatus con la inhibicién de la descarga de ascospo-
ras con luz amacrilla (Ingold y Oso, op. cit.); Mycosphaerella
Iieulicola ¥y la produccidén de¢ apotecios en rojo lejano (McCoy
el al., 1975),



La tempcratura.

Crecimicnto vegelalivo.

.o lemperatura  juega un papel muy importante en el
desarrollo vegetativo regulando la velocidad de crecimiento.
Se pucde establecer un rango de temperaturas para cada es-
pecie deniro de las cuales es posible su crecimiento y dentro
del cual e define la temperatura 6ptima del proceso.

I'nra la mayoria de Jos hongos filamentosos la tempe-
ratora minima de crecimicento se halla entre los O y 5°C y las
maximas oscilan entre los 27 v 45 6 5S0°C. Los 6ptimos para el
crecimicnto se ubican entre los 18 y 36°C (Lilly y Barnett,
1951; Garcaway y Evans, [1984).

Desarrollo sexual.

l.os rangos de temperatura dentro de los gque se pro-
duce la r1eproduccidn sexual son mAs restringidos que los del
crecimiento vepctltativo, y distintas temperaturas pueden alec-
tar a  ctanas diferentes del desarrollo. Para Nectria
hacmatococen el rango de temperaturas previo a la esperma-
tizacidon Tue de 18 a 24°C micentras que el més propicio para
el desareollo de los peritecios y de las ascosporas fue de 21
a 24°C (Dietert et al., 1083).

I'n peneral sc¢ acepta que la exposicién a temperaturas
subéptimas afectan mucho mds al desarrollo de las hifas ascé-
genas que a las del sistema estéril, dando como resultado
fructificanciones estériles. Esto se observé en Pyronema
domes(icmn, (que posec una temperatura 6ptima para el desarro-
llo sexual de 20°C, y gque mostré ascogonios con morfologia
anormal pero con apotecios fértiles en 5°C, y apotecios esté-

riles c¢uando crecié6 a 30°C (Moore-Landecker, 1975).
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YOTOCONTROL. PEEL. DIESARROLIL.O

Ccomo s¢e ha visto. la luz puede afectar el desarrollo
de los hongos. La sefial luminica es recibida inicialmente por
un determinado piszmento o folorreceplor que tras su fotorre-
duccidon n oxidacién., isomerizacién u olro tipo de reaccién,
la transtorma o¢n una seiial bioquimica. La sefial resulta am-
plificada vo gue un mismo lolorreceptor puede gatillar nume-
rosos procesos metabélicos que en su conjunto, generarfan una

respuesta fisiolégica y morfolégica final.

A. RECEPCION DEL ESTIMULO LUMINICO.

LLas flavonroteinas como fotorreceptores.

Como se¢ remarcé oportunamente, una de las fotores-
pucstas mis comunes es Jla del] UVc-azul y que puede ser lla-
mada ¢n lorma gpencral respuesta al "azul”. Sus espectros de
accidén musstran comunmente picos principales alrededor de 370
y 450 nm v picos sccundanrios cn 430 y 480 nm, sin efectos en
longitudes mayores a 520 nm. (Fig 1.2). Estos espectros de
accién tinicos muestran semcjanzas con los espectros de ab-
sorcidén de dos pigmentos comunes presentes en los hongos, ca-
rolenos ltavinas, lo gque sugiere que ambos grupos de com-
puestos pucden estar involucrados en la recepcion de la
scnal .

No obstante exislen evidencias que soslienen a las flavinas,
como principales responsables de las resbuestas al azul. Se
detectd «auc la luz azul inducia cambios de absorbancia in
vivo en varios hongos (I'off y Butler, 1974; Mufioz et al.,
1974). Po:teriormente Muiioz y Butler (1975) observaron que el
cambio d¢ absorbancia inducido por la luz en el micelio de

Neurospora crassa involucraba la fotoreduccién de un citocro-
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Figura 1.2. Respuestas a la luz azul. Espectros de
accléon tiplcos de las respuestas a la luz azul. a,

Induccidén de peritecios en Gelasinospora reticulis-
pora (Inoue y Furuya, 1975); b, activacion de caro-

tenogénesis vy, ¢, fotorreducclon del citocromo b ,
ambos en Neurospora crassa (Zalokar, 1955).

34



mo del tipo b, con la reduccion simultdnea de una flavopro-
teina. Brain et al. (1977) hallaron fotoactividad citocromo-
flavina ¢n fracciones de membrana de N. crassa.

Ot Lo et al, (1981) observaron como Phycomyces
blakes/ccanrs desplazaba su respuesta fototrépica a 529 nm al
incorporar rosecoflavina, un andlogo de la flavina, reforzando
Ta hipo6tesin de que ta riboflavina es ¢l crom6foro del foto-

rreceptor de¢ luz azul.

El micocromo.

tn caso muy estudiado es el del micocromo presente en
algpunos Dhcuteromycetes v asociado a la conidiacién (Honda,
1969; Kumngat v Oda, 1969).

Kimagai y Oda (197)) observaron en Alternaria tomato
una reaccion reversible azul/Uve (con picos en 410 y 300 nm)
en una flraccidén intracelular del micelio crecido en oscuridad
vy mediada npor el micocromo. Tras una serie de estudios
(Kumarai ot al.. 1976; Kumapgai 1980) sc¢ determindé que el me-
canismo ora complejo. la accidn de la radiacién UVc sobre un
pigmento rcducia al segundo pigmento, vy la acumulacién de
esle dltimo por cncima de un cierto nivel, inducfa a la coni-
diacion (Kumagani, 1982).

Il ¢fecto inductivo del UVc sobre la conidiacién y el
efecto represivo de la luz azul. dependieron de las distintas
temperaturas aplicadas c¢n distintos momentos del desarrollo
(Kumagai. 1989).

B. CONSECUENCIAS INMEDIATAS DE LA ABSORCION DE LUZ.

Micosporine.

l~ach (1965 a y b) aisla una sustancia llamada Pajos
posteriormente micosporine, de los micelios inducidos con UVc
dc Allernaria chrvsantemi. Ascochyvta pisi, Ophiobolus
graminis. P’leospora herbarum y Pyronema omphalodes. Dicha

sustancia no sc¢ detecté ¢n los micelios no inducidos pero si
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cn A, pizi cnando crecfa en un medio que favorecia su esporu-
lacidn cn oxcuridad.

Mas larde cl P340 fuc aislado, y la aplicacién en A.
prsi v " herbarum crecidos ¢n oscuridad indujeron el desa-
rrollo de eslructuras reproductivas (Trione et al., 1966).

Behorter (1976) detcecrminé que el agregado de Py en
cultivos de  Nectria galligena en oscuridad inducia par-
cialmente ¢l desarrollo de peritecios. Luego se comprueba que
las condiciones necesarias para la sintesis de micosporine v
el desavrollo de fructificaciones en N. galligena eran seme-
jantes (behorter y Bernillon, 1983) demostrando que dicha
suslancin representaria un intermediario entre la recepcién
de la seiintl luminica y la respuesta biolégica.

Ruscot v Bernillon (1991) hallan en Morchella
esculenta el Pags. sustancia gque aumentn en estadios jévenes
y desaparece con Ja maduracion del ascocarpo, y es conside-

rado como precursor metahdolico del micosporine.

Papcl de! AMPc.

Cahen (1974) detectd que luepgo Qe una breve exposi-
cion a Ia lauz de esporangiéforos de Phycomyces blakesleeanus
sc¢ producia una brusca y transitoria disminucién de los nive-
les endocenns de AMPc. Dosteriormente se comprobé in vitro
que |la fosfodicsterasa cora cstimulada por la luz azul (Cohen
v AlLkinsaen, 1978), rclacionando de esta manera al metabolismo
dcel AMPe con los mecanismos de recepcidon de la sefial luminica
y fos camhbios en el ritmo de crecimiento de dicho hongo.

I'n Saccobolus platensis, hongo con fructificacién fo-
toinducible. el agregado de AMPc o compuestos relacionados
indujeron la fructificacién en oscuridad, y la inhibicién de
la fosfodiesterasa de AMPc gatillé el desarrollo de apotecios
en oscuridad, previa acumulacién de AMPc (Galvagno et al.,
[984).

'y coprinus macrorhizus (Uno e Ishikawa, 1973; Uno et
al.. 107%) =e encontrdéd una cstrecha relacién entre el nivel

de AMPe. o enzimas relacionadas con su metabolismo y la fo-
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toinduccidon del desarrollo de los basidiocarpos. Una cepa mo-
nocariontc, incapaz de fructifticar, mostré niveles de AMPc
muy bajos v ninguna actividad de las enzimas involucradas.

En Achlyva americana y Saprolegnia ferax el aumento
del AMPc promovié el crecimicnto vegetalivo por el aumento de
la actividad de lipoxigenasas, al tiempo que el GMPc fa-
vorecid la reproduccién suprimiendo la actividad de dichas

enzimas (llerman et al., 1990).

AMPc y ¢l metabolismo del glucégeno.

Actualmente se acepta la posibilidad de que el me-
tabolismo de! glucégeno se encuentre ligado al proceso de re-
produccién ¢n muchos hongos, ya que se ha detectado wun
aumenio c¢n la actividad de la enzima glucégeno fosforilasa
previo a la diferenciacién de estructuras sexuales (Chiu vy
Cheung, 1991: Ji y Moore., 19Y93; Jirjis y Moore, 1976)}).

Pero también se encuentran relacionados el metabo-
lismo de¢ dicho polisacédrido con el del AMPc y la induccién
tuminica. En . macrorhizus ¢l agregado de AMPc a extractos
miceljiarcs activaron a Ja enzima gluc6geno fosforilasa e in-
hibieron a la glucdégeno sintetasa, inicidndose una via meta-
b6lica que condujo a la {formacién de basidiocarpos (Uno e
Ishikawa. 1976, 1978).

También el AMPc pudo inhibir olras gquinasas de pro-
teinas requcridas s6lo para el crecimiento vegetativo, y al-
gunas de ellas relacionadas con el metabolismo del glucégeno
(Uno e Ishikawa, 1982).

En  S. commune l|a mayorfa del glucdégeno disminuye
fuertemente dentro de las 8 hs. siguientes de su transfe-
rencia a Jla luz, y se dectecté un agudo incremento del AMPc

previa a la disminucidén del polisacérido (Yli-Mattila, 1987).
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Iendovhanus carneus (Pers.: Pers.) Koud., es una As-
cobolaccace homotdlica, copréfila cuyo cultivo fuera estudiado
iniciatmente por Gamundi v Ranalli (l964). En dicho andlisis
se observo que el organismo desarrollaba apotecios cuando el
medio dc¢ cullivo era PF v bajo condiciones de luz o de oscu-
ridad constantes y a tempcratura ambiente (20-25°C), a 29°C
los apotecios eran abortivos en oscuridad.

Ne e observaron fructificaciones en estiércol de
vaca tindalizado incubado en condiciones de oscuridad conti-
nua, tanlo n temperaltura ambicnte cuanto a 29°C; si las habia
en condiciones de iluminacién constante.

P'osteriormente fue analizado su desarrollo y cito-
logia (Mouso de Cachi y Ranallti, 1989),

Vaoladon et al. (1980) estudiaron sus carotenos encon-
trando principalmentle {rans-Neurosporaxantina-metil éster
(44.7%). neurosporaxantina (33.2%), fitoeno (10.5%) y otras
ocho fracciones menores.

Kt ohjetivo del prescente estudio fue el de analizar
la influcncia de distintos factores ambientales sobre el cre-
cimiento veretativo. el desarrollo sexual y la pigmentacién
de J. carncus. Para ello se investigaron factores quimicos
como la cantidad v calidad de las fuentes de carbono y de ni-
trogeno. v {aclores fisicos como la luz y la temperatura.

S¢e analiza, cuando sea oportuno, la accién conjunta
de dos Tactores ambientales sobre el desarrollo.

Se cxtudian también las relaciones que puedan existir
entre el crcecimiento vegelativo y su grado de madurez, el me-
tabolismo del plucégeno v 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. ORGANITNMO.

utifizé la cepa monospérica BAFC (Herb.) 21104 de
Lodophanv~ carneus (Pers.: Pers.) Koud.

los cultivos se conservaron a 5°C en medio PF.

Obtencidon de cultivos monospéricos.

Para la obtenci6én de¢ cultivos monospéricos se pro-
cedid de la siguiente forma:
i- Sicmbra del) inéculo c¢n estiércol de vaca tindalizado en
caja de I'etri y posterior cultivo en cédmara a 23°C e ilumi-
nacidon constante.
ii=- A partir de! 80 dia de cultivo los ascos maduros comen-
ZzA&ron a cxpulsar las esporas con violencia; se invirtieron
entonces bases de cajas de Pelri con agar agua sobre los cul-
tivos patn recogerlas.
iii- Las csporas germinaron espontdneamente en un alto por-
centaje tras 24 hs. de exnosicidén a 23°C y luz constante.
iv- Se realizaron los cultivos monospéricos extrayendo blo-
qucs de arvar agua conteniendo una punta de hifa y repicéndole
en tubos de cnsavo con medio PF,
v- lLos (ubos se incubaron en cémara a 23°C e iluminaci6n
constante.
vi- Finalmente. con la aparicién de apotecios, los tubos fue-
ron almacenados a 5°C.

B. MEDIOS DY CULTIVO.

Mcdio agar apua.



Medio PF.

xtracto de lcvadura (Difco) ....... 3 g
. = T O 18 g
Agua destilada ... ... .. . ... .. 1000 ml

EFn cajas de Petri o tubo. con un disco o ¢t

filtro

Schicicher & Schull NO 59§,

Medio sintético (sé6lido y Ifquido).

Medio basal.

ira de papel

SO4ME.THRO ottt U B
POGHLK e 0.5 g
I‘O4HK2 C et b e et e et e e e e . 0.6 g
S04CU.5H20 oo vi it 0.4 mg
!112M11.4l120 ..................... 0.09 mg
BOGIY « e e e 0.07 mg
MOO,Na.2H0 . ..ot e 0.02 mg
CIJFe ..... e e e O, .1 mg
Cl2Zn ............................ 10 mg
Bloting ettt it et e enaeneeeas S ng
HCl-Tiamina ... ......ceiierennas . 0.1 mg
Apua bidestilada ......... hasta 1000 ml
Agar (para medio sélido) .......... 18 g

ruentes de carbono.

tas siguientes representan las fuentes de carbono en-

sayvadas siempre

de cultivo.

mcedio basal

Se las expresa como
(s6lido o liquidol}:

en una concentracién de 3 g de C/1 de medio

g de sustancia por 1000 ml de

D(-) Ribosa ........c.ieeiierennn 7.50 g
D(+) Xilosa ............ e e . 7.50 g

PD(-) Arabinosa
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D(4) Manosa ............ et e e 7.50 g
D(+) Galactosa ...... e e e 7.50 g
D(+) Glucosa ......... et e vees 1.50 g
D{~) Fructosa .......uueveeeeu. ce. 1.50 g
D(+) SACATOSA . vttt v annnn . 7.13 g
D(+) Maltosa .......c.vteeeuennnean 7.13 g
D(+) Melibiosa ... ...... et . 7.13 g
N(4+) Celobiosa .................. 7.13 g
D(+) RalinosSit ... ... eennnn 6.99 g
DB(--) Inulina ............. e . 6.99 g
sorbitol ... e e e 7.60 g
Manitol ............... e e 7.60 g
Almidén soluble .. ... o i . 7.13 g
t‘arboximetilcelulosa ............ 7.13 g

cnanddo se modificaron las cantidades de glucosa vy
fructosa los medios de cultivos estuvieron formados por medio
basal. asponsagina 0.2 g de N/l y las siguientes cantidades

del aztcar en cuestién por 1000 ml de medio:

gdop de C/1 oo it e e e e e .. 0 g
b rpde G/ e e e ee e 2.50 g
Yopode C/ e et e 5.00 g
Ypde C/l ool il i e, cv... 1.50 g
1T nde C/L oo it ieii. . 10.00 g
Sepde C/1 oo e 12.50 g

A continuacién se¢ indican las fuentes de nitrégeno
ensayadas siempre en una concentracién de 0.2 g de N/1 de me-
dio de cuftivo. Se las expresa como g de sustancia por 1000

ml! de medio bhasal (s6lido o liquido):

'~IaN()3 ..... et e i it ettt 1.21 g
KNOj . ... O, 1.44 g
(NHg)oHPOy oo cereiiaa... 0.94 g
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NH4NOZ « vt iiiiiennas .. 0.56 g
Acetato de amonio ............... 1.10 g
Tartrato de amonio e et e 1.31 g
L8 o = - TN 0.43 g
Alanina ........ .0t eeennn. .. 1.27 g
ASParagina ........c.oveeenneeeans 0.94 g
Glicina ..... ...t ittt oennenns 1.07 g
Glutamina . .......cititiiinnvennnns 1.04 g
Metionina ..........c. e nnnn. 2.13 g
Prolina ...... .00t iinnnreneas 1.64 g
Leucing ......cvivveieeeenconns . 1.87 g
Fenilalanina ........... ... o0 2.36 g
Triptofano ........c.ctietveennens 1.46 g

Cuando se modificaron las cantidades de asparagina

los medios de cultivo estuvieron formados por medio basal,

glucosa 3 g de C/1 y las siguientes cantidades del aminoédcido

por 1000 m]l de medio:

O gde N/l ...ttt eeiienenens O g
0.05 vttt e e . 0.24 g
L0 2 e 0.48 g
0.2 it ittt e it et et et st 0.96 g
0 T 1.92 g
L0 T - 3.84 g

Relacién C/N.

Para la variacién de

asparagina manteniendo C/N constante,

sal més

1000 m! de medio:

Glucosa

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

las concentraciones de glucosa y

se utilizé el medio ba-

las siguientes cantidades de una y otra fuente por

Asparagina

0.33 g (0.07 g N/1)
0.85 g (0.18 g N/1)
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7.50 2 (3 g C/1) 0.96 g (0.20 g N/1I)
10.00 g (4 g C/ 1) 1.27 g (0.27 g N/1)
12.50 g (5 g C/1) 1.56 g (0.33 g N/1)

Medio_de_cultivo normal.

1 medio mids utilizado fue el de glucosa 3 g de C/1 y
asparagina 0.2 g de N/I mis el medio basal. El pH final, des-
pucs delaulnclavudo..fue de 6.2,

‘Todas las drogas fueron de grado analfitico.

Esterilizacion,

Los medios fueron esterilizados en autoclave a 121°C,
1 kg/cmz. 20 minutos. La urea se esterilizé por filtrado a
través de membrana nitrocelulésica de 0.2 um de poro, y agre-

gada estérilmente al resto del medio previamente autoclavado.

C. CONDICIONES DE CULTIVO.

lLos cultivos en medio sélido se realizaron en cajas
de Petri de¢ 90 mm de didmetro con 20 ml de medio. Los cul-
tivos en medio liquido sc¢ realizaron en frascos Erlenmeyer de
50 ml de volumen con 5 mi de medio. El volumen de los Erlen-
meyers v ¢l del medio sé6lido y liquido sufrieron modi-
ficaciones en algunos ensayos, las mismas serd4n indicadas
oportunameniec.

l.as determinaciones en el medio s6lido se realizaron
en el 149 dia y las de medio lfquido en el 89.

Se realizaron tres experiencias por duplicado.

In6culos y siembra.

Se inoculé con cubos de unos 3 mm de lado, tomados de
los bordes de una colonia crecida en oscuridad durante dos
dias sobre agar agua.

lLas siembhbras se realizaron bajo una luz Eastman-Kodak
de 600 nm.
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Incubacion.

lLLos +ultivos en medio s6lido se incubaron en cémara
de cultivo New Brunswick Psicrotherm G-27, a 23 & 0.25 °C,
con cualro tubos fluorescentes Philips LLuz Dfa estdndar de 20
W cada uno. los que generaron una intensidad de 300 bL/p. Para
los tratamientos de oscuridad, las cajas fueron envueltas en
plastico negio ¢ incubadas ¢n la misma cémara.

lLes cultivos en medio liquido se realizaron en con-
diciones cstilicas y a los de oscuridad se los introdujo en

cajas de cartdon, siempre cn la wmisma clmara.

Variacion de la temperatura.
S¢ realizaron cujtivos con temperaturas de 18, 23 y
28°C (t 0,257} Jas ue se¢ obtuvieron regulando la cawmara de

cultivo.

Intensidad luminica.

Sce la midié con un fotdmetro Photovolt 200.

Cuando se ensayvaron distintas intensidades estas fue-
ron de 1o, 50, 100, 300 y SO0 b/p. Las mismas se lograron va-
riando Ia distancia de las cajas a la fuente de luz y envol-

viéndolas. ¢n algnoos casos. en papel Lranslicido.

Calidad dc¢ vz,

Se topraron ulilizando los siguientes filtros de ace-
tato: azul., <on un miaximo de transmisién en 440 nm y rojo con
un maximo en 620 nm. Para la banda ultravioleta cercano se
usaron dos Lubos Philips T1., 40W/08RS con pico de emisién a
ASO nm (Fie, 2.1).
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Figura 2.1. Intensidad espectral. Graficos de inten-

sldad espectral de las calidades de luz utitizadas.



48

Materiales y métodos.

D. DETERMINACIONES.

Crecimiento.

En los cultivos s6lidos se midié el radio de las co-
lonias con un calibre en distintos momentos del crecimiento.
Se realizaron tres experiencias por triplicado.

En medio liquido el micelio fue cosechado con la
ayuda de una pinza, y Jlavado 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.

Nimero y didmetro de los apotecios.

Se cont6 la totalidad de los apotecios producidos por
caja con un contador de colonias New Brunswick 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 diédmetro se determiné bajo lupa aumentado 80 ve-
ces, con ocular graduado y tarado. El nimero de apotecios me-
didos por caja varié dependiendo de la productividad bajo las

condiciones dadas, llegando a un maximo de 40.

Medicién del pH.
El pH del medio de cultivo liquido fue determinado

con un pHmetro Photovolt 110 con electrodo de vidrio.

Métodos gqufimicos (medio liquido).

Protefnas totales del micelio.

Se hidrolizaron muestras de micelio seco y molido con
NaOH IN a 100°C durante 30 minutos, se las dejé 60 minutos a
temperatura ambiente para ser finalmente centrifugadas a 2000
g, 10 minutos.

Se determiné la concentracién de proteinas en ali-
cuotas del sobrenadante agregadas a 3 ml del reactivo de
Bradford (1976). lLas lecturas se realizaron a 590 nm con un

estdndar de albimina bovina (Sigma) en solucién 1 mg/ml.
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Glucégeno.
Las muestras fueron homogeneizadas en potter con 1 ml

de agua bidestilada refrigerada; la extraccién se repitié
tres veces para llevar la muestra a 5 ml finales en tubo gra-
duado. Se centrifugé a 2000 g, 20 minutos.

Se determiné el glucégeno por el método de Krisman
(1962) leyendo a 460 nm y el estdndar fue de glucégeno de hi-
gado de conejo Tipo III (Sigma) en solucién 1 mg/ml.

Los resuftados de este método fueron errdticos 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
I11) y o-dianisidina (Sigma). A la muestra de medio de cultivo
se le agreg6é 1 ml del reactivo, se incubd durante 60 minutos
a 25°C; se agregaron 2 ml de Acido sulfirico 5 N. Se usé un
patrén de glucosa (Mallinckrodt) de 1 mg/ml y se leyé6 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 calenté a 100°C durante 15 minutos,
luego de enfriado se le agregaron 6 ml de agua destilada. Se
us6 un patrén de glucosa (Mallinckrodt) de 1 mg/ml y se leyé
a 540 nm.

Hidratos de carbono totales.
Se utilizé 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
agregé SO4H, concentrado. Se utilizé un patrén de glucosa
(Mallinckrodt) de 1 mg/ml y se leyeron a 480 nm.
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Métodos histoquimicos.

Glucégeno.

Se tifi6 el micelio cubriéndolo con I,/KI por dos mi-
nutos, luego se secé el exceso con papel de filtro y se ob-
servaron las hifas directamente al microscopio con aumentos
de 100 y 400 x. La coloracién, pardo rojiza, fue estable por
unos 8 minutos.

E. AGREGADOS.

Se prepararon soluciones acuosas de las siguientes
sustancias: N®, 02-dibutiril monofosfato de adenosina 3’-5’
ciclico (4 mM); D(+) Glucosa (6 g de C/1); D(-) Arabinosa (6
g de C/1); Asparagina (0.4 g de N/1) y extracto de levadura
(6 g/1).

Se aplicé una gota de solucién sobre la colonia cre-
cida en oscuridad durante el 52 dia de crecimiento, salvo
otra indicacién. Se utilizé agua bidestilada como control.

Las aplicaciones se realizaron en oscuridad bajo luz
roja y se continué la incubacién en oscuridad hasta el 140
dia.

Se realizaron tres experiencias por duplicado.

F. EXTRACCION DE PIGMENTOS.

Las colonias crecieron en oscuridad, luz blanca, azul
o UVc constantes y se extrajeron el 89 dia. El micelio, seco
y molido, fue suspendido en CHCl3 por 15 minutos y luego cen-
trifugado a 2000 g durante 20 minutos.

La lectura e impresién del espectro de absorcién de
los pigmentos se realizé, punto por punto, con un espectro-
fotémetro Jasco 7850 UV/VIS, entre 300 y 600 nm contra un
blanco de CHCIj.
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CINETICA DE CRECIMIENTO

Resul tados

Se utilizé el medio basal con glucosa (3 g de C/1) ¥y
asparagina (0.2 g de N/1). Las experiencias fueron realizadas
a 23°C e iluminacién constante de 300 b/p.

Medio sélido.

Las colonias alcanzaron el borde de la caja de Petri
al 50 dfa (Fig. 3.1) con velocidades lineales de crecimiento
que aumentaron progresivamente desde 4.7 * 0.53 mm/dia du-
rante el 12 dia, hasta wunos 11.5 * 0.78 mm/dia en el 59.
Desde ese momento el micelio mostrdé una coloracién naranja
cuya intensidad aumenté hasta el 70 dia.

Los protoapotecios aparecieron a partir del 59 dia
para llegar a la madurez en el 80. El nimero total de apote-
cios maduros por caja aumentd durante toda la experiencia,
aunque de manera mids marcada desde el 79 dfa al 100 (Fig.
3.1). En lo referido a sus didmetros se produjo un maximo
alrededor del dfa 150 alcanzando valores que fluctuaron entre
600 y 1000 um, desde entonces sus dimensiones disminuyeron.

La distribucién de los cuerpos fructiferos sobre la
colonia demostré la existencia de tres zonas claramente de-
finidas de acuerdo a la edad o grado de desarrollo del! mi-
celio. La primera se hallé entre los O y 23-26 mm de radio de
la colonia comprendiendo a los 3 primeros dias de creci-
miento, en ella las fructificaciones se distribuyeron homogé-
neamente y su nuimero fue reducido bajo las condiciones ex-
perimentales dadas (Fig 3.2). La segunda se prolongé hasta
unos 30-33 mm de radio incluyendo asf al micelio crecido du-
rante el 49 dfa, y fue la de mayor cantidad de apotecios ma-

duros.
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0 Radlo de la Colonia (mm) Di&m. y Ndmero de Apotecios (X)
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Figura 2.1. Desarrollo en medio sélido. Evoluclon del radio de la

colonla, y del dlametro y nOmero de lructilicaciones en funcién del

tlempo. pr, protoapoloclos; Ap, apoteclos maduros.

Nro. de Apolecios
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Radio de la Colonia (mm)
Filgura 3.2. Distribucién de apotealos. Dislribuclén de los apoteclos

sobre las colonlas, Indicando las canlidades relativas de cada zona.
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La tercera se desarrollé hasta el borde de la caja de
Petri y coincidié con el micelio crecido durante el 590 dia,
dentro de ella los cuerpos fructiferos aparecieron en los dl-

timos 5-6 mm.

Medio lfquido.

La curva de crecimiento se representa en la figura
3.3. I. carneus demostr6é, como en e}l medio sélido, una gran
rapidez en el desarrollo con una etapa lag breve y una fase
exponencial que culminé en un pico de crecimiento en el 89
dia (4.3 £ 0.47 mng de peso seco/ml de medio de cultivo). A lo
largo de este perfodo el micelio formé una trama compacta de
color naranja muy intenso que ocup6é paulatinamente la totali-
dad de! medio de cultivo. Luego del mdximo se inicié la etapa
de decaimiento, muy marcada en sus comienzos pero leve desde
el dfa 119 hasta el final de la experiencia, y en la cual el
micelio aparecié vacuolizado, formando una trama de aparien-
cia floja y de color naranja péalido.

El desarrollo de apotecios maduros bajo estas condi-
ciones de cultivo fue desigual, su nimero varié entre 2 y 12
por frasco, pero cuando los hubo su crecimiento se inicié du-
rante el 70 dfia para completar su maduracién en el 110.

Las proteinas totales del micelio se comportaron de
igual manera que su peso seco con un midximo de 168.7 % 8.44
ug de protefinas/m] de medio de cultivo en el dia 89 (Fig.
3.3).

El contenido de glucosa del medio de cultivo dismi-
nuy6é drésticamente hasta llegar a niveles minimos en el 8¢
dia (Fig. 3.4) coincidiendo con el pico de crecimiento ve-
getativo, mientras que los hidratos de carbono totales del
micelio progresaron hasta un mdximo en el 69 dia (153.5 *
11.4 ug/mg de micelio) para disminuir abruptamente hacia el

79 y luego mas sutilmente (Fig. 3.4).
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o Peso seco (mg/ml) Prot.totales (ug/ml) 200
pr
5 - ' o Ap
O/t ' - 150
- 100
—9
- 50
1 ) Ll —= T T J R : LI o

10 15
Tiempo (dias)

—6— Prot.tolales —— Peso seco

Figura 3.3. Desarrolio en medio liquido. Varlaclén del peso seco

y de las proteinas tolales del micello en medio l{qulido. pr, prolo-

apoteclos: Ap apoleclos meduros.

o Glucosa (mg/ml) Hid.Carb.Total (ug/mg)
° - 160
- 100
D
- 60
0 L] T Ll 0

0 2 4 ] 8 10
Tiempo (dias)

—©— Hid.Carb. —+— Glucosa
Filgura 3.4, Glucosa residual & hidratos de carbono totales. Com-

portamliento de la glucosa resldual y de los hldratos de carbono

totafes del micello en medio iiquldo.
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Discus idon

I. carneus mostréd una gran velocidad de crecimiento
hifal en medio sélido al cubrir la totalidad de la placa en 5
dfas, 7 menos que el evidenciado en otras Ascobolaceas como
Saccobolus platensis (Forchiassin, 1989). En medio liquido y
condiciones estdticas de cultivo llegéd a su maximo creci-
miento el 80 dia , pero si bien estas condiciones no son las
mAs usadas se encuentran registros como el de Calonectria
camelliae (Sandhu y Kalra, 1985) que llegé al pico de creci-
miento al 60 dia y al 49 en condiciones de agitacién, o los
observados en Nectria catalinensis (Pardo y Forchiassin, 1993
a) con un pico en el dia 290 sin agitacién y en el 209 con
agitacién. S. platensis (Forchiassin y Diorio, en prensa)
presenté un méximo al 102 dia y Ascobolus furfuraceus
(Groisman et al., 1981) al 162, ambos cultivados en condicio-
nes de agitacién; todos ellos con menores crecimientos que
los de I. carneus.

El nimero de cuerpos fructiferos en I. carneus en me-
dio s6lido aumenté durante toda la experiencia y el tamafio de
los apotecios registré una disminucién en el dia 172 producto
de la liberacién de esporas y/o del desarrollo de nuevos apo-
tecios jovenes que disminuyeron los promedios.

Los apotecios se desarrollaron dentro de édreas bien
definidas dentro de las colonias y relacionadas con el grado
de madurez de las hifas. La presencia de un mayor numero de
fructificaciones maduras dentro de la zona IT
(correspondiente al 49 dia de crecimiento) indicarfa que es
en ella donde se inicia el proceso sexual y los ascocarpos de
las zonas I y III surgirian posteriormente por la difusién de
sustancias inductoras desde la zona II o por inducciones lo-
cales de Areas de microdesarrollo.

En medio lfquido el desarrollo de las fructifica-

ciones se mostré 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 médximo crecimiento fue alcanzado cuando la
glucosa residual fue minima. Sordaria fimicola mostrdé un pico
de crecimiento el dfa 169 lo que coincidié con el agotamiento
de la glucosa del medio (Bretzloff, 1954), Acremonium
persicinum alcanzd su maximo crecimiento tres dfas después
del agotamiento de la glucosa que ocurri6 en el 40 (Pitson et
al., 1991). Esta relacién se corresponde con la acumulacién
de sustancias de reserva por parte del 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 - glucégeno fueron
hallados en A. furfuraceus (Mercuri et al., 1984) y en S.
platensis (Forchiassin y Diorio, op. cit.). Si bien en I.
carneus no se pudo determinar el glucégeno por la interferen-
cia de sus pigmentos con el método, se puede considerar que
los hidratos de carbono totales determinados representarian
en gran medida el comportamiento de ese polimero en el orga-
nismo; si esto fuera asi los datos obtenidos se corresponde-
rian con lo registrado en otros hongos.

El inicio de la produccién de apotecios fue en los
momentos previos al pico de crecimiento completédndose su de-
sarrollo durante la fase de autélisis. En Nectria ditissima
(Dehorter y Perrin, 1983 b) y N. galligena (Dehorter y
Bernillon, 1983) los primordios de los peritecios aparecieron
en los cultivos liquidos el mismo dfa del pico de crecimiento
para la primera (80 a 90), o tres dfas después en la idltima
(pico en el dfia 1190 y primordios en el 149), completédndose el
desarrollo sexual en ambos casos durante la etapa de autéli-
sis. Por otro lado en Sordaria fimicola la glucosa fue consu-
mida en el 90 dia de crecimiento llegando al pico en el dia
119, pero las fructificaciones aparecieron mucho antes, en el
40 dfa (Hall, 1971).

En medio sélido 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 concentracién de glucosa
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del medio debié reducirse notoriamente. Una prueba de ello
son los resultados obtenidos en Rhizoctonia cerealis (Robson
et al., 1987), donde conforme la colonia avanzaba sobre el
medio de cultivo s6lido, la glucosa disminuia hasta ser con-
sumida totalmente en las dreas mds maduras.

Por lo tanto el modelo propuesto para el desarrollo
en medio l{iquido en cuanto a la fructificacién y su relacién
con la disponibilidad de carbono en el medio, podria ser ex-
trapolado al medio sélido.

De esta manera se observa una estrecha relacién entre
biomasa - glucosa residual - sustancias de reserva -
desarrollo sexual, en un medio de cultivo y en otro. Como se
verd mAs adelante, muchos autores coinciden en relacionar el
metabolismo del glucégeno con la diferenciacién sexual.



60

NUTRICION CARBONADA Y NITROGENADA

Resul tados

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 O y 6 g de C/]l (con asparagina
0.2 g de N/Il), y cultivos variando la concentracién de as-
paragina de O a 0.8 g de N/l (con glucosa 3 g de C/1). Todas
las experiencias se hicieron a 23°C y con iluminacién cons-
tante de 300 b/p. Las determinaciones se realizaron en el dia

14 para el medio s6lido y en el 8 para el lfiquido.

Variacién de carbono en medio sé6lido.

Para las concentraciones de glucosa de O y 1 g de C/1I
el nuimero de apotecios totales fue reducido detectdndose el
mayor nimero de ascocarpos con 2 g de C/1 (Fig. 3.5). Con-
centraciones mayores provocaron una disminucién de dicha res-
puesta y a partir de 5 g de C/l se observ6é lUnicamente creci-
miento vegetativo. En fructosa se desarrollaron apotecios con
una concentracién de 1 g de C/l y su nimero fue en aumento
hasta los 3 g de C/1 (Fig. 3.6), observAndose a partir de los
4 g de C/]1 sélo crecimiento vegetativo.

El diédmetro de los apotecios aumentd 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.

E!l andlisis de los ascos desarrollados por apotecio
arrojé los siguientes resultados: En glucosa, de O a 1 g de
C/1 se encontraron solo cuerpos fructiferos sin ascos maduros

(Fig. 3.5), de 2 a 3 g de C/l se hallaron nimeros mayores a
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Resultados.

Nro.Apotecios totales

o 1 2 3 4 )
Glucosa (g de C/1)
Flgura 3.5. Namero de apotecios an glucosa. Numero de apoteclos
tolates por caja en distintas concentraclones de glucosa. E, sin

ascos; F-, menos de 40 por apoteclo; F+, 40 6 mas por apotec!o.

Nro.Apotecios totales

160 F+

100

Fruectosa (g de C/1)

Figura 3.6. NUumero de apotecios en fructosa. NuUmero de apoieclos

totales por caja en distintas conceniraclones de fruclosa. E, sin

ascos; F-, menos de 40 por apoteclo; F+, 40 6 mas por apoteclo.
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Regultados.

Diam. de Apotecios (um)

1000

3
Glucosa (g de C/1)

Flgura 3.7. Di&metro de apotecioes en glucoea. Varlacléon del

dlameiro de 108 apotocios ante distintas concentraclones de

glucosa.

Diam. de Apotecios (um)

0 1 2 3 4
Fructosa (g de C/1)

Figura 3.8. Di&metro de apoteolos en fructosa. Varlacion del

diametro de 10s apotlecios anle distintas concentraclones de
fructosa.
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40 ascos por apotecio, y en 4 g de C/1 el nimero fue menor a
39 por apotecio. Para fructosa, en 1 g de C/l1 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/]1 se obtuvieron mas de
40.

En ambos casos el color de los apotecios fue naranja
intenso mientras que el del micelio se hizo mids intenso con-

forme aumentaron las concentraciones de los monosacaridos.

Variacién de nitrégeno en medio sélido.

El mayor nimero de apotecios totales por caja se
encontré en una concentracién de asparagina de 0.2 g de N/l
(Fig. 3.9), el aumento o la disminucién de este valor influyé
negativamente sobre dicha medida aunque su reduccién fue més
critica: con 0.05 g de N/)1 de asparagina sélo hubo cre-
cimiento vegetativo y con 0.1 g de N/l el nimero de fructi-
ficaciones fue muy pequefio (menos de 14 ascocarpos por caja).
El testigo sin fuente de nitrégeno no crecif6.

El didmetro de los apotecios mostré un méximo en 0.2
g de N/l (Fig. 3.10).

En cuanto a la formacién de ascos maduros s6lo fueron
registrados en concentraciones de 0.2 g de N/l o superiores y
siempre en nimeros mayores a los 40 por apotecio (Fig. 3.9).
El color de los apotecios fue siempre naranja intenso aunque

mas acentuado en las concentraciones de 0.2 a 0.4 g de N/I.

Variacién de carbono y de nitrégeno en medio lfquido.

A medida que aumenté la concentracién de glucosa tam-
bién lo hizo el crecimiento vegetativo (Fig. 3.11) hallé&ndose
en general como puntos importantes el crecimiento en el tes-
tigo sin glucosa (0.5 * 0.01 mg/ml) y el desarrollo parejo
medido para 3 y 4 g de C/1. 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/1 el micelio fue mds claro y vacuolizado.
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Nro.Apotecios totales

F+
600 -
400 -
200 ~
(1) T T
0.05 0.1 0.2 0.4 08

Asparagina (g de N/I)
Figura 3.9. Numero de apotecios en asparagina. NUmero de apotleclos
totales por caja en dislintas concentraciones de asparagina. E, sin

ascos; F-, menos de 40 por apoleclo; F+, 40 6 mas por apotecio.

1400 Diam. de Apotecios (um)

1200

1000

800

600 -

400

200 -

0.2 0.4 0.8
Asparagina (g de N/1)

Figura 3.10. Diémetro de apoteolios en asparagina. Varlacién del
dlametro de los apoteclos ante distintas concentraclones de as-

paregina.
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. Peso seco (mg/ml)

Glucosa (g de C/1)
Figura 3.11. Grecimliento y glucosa. Creclm'lenlo vegetativo anie

distintas concentraclones de glucosa en ol medlo lfquido.

Crecimiento (mg/ml)

4

3 4

0 0.05 Ojl 0.2 0.4 0.8
Asparagina (g de N/1)

Flgura 3.12. Creoimliento y asparagina. Crecimlentio vegelatlivo

anie distinlas concenlracilones de asparagina en el medlio |iqul-

do.
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El pH inicial (6.2) sufrié variaciones para las concentracio-
nes de O, 1 y 2 g de C/1 (pH finales de 7.2, 7.9 y 7.1
respectivamente) pero se mantuvo para las de 3, 4 y 5 g de
C/1. S6lo se detectd desarrollo sexual en 3 g de C/1.

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/! y naranja pdlido, con aspecto
vacuolizado, para concentraciones de 0.4 g de N/l o mayores.
El pH final solo varié en las concentraciones de 0.4 y 0.8 g
de N/1 (7.2 y 7.6 respectivamente). Se encontré desarrollo

sexual dGnicamente en 0.2 g de N/I.
B. RELACION C/N.

A partir de las didltimas experiencias descriptas se
pudo determinar que las concentraciones de glucosa y de as-
paragina 6ptimas 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 relacién C/N de 15
(sin tener en cuenta el C aportado por la asparagina). Con
estos datos se variaron Jlas concentraciones de una y otra
fuente manteniendo siempre la misma C/N. Todas las expe-
riencias se realizaron a 23°C y con ilumiﬁacién constante de
300 b/p.

Medio sélido.

El nimero de cuerpos fructiferos fue maAximo en una
concentracién de glucosa de 2 g de C/1 y asparagina 0.13 g de
N/1 con un promedio de 808.1 * 15.82 por caja, siendo este
valor un 26% mayor al observado en 1 g de C/l1 y 0.07 g de
N/l, y un 46% superior al de 3 g de C/1 y 0.2 g de N/1 (Fig.
3.13). En las concentraciones de 4 y 5 g de C/! (0.27 y 0.33
g de N/l respectivamente) el ndmero de apotecios disminuyd
aun mds llegando a promedios de 64.4 + 6.51 y 38.2 + 2.43
apotecios por caja respectivamente.
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Nro.Apotecios

Nro.Apotecios totales
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WY piam.Apotecios

Diam.Apoteciog (um)

F+

Fe F+ E

000

400

4
Glucosa (g de C/I)

o 0.07 0.13 0.20 o.'21 o.‘;aa.
Asparegina (g de N/I})
Flgura 3.13. Desarrollo ante varlacliones de C y N. NUmero y dla-
metro de 108 apoteclos anle la varlaclén de 1as concentraclones de
glucosa y asparagina, manlenlendo G/N conslante. E, stn ascos; F-,

menos de 40 por apoleclo: F+, 40 6 mas por apoteclo.

Peso seco (mg/ml)

: : SEIECIRT X 3
o 4 : SAwe Ry :"r-,.' e Cagiol
o - 5 ¥ ¢ 3]

*Glucose (g 8e G/

0 0.07 0.18 0.20 0.27 0.89
Asparagine (9 de N/I)

Figura 3.14. Crecimioento ante variaolén de C y N. Varlaclén del
crecimiento vegelativo en medlo ifquido ante la varlaclén de las con-

centraciones de C y N, mantenlendo C/N constante.
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El didmetro de las fructificaciones aumentd 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 muy vacuolizados y sin esporas.

No hubo variaciones de importancia en la pigmentacién

de los micelios ni en la de las fructificaciones.

Medio liquido.

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
fructiferos uUnicamente en una concentracién de glucosa 3 g de
C/1 (0.2 g de N/1). '

C. VARIACION DE LA FUENTE DE CARBONO.

Se probaron 19 fuentes distintas de C, tanto en medio
s6lido como en liquido, con una concentracién de 3 g de C/1 y
con asparagina 0.2 g de N/l como fuente de N. Se cultivé a
23°C e iluminacién constante de 300 b/p.

Medio sélido.

El nimero de apotecios fue mdximo para glucosa y ma-
nosa con aproximadamente 400 por caja (Tabla 3.1) mientras
que el resto de las fuentes s6lo 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 mm de didmetro.
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En lo que respecta al didmetro de los apotecios, es-
tas fuentes pueden ser divididas en tres grupos. El primero
estaria constituido por xilosa, maltosa, fructosa y celo-
biosa, con apotecios mayores a los 800 um de didmetro (Tabla
3.1); el segundo por glucosa, manosa, ribosa y almidén con
didmetros comprendidos entre 500 y 700 um; y por Gltimo 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) llegé a evidenciar niveles se-
mejantes a los obtenidos en melibiosa ¥y sdperiores a los de,
por ejemplo, sacarosa y rafinosa.

La produccién de ascos maduros fue mAxima en glucosa,
manosa, fructosa y celobiosa con nimeros mayores a los 40 as-
cos por apotecio (Tabla 3.I); ribosa, xilosa, sacarosa Yy
almidén mostraron cifras menores a los 39; mientras que en
las restantes fuentes en las que habia apotecios, no se de-
tect6 el desarrollo de ascos maduros.

En cuanto a los niveles de pigmentacién 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

mm de largo y 0.2 mm de espesor y sin color.

Medio lfquido.

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 azicares sim-
ples el pH inicial no se alter6 o sélo sufrié variaciones pe-

quefias, pero aquellos medios que contenian disacédridos, poli-
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Tabla 3.1l. Creoimiento vegetativo con dlstintas fuentes de C.
varlaclén de! peso seco y del pH (pHI - pHI). Entre peréniesls

se Indican los errores estandar.

FUENTE Peso seco pHI pHI var.
DE del micello pH
CARBONO (mg/ml)
RAlbosa 0.7 (0.04) 6.2 6.2
Xlloss 3.1 (0.03) 6.2 6.2
Arablnosa 0.2 (0.01) 6.2 6.2
Manosa 3.1 (0.19) 6.4 6.4
QGatactosa 0.3 (0.02) 0.4 6.0 0.
Qlucosa 4.1 (0.11) 0.2 6.2
Fructosa 3.9 (0.19) 6.3 8.2 -0.
Sacarosa 1.2 (0.08) 6.4 7.4 1.
Maltose 1.1 (0.03) 6.2 7.1 0.
Mellblosa 0.8 (0.01) 6.4 7.0 0.
Celoblosa 1.9 (0.09) 6.3 0.4 0.
Rallnosa 0.6 (0.11) 6.3 7.2 0.
Inuline 0.7 (0.08) 6.3 7.3 1.
Almidén 0.7 (0.03) 6.3 7.3 1.
CMOC 0.4 (0.01) 6.2 7.0 0.
Sorbltol 0.8 (0.07) 6.3 7.6 1.
Manlitol 0.8 (0.02) 0.4 7.1 0.
Testigo 8/C 0.7 (0.07) 6.2 7.1 0.




. 72
Nutrlcién. Resultados.

sacdridos o polialcoholes manifestaron aumentos importantes
que oscilaron entre 0.6 y 1.2 (Tabla 3.11).
El micelio filtrado mostré grados de pigmentacién

seme jantes a los del medio sélido.

D. MEZCLA DE FUENTES CARBONADAS.

Se traté de revertir la inhibicién manifestada en
arabinosa y galactosa con el agregado de glucosa en propor-
ciones de 1:4, 1:1 y 4:1 manteniendo una concentracién final
de 3 g de C/1. De igual modo se probaron azidcares simples fa-
vorables como ribosa, xilosa y manosa para analizar su inte-
raccién con la glucosa. Se utilizé medio basal sé6lido con as-
paragina 0.2 g de N/l y cultivados a 23°C e iluminacién cons-
tante de 300 b/p.

Para la ribosa una minima adicién de glucosa
(relacién 1:4) elevé la produccién 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 concentracién
relativa de glucosa evidencié una disminucién en dicha magni-
tud. En xilosa el nidmero de fructificaciones se mantuvo por
debajo de su testigo salvo cuando la concentracién de glucosa
fue mdxima (4:1), donde su valor resultd superior al del tes-
tigo de glucosa. En manosa se observé un importante aumento
en la mezcla de méxima concentracién de glucosa. Los medios
con arabinosa y galactosa mostraron desarrollo de apotecios a
partir de una relacién 1:1{.

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

En la mayoria de los casos el agregado de glucosa me-
joré la produccién de ascos, la lnica excepcién fue la manosa
que presentd apotecios sin ascos maduros cuando {a relacién
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/1 como
fuente de C. Los cultivo se mantuvieron a 23°C e iluminacién
constante de 300 b/p.

Medio sélido.

Unicamente en asparagina, acetato de amonio, glicina,
KNO4, NaNOj y urea se desarrollaron apotecios (Tabla 3.II1),
las sales de amonio, tartrato de amonio y la mayoria de los
aminodcidos probados no permitieron el desarrollo sexual. Los
mayores nimeros de apotecios fueron generados en asparagina,
acetato de amonio y glicina mientras que en urea y en mayor
medida en NaNO5, el nimero de cuerpos fructiferos fue muy re-
ducido.

El didmetro de dichas estructuras no mostré en ge-
neral diferencias significativas con medidas que variaron en-
tre 600 y 700 um (Tabla 3.1I1), salvo en los casos de urea y
KNO5 en las que sus tamafios fueron mayores a los 800 um. En
cuanto al nimero de ascos desarrollados por apotecio fue
siempre superior a los 40 con la idnica excepcién del NaNOj4
que mostré menos de 40 ascos maduros.

El color del micelio fue mds intenso en fenilalanina
(Tabla 3.1I11), encontrdndose menos pigmentados los crecidos
en asparagina, glicina, acetato de amonio y leucina; y ain
menos los de urea, NaNO; y KNOj. La de los apotecios fue ma-
yor en asparagina, glicina y acetato de amonio. En el caso
del triptofano el medio de cultivo mostré una coloracién

pardo oscura.

Medio liquido.

S6lo en asparagina y en glicina se detectaron creci-
mientos superiores a los 3 mg/ml (Tabla 3.1V) seguidas por
urea y acetato de amonio con unos 2 mg/ml, las restantes
fuentes mostraron crecimientos menores resaltédndose los casos
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Resultados.

Tebla 3.1V. Crecimlento vegetativo con distintas fuentea de N.

Varlacién del peso seco y del pH (pH! - pHI). Entre paréntesis

se Indican los errores estandar.

FUENTE Peso seco pHI pHI var.
DE del micello pH
NITROGENO (mg/m1)
NaNO s 1.8 (0.02) 8.2 7.1 0.9
KNOe 1.3 (0.26) 6.2 7.6 1.4
(NH ,), HPO , 1.3 (0.08) 6.6 3.6 -38.0
NOSNH . 0.6 (0.16) 8.2 3.7 -2.6
Acetato 2.1 (0.03) 6.2 4.9 -1.3
Tartrato 0.4 (0.03) 6.2 4.0 -2.2
Urea 2.4 (0.26) 6.2 6.0 -0.2
Alanina 1.6 (0.19) 8.2 6.2 o]
Asparaglina 3.6 (0.06) 6.2 6.1 -0.1
Gilclina 3.8 (0.18) 6.2 8.2 0
Glutamina 0.6 (0.08) 6.2 3.7 -2.6
Metlonlne 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) 8.2 6.6 -0.7
Fenllalanine 0.6 (0.01) 8.2 6.2 -1.0
Triptofano (o] 6.2 6.3 0.1
Testigo 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 mostré modificaciones significativas en
asparagina, glicina, alanina, metionina, urea, triptofano y
prolina (Tabla 3.IV); en cambio sufrié aumentos de importan-
cia en NaNOj y KNOj o importantes disminuciones en las sales
inorgadnicas de amonio, acetato de amonio, tartrato de amonio,
glutamina, fenilalanina y leucina.

El micelio filtrado mostré coloraciones semejantes a
las observadas en el medio de cultivo sélido incluyendo Ila

pigmentacién parda obtenida con el triptofano.
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Discusion

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/1 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/1.

En funcidén de la relacién C/N, I. carneus fructificé
entre valores de 10:1 y 20:1 en medio sélido con glucosa ¥y
asparagina como fuentes de C y N, con una relacién O6ptima
para el nimero de apotecios de 10:1 (2 g de C/l), y de 15:1
(3 g de C/1) para el tamafio de los mismos. Estos valores son
similares a los registrados en Sordaria fimicola (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 roumeguerii
(Crabtree y Gessner, 1982) con 6ptimos en 5:1 y 20:1 respec-
tivamente.

Para Hall (op. cit.) existiria una relacién C/N ini-
cial 6ptima para la reproduccién sexual de S. fimicola, con
limites independientes de las concentraciones absolutas de C
y N. Pero cuando se variaron en [. carneus las concen-
traciones de C y de N manteniendo C/N constante (15:1), se
produjeron apotecios fértiles s6lo entre 1 y 4 g de C/l1 de
glucosa ( 0.07 y 0.27 g de N/1 de asparagina), por lo que en
este caso los limites del rango que permitirian el desarrollo
sexual son estrechos, no concordando con 1o 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 medio de cultivo liquido favorecié al cre-
cimiento vegetativo, incrementédndolo hasta las méximas con-
centraciones usadas (5 g de C/1 y 0.8 g de N/l respectiva-



79

Nutricién. Discusién.

mente), aunque sélo se observé desarrollo sexual cuando el
medio basal contuvo inicialmente 3 g de C/1 de glucosa y 0.2
g de N/1 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 s6lido cuanto en el liquido, son més
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 fructificacién en medio
liquido fueron claramente mds limitadas que las del sélido.

Resultados similares en cuanto al crecimiento y la
fructificacién se encontraron cuando I. carneus crecié en me-
dios liquidos con C/N constante y concentraciones variadas de
glucosa y de asparagina. Es importante recalcar que el au-
mento de peso seco detectado fue mAs marcado que el observado
cuando se varié sélo la concentracién de asparagina, por lo
que en este dltimo caso la cantidad disponible del monosacé-
rido debié actuar como un factor limitante del crecimiento.

Siempre que se aumentd la concentracién de C (en glu-
cosa, fructosa y las experiencias de C/N) también lo hizo el
didmetro de los apotecios, poniéndose asi de manifiesto una
estrecha relacién entre el crecimiento vegetativo, el tamaifio
de las fructificaciones y la cantidad de C disponible. Rela-
ciones semejantes se encuentran en Sclerotinia sclerotiorum
donde el peso fresco de los esclerocios aumenté junto con el
peso seco del micelio a medida que se aumentaba la concentra-
cién de sacarosa (Budge y Whipps, 1991) o de glucosa (Wang y
Le Tourneau, 1971). En Clavicorona pyxidata (James ¥y
McLaughlin, op. cit.) ocurrié lo mismo con el peso seco de
las fructificaciones ante glucosa, fructosa y celulosa (tipo
Whatman CF-11). En Agaricus bisporus (Claydon et al., 1988)
se hallé una correlacién directa entre la actividad endocelu-
lasa extracelular y el peso fresco de las fructificaciones,

postuldndose que el organismo utilizaba la glucosa liberada
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por las celulasas en el rédpido crecimiento de las fruc-
tificaciones. En cambio la variacién de la asparagina afecté
al didmetro de las fructificaciones de manera negativa para
concentraciones mayores de 0.2 g de N/I.

El nimero de apotecios y la presencia de ascos tuvo
un comportamiento opuesto para glucosa y fructosa, eviden-
ciando que la diferenciacién y el desarrollo del sistema
ascégeno fue profundamente afectado, y de distintas maneras,
por el tipo y calidad de la fuente de C. Para Alberghina et
al. (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 composicién.

Con distintas fuentes de carbono fue en glucosa y ma-
nosa donde se hallé una mayor produccién de apotecios con
ascos maduros y un mejor crecimiento vegetativo. Las bondades
de la glucosa y la manosa dentro de la nutricién fidngica se
hallan ampliamente documentadas (Lilly y Barnett, 1951
Garraway y Evans, 1984) principalmente para la primera, es-
tando ambos azicares muy relacionados a través de sus seme-
janzas estructurales. Como contrapartida en arabinosa y
galactosa se produjo una inhibicién del crecimiento y de Ila
fructificacién, tal como en Ascobolus crenulatus con la
galactosa (Galvagno, 1976).

El desarrollo en medios con disaciridos o hidratos de
carbono mds complejos fue pobre, lo que evidenciarfia una baja
eficiencia o inhabilidad para incorporarlos al metabolismo,
dentro de los limites experimentales propuestos. Una prueba
de ello seria el aumento del pH detectado en dichos medios y
en el testigo sin fuente de carbono, generado posiblemente
por la utilizacién alternativa de la estructura carbonada del
aminodcido; este posible recurso en la obtencién de C 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 al., 1970).

No ocurrié lo mismo en celobiosa donde se registré 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 almidén el nimero
de apotecios resulté semejante aunque s6lo fueron fértiles en
los que contenfan al polisacdrido. Si bien Singh (1982) des-
cribié un caso similar en cuanto a la produccién de esporas
en Acrocylindrium oryzae esta respuesta no es la méds fre-
cuente. En otros trabajos con maltosa como fuente, se regis-
tran grados de desarrollo semejantes o superiores a los obte-
nidos en almidén, apareciendo incluso como inductor de la
fructificacién (Dehorter y Perrin, 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 aparicién de
ascos maduros en almidén se deberia a un "efecto de contacto”
(tal como fuera descripto por Suryanarayanan y Swamy, 1981)
favorecido por la prescncia del polisacérido, y no a un pro-
ceso puramente nutricional.

Los mayores didmetros 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 produccién de apote-
cios fértiles coincidié con altas tasas de crecimiento ve-
getativo y con grados elevados de pigmentacién del micelio,
aunque esta Udltima caracteristica no fue una condicién fun-
damental como lo demuestran los resultados obtenidos en ce-
lobiosa.

La aparicién de cristales en medios de cultivo sélido
con sacarosa, melibiosa, rafinosa, inulina, CMC, sorbitol y
manitol, coincidié con bajos nilimeros y djémetros de apote-

cios, con la falta de ascos maduros (excepto en sacarosa),
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poco crecimiento hifal y falta de pigmentacién miceliana.
Cristales aéreos de morfologia similar aparecen en los Ba-
sidiomicetes Clitocybe 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 reflejaria el uso de vias
metab6élicas secundarias alternativas, o la acumulacién de
algin producto metabélico por el blogqueo de una via secunda-
ria, favorecido por ciertas fuentes de carbono, y que altera-
rian el desarrollo sexual normal.

E]l agregado de glucosa a medios con ribosa, xilosa,
manosa, arabinosa y galactosa produjo un fuerte incremento cn
el nimero 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 nimero de apotecios en xilosa, arabinosa y ga-
lactosa podria ser explicado a partir de un efecto exclusivo
de la glucosa, dado que los niveles de desarrollo observados
en su maxima concentracién relativa (2.4 g de C/1 de concen-
tracién absoluta) son semcjantes a los de ese mismo azicar
actuando individualmente con una concentracién de 2 g de C/1I.

En las mezclas de glucosa y ribosa en proporciones
1:1 y 1:4, el nimero de apotecios se incrementé6 en forma muy
marcada. Se hallan efectos similares cuando ciertos niveles
de glucosa mejoran la utilizacién 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 proporcién 1:1,
se observd una disminucién del nimero de apotecios y la falta
de ascos maduros, pero cuando dicha relacién se desplazé ha-
cia uno u otro extremo el nimero de apotecios se incrementé y
aparecieron numerosos ascos maduros, evidenciando la existen-
cia de una interaccién entre ambas fuentes que afectaria al

proceso sexual en forma amplia.
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Los resultados obtenidos, tanto del andlisis del
efecto de las distintas fuentes de carbono como de sus mez-
clas, pusieron de manifiesto que el nimero de apotecios fue
una caracteristica mucho mids variable de una a otra fuente
que sus respectivos didmetros, evidenciando nuevamente que el
desarrollo del sistema asc6égeno se desencadenaria dentro de
limites mds estrechos que Jos del sistema estéril.

El estudio del desarrollo de Iodophanus carneus ante
distintas fuentes nitrogenadas revelé6 gque la mayoria de 1los
aminodcidos probados resultaron inhédbiles para generar un
buen crecimiento vegetativo y desarrollo sexual. S6lo en
asparagina y glicina el desarrollo fue completo, siendo fi-
nalmente las mejores fuentes nitrogenadas.

En general los aminodcidos suelen representar buenas
fuentes de nitrégeno y no se encuentra dentro de Ja bi-
bliografia wuna especificidad como la demostrada en .
carneus. Asi, en Monascus purpureus (McHan y Johnson, 1979)
hubo un crecimiento equiparable en arginina, glicina, tiro-
sina, glutamina, A4cido aspartico, valina, leucina y treonina;
en Leptolegnia sp. (Nolan, 1983) en glutamina, alanina, A4cido
aspartico, prolina y 4&4cido glutamico, 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 produccién de oosporas.

El triptofano inhibié el crecimiento vegetativo al-
terando la coloracién del medio de cultivo, aunque este re-
sultado no puede ser relacionado con el pH ya que su varia-
cién, como con el resto de los aminodcidos, fue despreciable.

Para la mayorfia de los aminoécidos‘el pH del medio no
varié por lo que la influencia sobre el desarrollo de 1I.
carneus serfa ejercida s6lo por su mayor o menor eficacia me-
tab6élica. Solamente se encontraron disminuciones signifi-
cativas en glutamina, fenilalanina y leucina, por lo que en
estos casos, ademds del posible papel metabélico podria exis-
tir una influencia importante del pH sobre el desarrollo.
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Nutricién. Discusién.

Disminuciones de wun orden semejante fueron detectadas en
Trametes trogii (Levin et al., 1992) creciendo en prolina Yy
4cido aspélrtico.

Un hecho importante fue el bajo crecimiento y pro-
duccién de apotecios en urea, fuente que en general resulta
positiva para el desarrollo. En Ascobolus crenulatus
(Galvagno, 1976) urea fue la mejor fuente de nitrégeno, se-
guida con un nimero de apotecios 50% menor por asparagina y
nitrato de potasio, otras fuentes como dcido aspértico, &cido
glutdmico y caseina hidrolizada mostraron nimeros inferiores.
En Ascobolus biguttulatus (Pardo y Forchiassin, 1993 b) se
observaron niveles de crecimiento vegetativo superiores a los
detectados con asparagina.

Las sales inorgdnicas 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 mis rédpida incorporacién del
amonio que la del anién correspondiente (Lima y Mercuri,
1984; Kraft y Erwin, 1967; Nicholas, 1965). Las orgdnicas, en
cambio, arrojaron resultados distintos; mientras en tartrato
el desarrollo fue pobre y se observaba una importante dismi-
nucién del pH del medio, en acetato la disminucién fue menor
y se produjeron apotecios fértiles, demostrando una utiliza-
cién mds efectiva de ésta vltima 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 anién seria incorporado con mayor rapidez que el catidn
correspondiente, provocando el aumento de OH™ de intercambio
(Lima y Mercuri, op. cit.; Morton y MacMillan, 1954). A.
biguttulatus (Pardo y Forchiassin, 1993 c¢) mostré una pobre
fructificacién en nitrato de sodio, carbonato de amonio Yy
sulfato de amonio; en Saccobolus platensis (Forchiassin,
1989) nitrato de sodio fue una buena fuente para la fructifi-

cacién, pero no los hubo en nitrato y fosfato de amonio.
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I.UZ Y DESARROLLO

Ressul tados

A. EFECTO DE LA LUZ BLANCA SOBRE EL DESARROLLO SEXUAL.

Variaci6n de -la luminosidad.

Se cultivaron colonias de I. carneus en medio basal
s6lido con glucosa (3 g de C/l1) y asparagina (0.2 g de N/Il),
y distintas Jluminosidades (O, 10, 50, 100, 300 y 500 b/p) du-
rante 14 dias, y con una temperatura de 23°C.

En oscuridad continua no se detectaron fructifica-
ciones. Conforme aumenté la luminosidad también lo hizo, y de
manera muy marcada, el nimero 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 4reas definidas dentro de las colonias y rela-
cionadas con la edad del micelio: la zona I, incluyé al mi-
celio crecido durante los tres primeros dias (desde O a 24 %
1 mm del inéculo); la zona II, comprendié al cuarto dia de
crecimiento (hasta 32 + 3 mm); y la zona III, abarcé al
quinto dia (hasta el borde de la caja). El nimero de apote-
cios en cada una de ellas varié notoriamente con cada trata-
miento.

En la zona 1 el nimero de ascocarpos se mantuvo mids o
menos estable si se comparan los cinco tratamientos (Fig.
3.17). En la zona II el nidimero fue méximo en 300 b/p deca-
yendo marcadamente con el aumento o la disminucién de la
intensidad. En la zona I1I el mayor nimero se detecté en 100
b/p.

Pero en esta dltima zona las fructificaciones siempre
se desarrollaron sobre el borde de la caja o zona IIIb

{correspondiente a las Gltimas horas de crecimiento del dia
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Figura 3.16. Intensidad luminioa y desarrolio sexual. Varlaclén

del nomero total de apoteclos por caJa y del sus dldmetros

ante distintas Intensldades de luz.
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Flgura 3.17. intensidad y distribuoidén de apoteocios.Dislirlbucldn
de los apoleclos sobre colonlas desarrolladas ba)o dlistintas In-

tensidades luminicas.
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50), encontrédndose la zona llIla (correspondiente a las pri-
meras horas de crecimiento del 50 dia) sin apotecios.

El didmetro de los ascocarpos disminuyé levemcnte con
el aumento de la luminosidad (Fig. 3.17), pero no se hallaron
diferencias significativas en el tamafio de las fructificacio-~
nes de las distintas zonas de cada tratamiento.

Los apotecios presentaron ascos con ascosporas en
todos los tratamientos. La pigmentacién del micelio y de los
apotecios fue muy marcada y no varié ante las distintas lumi-
nosidades, en cambio no se la detecté 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 dia 149. La tem-
peratura se mantuvo a 23°C.

Los tratamientos en el 50 y 69 dias mostraron el ma-
yor nimero de fructificaciones por caja, con valores incluso
superiores a los del testigo de luz continua (Fig. 3.18). EIl
nimero de apotecios producidos por las colonias expuestas du-
rante el 40 dias fue semejante al del testigo, y en el 39,
79, 89, 90 y 100 dias fueron marcadamente inferiores. En los
tratamientos del 12 y 20 dias y en el testigo de oscuridad no
se hallaron apotecios.

Si bien el tamafio de las fructificaciones fue leve-
mente mayor en los micelios irradiados en el 40 y 50 dias,
siempre fueron menores que Jlos del testigo de luz continua
(Fig. 3.18).

Se encontraron ascos en todos los tratamientos. La
coloracién del micelio fue imperceptible en los expuestos en
el 19, 20, 30 y 40 dias, los tratados desde el 50 dia en ade-
lante mostraron grados de pigmentacién mayores aunque nunca
tan marcados como los del testigo de luz continua. La de los
apotecios, si bien siguié los mismos patrones que la de sus

respectivos micelios, fue siempre mayor.
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Luz. Resultados.

Respuesta a periodos de oscuridad crecientes.

Los cultivos crecieron inicialmente en oscuridad por
periodos variables para ser expuestos finalmente a luz conti-
nua de 300 b/p hasta e] dia 149. La temperatura se mantuvo en
23°C.

El ndimero total de apotecios por <caja aumenté
progresivamente hasta alcanzar un maximo para aquellos mi-
celios expuestos a la luz desde el 50 dia (Fig. 3.19). Si
bien los tratamientos del 30 al] 80 dfas mostraron promedios
superiores que Jos del testigo de iluminacién continua, en
los del 109 el nimero total de ascocarpos fue inferior.

El didmetro de los apotecios fue .mayor en las colo-
nias expuestas desde los dias 50 al 79 (Fig. 3.19).

Los ascocarpos siempre presentaron ascos con ascos-
poras. La pigmentacién del micelio y 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 fructificacién,
activado por la luz durante los primeros dias de crecimiento
de la colonia.

Para determinar los alcances de dicha inhibicién, se
realizaron cultivos en oscuridad y se los expuso a dos perfo-
dos de luz de 24 hs. cada uno y de una luminosidad de 300
b/p. El primer tratamiento se hizo el 19 6 20 dfa de creci-
miento, y el segundo en el 49, 50 6 69 dia, para mantenerlos
en oscuridad constante hasta el final de la experiencia, el
dfia 140. La temperatura se mantuvo en 23°C.

Los testigos irradiados los dfas 19 6 20 s6lo mostraron
crecimiento vegetativo mientras que en Jos iluminados en el
40, 50 6 69 se observé desarrollo sexual (Fig. 3.20). El tes-

tigo del 50 dia produjo un ndimero 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 periodos
luminicos, el nimero de fructificaciones totales siempre dis-
minuyé con respecto a sus correspondientes testigos (Fig.
3.20). Este efecto fue particularmente notable para los pro-
cedimientos que incluyeron al dia 59, cuando la inhibicién
alcanzé niveles del 50% aproximadamente.

El tamafio de los apotecios de los tratamientos que
involucraron al 49 dia 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 dfas 1-4 y 2-4.

El grado de pigmentacién del micelio fue impercep-
tible para los tratamientos de los dias 1, 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 dfas 5 y 6, aunque siempre fueron menores que
los del testigo de luz continua. La pigmentacién de los apo-
tecios no mostré diferencias entre tratamientos y siempre
resulté muy marcada, salvo en los que involucraron al dfa 490

en los que el grado de pigmentacién fue menor.

Respuesta a distinto tiempo de exposicién.

Micelios crecidos en oscuridad constante fueron ex-
puestos, desde el comienzo del 59 dia, a distintos periodos
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 dias a 23°C.

Irradiaciones de 10 segundos fueron eficaces para
inducir el desarrolio de apotecios (Fig. 3.21) aungue en un
nimero muy bajo (9.1 &+ 2.33 apotecios/caja), estos valores
aumentaron levemente hasta exposiciones de 30 minutos (25.0 %
4.52 apotecios/caja). Ante periodos mayores la produccién de

apotecios aumenté de manera marcada y este efecto se acentud
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desde inducciones de 8 horas (234.4 * 16.67 apotecios/caja) o
més.

Con exposiciones menores a 6 horas fue frecuente la
aparicién 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 diémetro de las fructificaciones, que mantuvieron un pro-
medio de aproximadamente 743.6 t 99.28 um.

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

La pigmentacién del micelio y de los apotecios fue
pobre para todos los tratamientos, aunque con exposiciones de
12 a 24 horas la de los apotecios fue mds marcada.

Irradiaciones puntuales durante el 50 dia.

Colonias crecidas en oscuridad fueron irradiadas con
luz blanca de una intensidad de 500 b/p al inicio del 590 dia
de crecimiento, a través de una ventana de 6 mm de didmetro
hecha sobre el papel negro que envolvia las cajas. Distintas
colonias fueron irradiadas en dos zonas: a unos 8 mm del iné-
culo (sobre micelio maduro), o sobre el borde de la colonia a
unos 33 mm del in6culo (micelio joven).

La irradiacién de micelio joven produjo un nimero de
apotecios totales de 69.7 t 4.64 distribuidos homogéneamente
dentro de una zona comprendida entre unos 30 mm del indéculo
hasta el borde de la caja (Fig. 3.22, A). El didmetro de los
cuerpos fructiferos fue de 760.2 t 162.48 um y en todos ellos
hubo ascos con ascosporas.

Cuando se irradiaron hifas maduras se produjeron unos
67.5 + 6.13 apotecios concentrados sobre los bordes de la co-
lonia, pero no se los detecté dentro de una zona triangular
desarrollada desde el punto de irradiacién hasta el borde del

cultivo (Fig. 3.22, B). El didmetro de los ascocarpos fue de
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Flgura 3.22. lluminaclones puntuales. Irradlaclones puntuales durante el
quinto dfia sobre mlicello joven (A) o micello maduro (B).!, punto de Irra-
dlaclon; Ap, apoteclos; ZI, zona deo Inhlblcion,

()
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unos 574.4 * 88.60 um, y no se hallaron ascos desarrollados.
El micelio no mostré pigmentacién en ninguno de los
dos tratamientos, pero los apotecios mostraron una pigmen-

tacién marcada.
B. DESARROLLO SEXUAL ANTE DISTINTAS CALIDADES DE LUZ.

Induccién del desarrollo sexual en condiciones de iluminacién
continua.

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

El mayor nuimero de ascocarpos se detecté 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 UVc dichos valores fueron ain 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-
ci6én de las fructificaciones sobre las colonias entre los
distintos tratamientos (Figs. 3.24 a 3.26, E; Fig. 3.27, D)
detectdndose en todos los casos una mayor cantidad sobre la
zona II.

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

La pigmentacién tanto del micelio cuanto de los as-

cocarpos fue intensa para todos los casos.

Induccién por irradiaciones de 24 hs.

Las colonias se desarrollaron en oscuridad constante
para ser expuestas durante 24 hs. el 49, 59, 60 6 70 dia.

El nimero de apotecios totales por caja observados en
los tratamientos de luz blanca de los dias 59 y 69, re-
presentaron aproximadamente el 180% y 150% respectivamente,
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Flgura 3.24. Distribuoié de apoteolos en distintos tratamlentos oon luz blanoa.
Irradlaclones de 24 hs durante ol cuario (A), quinto (B), sexto (C) y séptimo

dfa (D); y luz contlinua (E). Se representa el nomero de apoteclos por mm

deniro del area medida.
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Figura 3.25. Dlstribuolén de apotecios en dietintos tratamientoe oon jux azul
Irradlaclones de 24 hs. durante el cuarto (A), quinto (B), sexto (C) y séptimo

dia (D); y luz conlinua (E). Se represenia el numero de apoteclos por mm
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Flgura 3.20. Dlistribuoldn de apoteclios en dietintos tratamlentos con luz roja.
Irradlactones de 24 hs. durante el cuarto (A), quinto (B), sexto (C) y séptimo
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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 dias 40
y 72 fueron menores que dicho testigo. Para la luz azul dni-
camente los tratamientos del 50 dia 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 ndmero de apotecios totales de los tratamientos del
50 dia y los de luz roja constante, los observados en los
dfas 40, 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 detectd desarrollo sexual en los tra-
tamientos del 70 dia (Fig. 3.28).

La distribucién de los cuerpos fructiferos sobre las
colonias siguié el mismo patrén con luz blanca, azul y roja.
Las colonias expuestas en el 40 dia mostraron apotecios ma-
yormente en la zona II (Figs. 3.24 a 3.27, A), las irradiadas
durante el 590 6 69 dfas los generaron sobre la zona IIla
(Figs. 3.24 a 3.27, B y C), y las irradiadas durante el 70
dfia los produjeron sobre la zona IIIb (Figs. 3.24 a 3.26, D).
En UVc, los patrones fueron semejantes, aunque se observd una
clara tendencia al desarrollo de apotecios sobre 4reas mas
viejas de las colonias (Fig. 3.27, A y B).

El tamafio de las fructificaciones siguié el mismo pa-
trén para las cuatro luces ensayadas, siendo maximo para los
tratamientos del 50 dia (Fig. 3.29). Los mayores valores se
observaron en los tratamientos del 59 dia con luz azul, y los
del 59 y 60 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.

Inhibicién por irradiaciones de 24 hs. en el 20 dia.
Los micelios fueron irradiados durante el 20 dia de creci-

miento con luz blanca, azul, roja o UVc; aplicdndoseles en el
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Figura 3.28. NOmero de apotecios con distintos tratamientoe luminicos.
Nomero tolal de apoleclos por caja ante Irradliaclones de 24 hs. aplica-
dos en distinios dfas y con calldades de luz blanca, azul, roja o UVe.
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Figura 3.29. Digémetro de apotecios oon distintos tratamientoe iuminicos.
Dliameltro de los apoleclos anle Irradlaciones de 24 hs, aplicadas on dis-
tintos dlas y con calldades de luz blanca, azu!, roja o UVe.
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50 luz blanca. En los restantes dias fueron mantenidos en
oscuridad.

El ndmero de apotecios producidos fue mayor en aque-
llos micelios expuestos a luz blanca o UVc durante el 20 dia
de crecimiento, seguidos por azul y roja (Fig. 3.30).

A partir de los datos expuestos se puede definir un
cociente entre el nimero de apotecios producidos en los tra-
tamientos de induccién (59 dia de irradiacién) y el obtenido
tras la inhibicién (irradiacién en el 20 y 50 dias). Este co-
ciente dar4d una idea m4s concreta sobre el grado de inhibi-
cién de cada tratamiento.

Asi, el grado de inhibicién fue mAximo para la luz
blanca (8.7), seguida por la azul (6.6) y la roja (4.6), ob-
servéfndose en el caso de UVc un efecto inhibitorio casi nulo
(0.9).

En todas las calidades de Iluz probadas las fructi-
ficaciones se produjeron sobre la zona II, aunque en luz azul
Yy UVc se detectaron ndimeros reducidos en la zona IIIb (Fig.
3. 31).

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

S6lo se hallaron ascos desarrollados en las cajas

tratadas con luz blanca durante el 22 dia.

C. ASPECTOS NUTRICIONALES.

En los ensayos nutricionales en medio sélido y bajo
oscuridad constante que involucraron la variacién del con-
tenido de C y de N, la relacién C/N, las mezclas de fuentes
carbonadas y todos los tipos de fuentes de C y de N, no se
observé la presencia de desarrollo sexual ni pigmentacidén en

el micelio.
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Se realizaron cultivos en medio sélido con una con-
centracién de glucosa de 2 6 3 g de C/l, concentraciones en
las que el ndmero de apotecios fértiles fue mayor (ver ca-
piftulo de nutricién). 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 dia 15. La tempera-
tura se mantuvo a 23°C.

El nimero de apotecios totales observados para uno Yy
otro tratamiento mostraron comportamientos distintos. En glu-
cosa 2 g de C/1 se detectaron apotecios con irradiaciones en
el dia 40 hasta el 79 (Fig. 3.32), mientras que en 3 g de C/I
fueron observados con tratamientos desde el 30 al 102 dias
(Fig. 3.18).

El mayor ndimero de fructificaciones en 2 g de C/l se
dié en el 40 dia y decay6é hacia el 69, y sus valores siempre
fueron inferiores a los del testigo de luz continua.

El didmetro de los cuerpos fructiferos aumenté desde
los tratamientos del 49 hasta los del dia 69 (Fig. 3.32)
siendo los promedios del 59 y 62 mayores ain que los del tes-
tigo de luz continua. Los apotecios siempre presentaron ascos
con ascosporas.

El micelio no presenté pigmentacién en ninguno de los
tratamientos, los apotecios fueron naranja pélidos, incluso

para el testigo de luz continua.

D. LUZ Y CRECIMIENTO VEGETATIVO.

Medio sélido.

Cuando las colonias fueron expuestas a condiciones de
oscuridad o de iluminacidén constantes, alcanzaron el borde de
las cajas durante el 59 dia en luz blanca; el 62 en luz azul,
roja o UVc; y en el 79 en oscuridad constante. Pero mientras

en los micelios expuestos la.velocidad de crecimiento aumenté
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dia a dia, en las colonias desarrolladas en oscuridad cons-

tante la velocidad disminuyé (Fig. 3.33).

Medio liquido.

Los micelios desarrollados en oscuridad continua mostraron
una velocidad de crecimiento mayor que las observadas en los
restantes tratamientos, logrando un pico en el 590 dia (Fig.
3.34). Le siguieron la Juz blanca y azul con picos en el 89Q
dia y en UVc el mdximo crecimiento se alcanzé el 99 dia.

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

La pigmentacién 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 registré el
desarrollo de apotecios alrededor del 80 dfa de crecimiento,
aunque s6lo fueron fértiles en luz blanca. En los cultivos

expuestos a oscuridad no se produjo diferenciacién sexual.
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Figura 3.33. Crecimiento en medlo sélido, en luz y oscuridad.
Velocldad de crecimiento en medio s6lido en condliclones de
oscuridad o lluminacidén con luz blanca, conlinuas.
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Figura 3.34. Crecimento en medlo liquido, en distintas ocalldades
de luz. Curvas de crecimlento en medlo liquldo con {fuz blanca,

azul y UVe, u oscuridad conslantes.
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Discuss 1on

El desarrollo sexual de I. carneus fue totalmente
fotodependiente manifestando una respuesta tipicamente cuali-
tativa. Estos resultados coinciden plenamente con los obteni-
dos por Gamundi y Ranalli (1964) cuando el medio de cultivo
fuera estiércol de vaca tindalizado; en medio estdndar PF o
caseina, siempre cultivados en oscuridad, se desarrollaron
primordios tardiamente y sus apotecios resultaron abortivos.

Se obtuvieron fructificaciones fértiles dentro de un
amplio rango de Jluminosidades (10 hasta 500 b/p) aunque fue
madximo entre 100 y 300 b/p, con luminosidades mayores hubo
una leve inhibicién 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 méds amplios como en Saccobolus platensis entre 600 y
9000 lux, 55-840 b/p (Forchiassin, 1989).

lLas bajas luminosidades favorecieron el desarrollo de
apotecios de mayor diémetro lo que indicaria una inhibicidn
en la expansién de dichas estructuras <con altas Jumi-
nosidades, y fue en los tratamientos de iluminacién constante
donde se encontraron siempre los mayores didmetros. Pyronema
domesticum requirié para el maximo desarrollo de las parafi-
sis y excipulo intensidades menores que las necesarias para
aparato sexual (Moore-Landecker, 1979 bL). La cantidad de luz
que necesitd Ascobolus immersus para la induccidén de sus apo-
tecios fue insuficiente para el normal desarrollo de su meio-
sis, dando como resultado ascos vacuolados (Lewis, 1975).

Cuando se aplicaron periodos de 24 hs. de luz blanca
a colonias de distintas edades se pudo comprobar gque [.
carneus era mis receptivo al estimulo en el 50 dia de creci-
miento. Este comportamiento indicaria la necesidad de una

etapa pregia de crecimiento vegetativo para alcanzar la com-
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pleta madurez de los sistemas fotodependientes involucrados
en la diferenciacién de las estructuras sexuales, tal como
ocurrié en Ascobolus magnificus (Yu, 1954), en Gibberella
zeae (Tschanz et al., 1976) y en Saccobolus platensis
(Forchiassin, 1983).

El tiempo minimo de exposicién a la luz blanca ne-
cesario para la induccién en el 50 dia de crecimiento fue de
10 segundos, con lo gque se observé sé6lo el desarrollo de la
estructura estéril de los apotecios. Unicamente con ex-
posiciones de 4 hs. o mds 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 maduracién.

Si bien muchos organismos requietren largos tiempos de
exposicién para lograr la induccién, como por ejemplo
Pyronema domesticum, que necesité de 6 horas para inducir el
desarrollo de gametangios y de 12 para lograr apotecios
normales (Moore-Landecker, 1979 a), [I. carneus se encontraria
entre aquellos que s6lo requieren de periodos de iluminacién
breves, de wunos pocos segundos, entre Jos que se hallan
Psilocybe cubensis (Badham, 1980), Pleospora herbarum (Leach,
1963) Poria ambigua (Robbins y Hervey, 1960) y Trichoderma
harzianum (Horwitz et al., 1990).

El hecho de que los tratamientos de 24 hs. mostraran
nimeros de apotecios mayores en los dias 50 y 69 que los ob-
servados en Jlos de luz continua, demostré la existencia de
una etapa fotoinhibitoria del desarrollo sexual en los tres
primeros dias de crecimiento, lo que se comprobé finalmente
con la aplicacién de periodos iniciales de oscuridad crecien-
tes y con los tratamientos de iluminacién de dos periodos
combinados.

Este efecto dual de la luz y dependiente de la edad
de la colonia representaria un caso intermedio de inhibicién
entre el de Gelasinospora reticulispora, que no f{ructiflicé
cuando fue irradiado durante las primeras 30 hs. de creci-

miento, por Ilo que esa fase recibié el nombre de periodo
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inductivo (Inoue y Furuya, 1974 a y b); y el caso de
Saccobolus platensis (Forchiassin, 1983) donde la inhibicidén
no fue tan marcada como ¢n [. 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 Diaporte phaseolorum var. batatatis (Timnick et
al., 1951) e Hypomyces solani f. cucurbitae (Curtis, 1964).

En las experiencias con distintos (ratamientos fo-
toinductores, el didmetro de las {fructificaciones disminuyd
conforme el periodo de 1iluminacién {fuera aplicado mas tar-
diamente y debido probablemente al menor tiempo disponible
para completar su desarrollo. Pero también resultatron en una
disminucién del didmetro aquellos tratamientos que in-
volucraron a los primeros dfas de crecimiento, como en las
colonias iluminadas 24 hs. con {iuz blanca en el 3Q dia 6
cuando una fase de luz constante se inici6é en el 20, 30 & 490
dia, también con la alternancia de 24 hs. de iluminacién los
dias 10 y 49 6 20 y 40, y linalmente con luz azul, roja o UVc
aplicadas durante el 40, lo que indicaria que la fotoinduc-
cidén sobre dreas cercanas a las de inhibicién podrian afcctar
al desarrollo de los apotecios.

Los micelios irradiados con distintas calidades de
luz continua mostraron una mayor produccién de ascocarpos en
Juz azul. Este tipo de respuesta a la luz azul es comin e¢n
los hongos filamentosos f{otosensibles (Curtis, 1972; Inoue y
Furuya, 1975; Gressel, 1979; Dehorter y Jlacoste, 1980;
Senger, 1982; Forchiassin, 1983; Innocenti et al., 1983),
aunque en todos Jos casos registrados también existi6é6 una
respuesta al UVc.

El proceso inhibitorio que se manifesté durante los
tres primeros dfas de crecimiento en I. carneus fue favore-
cido también por la luz azul. En G. reticulispora las cali-

dades de luz mds eficaces para la inhibicién de la fructi-
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ficacién fueron azul y UVc (Inoue y Furuya, 1974 b), de esta
manera se€ remarca una importante semejanza enire este modelo
de fotoinhibicién y {fotoinduccién, y el observado en T.
carneus.

No hubo desarrollo de ascos por irradiaciones dec 24
hs. de UVc durante los dias 49, 50 y 69, aunque si en los
tratamientos de UVc continua, mostrando la necesidad de ma-
yores tiempos de exposicién para esta calidad de luz.

El efecto dado por Jlos mecanismos de inhibicidén c
induccién no sélo 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. Asi Jos apote-
cios surgieron dentro de zonas definidas y predecibles sobre
las colonias y relacionadas con el momento de la irradiacién.

En términos gecnerales los apotecios se desarrollaron
sobre 4reas en forma de anillos estrechos ubicadas a distan-
cias determinadas del in6éculo, que concordaron con las de mi-
celio joven irradiado inicialmente o zona de crecimiento
periférico definida por Trinci (1971), y constituida por
hifas jo6venes poco diferenciadas y con un activo crecimiento
exponencial sobre un medio de cultivo ain rico.

Comportamientos similares se encuentran en los tra-
bajos de Ross (1982) con Coprinus congregatus y Raudaskoski e
Yli-Mattila (1985) en Schizophyllum commune. Estos Ultimos
autores determinaron que la zona de induccién comprendia 1 mm
desde el &4pice hifal, y la respuesta se daba ¢n células de
mids de 26 hs. de vida. Perkins (1969) estimé que las células
capaces de wuna difcrenciacién scxual f(otoinducida estarian
dentro de los primeros | a 13 mm desde el 4pice al momento de
la iluminacién, representando unas 2 a 21 hs. de edad.

Si bien en I. carneus no se determiné con exactitud
la zona capaz de recibir el estimulo luminico, juzgando por
el ancho de las Areas medidas, y en base a su ubicacién y de-
sarrollo en el tiempo, probablemente serian células joévenes

las encargadas de recibir el estimulo luminico.
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lLa existencia de dichas 4reas y la falta de desa-
rrollo sexual fuera de las mismas, principalmente cuando los
tratamientos fueron efectuados con luz azul o roja, podria
deberse a variadas causas como: i) distintos grados de madu-
rez de las células y su consiguiente respucsta diferencial,
ii) decaimiento del sistema fotoreceptor, 1ii) accién de un
efecto inhibidor desde las 4reas mds viejas, o iv) el despla-
zamiento del sistema fotoreceptor junto con el crecimiento
vegetativo. Los Lres dltimos puntos fueron ya propuestos por
Ross (1982) aunquc de los resultados del presente trabajo
gana en importancia c¢l punto referido al efecto inhibitorio
ya probado en I. carneus.

Una cxperiencia que aporta interesantes datos fue la
de irradiaciones puntuales. La iluminacién de células jOvenes
en el 59 dia de crecimicnto con luz blanca indujo el desarro-
llo de apotecios con ascos maduros sobre un 4rea en forma de
anillo completo que coincididé con parte del 40 dia y con el
50 de crecimiento vegetativo. Este hecho no s6lo refuerza la
hip6tesis de que son las células jévenes las encargadas de
recibir el estimulo, sino que algin intermediario producido
por el proceso de transduccién de la sefial luminica podria
difundir rédpidamente en forma lateral hacia células con un
mismo grado de diferenciacidn, para inducir en ellas el desa-
rrollo sexual.

La irradiacién puntual de células maduras durante el
50 dfa indujo, de manera simultidnea, dos procesos bien dis-
tintos: el primero fue el desarrollo de apotecios sin ascos
ubicados sobre el borde de la colonia; esta 1induccién sec
daria probablemcnte sobre 4reas microdiferenciadas de partes
maduras de la colonia, y existiria una répida difusidén del
estimulo en el sentido radial y lateral para producir final-
mente una respuesta sobre células con un grado de diferencia-
cién determinado, al igual que en el caso anterior. Al mismo
tiempo la luz activaria un proceso inhibidor del desarrollo
sexual que demuestra una influencia estricta desde el punto
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de irradiacién hasta el borde de la colonia y con una impor-
tante difusién en el sentido radial.

Estos resultados demuestran que el proceso inhibi-
torio no es activado sélo en las hifas en crecimiento durante
los dias 19 al 39, sino que las mismas mantienen dicha capa-
cidad incluso hasta el 50 dia; y se detecta también una
importante difusién en el sentido radial.

Aparentemente la capacidad fotoinductora seria fun-
cional incluso durante los primeros dias de crecimiento, pero
la respuesta sexual quedaria prevenida por la alta influencia
del proceso inhibidor.

La falta de ascos en los apotecios producidos por los
micelios irradiados en los dias 19 y 490 6 2Q y 49, indicarian
que dicho efecto afectaria también al desarrollo de estas es-
tructuras y la posibilidad de una difusi6én lateral, aunque
mucho mis lenta que la del inductor.

La obtencidén de apotecios con ascos maduros tras la
induccién puntual demuestra que su completo desarrollo es
independiente de Ja luz pero dependiente del equilibrio es-
tablecido entre dicho proceso y el de inhibicidn.

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

Con respecto al numero de fotorreceptores involucra-
dos existirian por lo menos dos posibilidades: la presencia
de varios fotorreceptores con rangos de accién similares. El
primero se encontraria Jligado al proceso de inhibici6én decl
desarrollo sexual y se wubicaria en las <células crecidas
durante los tres primeros dias y su aclividad se manlendria,
como ya fuera visto, hasta por Jlo menos el 59 dia de creci-
miento. Un segundo fotorreceptor estaria ligado al proceso de
induccién sexual y se ubicarfa en células jévenes de la colo-
nia. El tercero estaria involucrado con el crecimicnto vege-
tativo.



l.a segunda alternativa se basa en la existencia de un
inico fotorreceptor que, desencadenaria distintas vias meta-
b6licas, dependiendo del grado de diferenciacién de las célu-
las involucradas. Dichas vias podrian favorecer el desarrollo
sexual o no.

Los posibles pigmentos implicados en la recepcién del
estimulo luminico son Jlas flavinas y los carotenos; estos
dltimos no absorben dentro del rango del UVe (Galland y
Senger, 1988). De esta manera el o los fotorreceptores de I.
carneus podrian pertcnecer a cualquicera de las dos familias
de pigmentos mencionadas ya que en ambos casos puede absorber
en el rango del azul.

LLa similitud existente entre los espectros dc¢ accién
definidos en Neurospora para la fotorreduccién del citocromo
b y la fotoinhibicién del ritmo circadiano de conidiacién, v
las obtenidas en otros hongos son, para Mufioz y Butler
(1975), elementos de juicio suficientes como para pensar que
en todos ellos estaria involucrado el mismo tipo de pigmento,
es decir una flavina. Aunque para DBriggs e 1ino (1983) el es-
pectro de accién no refllejaria nccesariamente el espectro de
absorcién del pigmento fotoreceptor.

El uso de andlogos de las flavinas (rosoeflavina) en
Phycomyces blakesleeanus (Otto et al., 1981) permitié la
obtencién de respuestas f[ototrépicas positivas de sus espo-
rangiéforos en 529 nm, longitud no absorbida por Jla ribo-
flavina y reemplazindoia en su actividad en este caso.

En I. carneus no es posible detecminar, con los datos
disponibles, si el fotorreceptor corresponde a una [lavina o
a un caroteno, aunquce cn 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 Jla relacién entre la luz, la
nutricién carbonada y nitrogenada, y el desarrollo sexual de
I. carneus, no se dctceclaron apotecios en oscuridad en nin-

guno de los distintos tipos fuentes de carbono o de nitrégeno
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indicadas ni ante la variacién de sus cantidades, demostrando
que su respuesta cualitativa a la luz e¢s estricta.

El ndmero de trabajos en los que se relacionan los
factores luminicos y los nutricionales es pobre, pero se pue-
den citar Jos trabajos hechos sobre Clavicorona pixidata
(James y McLaughlin, 1988) donde el requerimiento de luz fue
absoluto para la induccidén de su fructificacién, independien-
temente de la fuente de carbono utilizada, Nectria ditissima
(Dehorter y Perrin, 1983 a y b) y Ascobolus Dbigultulfatus
(Pardo y Forchiassin, 1993 c) que también fructificaron en un
amplio espectro dc¢ fuentes carbonadas y nitrogenadas, pero el
requerimiento de Juz fue independiente de las fuentes usadas.

En cambio los efectos de inhibicién y de induccibén si
se vieron alterados por la cantidad de glucosa disponible en
el medio. Con una concentracidén de 2 g de C/1 e irradiaciones
de 24 hs. con luz blanca en distintos momentos del desarrollo
de las colonias, no se observé e] efecto inhibidor y cl
madximo dfa de respuesta fue cl 49, luego de un periodo de in-
sensibilidad. Aparcce entonces aqui una clara etapa de madu-
rez de la colonia, previa a la induccién, como fuera pro-
puesto por Leach (1971) y otros autores y ya tratada en esle
trabajo, y que seria cenmascarada por la accion del efecto de
inhibicién cuando la concentracién de glucosa es de 3 g de
c/1.

El crecimiento vegetativo de I. carneus se vi6 afec-
tado profundamente por la luz y por las condiciones de cul-
tivo. La luz favorecid el crecimiento en medio s6lido pero en
medio liquido lo retrasé.

En medio sélido las colonias desarrolladas en luz
azul, roja o UVc se comportaron de manera semejante, tardando
un dia méds en llegar al borde de las cajas (6Q) que las cre-
cidas en luz blanca; aunque las de oscuridad continua alcan-
zaron dicho Iimite en el 790 dia.

En cambio, en medio liquido los micelios de oscuridad
lograron su maximo crecimiento en el 59 dia, tres dias antes

que los de luz blanca y azul, y cuatro que los de UvVc. EI
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caso de los micelios desarrvollados bajo UVe fue el dnico en
el que se vi6é afectado e¢l peso seco producido ya que repre-
senté, en el dia de su mayor crecimiento, un 52% del produ-
cido por influencia de Jas otras luces en sus respectivos
picos.

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

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 é6ptimas promoveria el
mayor crecimiento del organismo al tiempo que en condiciones
subéptimas lo disminuiria, y cualquier desviacién de e¢stas
condiciones afectaria a los procesos de modo diferente. Fn |I.
carneus las condiciones de cultivo afectan a su desarrollo de
manera bien distinta, haciendo muy dificil la posibilidad de

extrapolar resultados de una condicién de cultivo a otra.



ASPLIECTOS MIETABOIL.LICOS

Resul tados .

A. RESPUESTAS A AGREGADOS EN OSCURIDAD (FOTOMIMETISMO).

Agregado de db-AMPc en colonias de distintas cdades.

Las colonias c¢recieron en medio s6lido, oscuridad
constante y 23°C. Se les agregd en distintos momentos de su
crecimiento una gota de db-AMPc (4 mM) sobre el micelio.

El ndimero total de apotecios por caja aumentd desde
los agregados en el 20 dia hasta llegar a una mdxima pro-
duccién en el 59, en miceclios de mayor edad el ndmero de
fructificaciones decayd (Fig. 3.35).

El didmetro de los apotecios aumentd de manera muy
significativa desde el 20 dia hasta alcanzar un valor maximo
en el 79 (Fig. 3.35). En ningin caso se declecté la presencia
de ascos con ascosporas.

El micelio no mostré pigmentacién y los apolccios

fueron de color naranja palido.

Agregados durante el 50 dia.

A cultivos crecidos en oscuridad constante se les
agregd durante el 59 dia, una gota de una de las siguientes
soluciones: db-AMI’c (4 mM); glucosa, arabinosa (6 g de C/1);
asparagina (0.4 g de N/1) o extracto de levadura (6 g/1).

El mayor nimero de apotecios se observé en db-cAMD,
aunque siempre fue muy inferior a los testigos de luz (Tabla
3.V), le siguieron glucosa y asparagina. El didmetro de las
fructificaciones para cstos tres agregados no mostraron dife-
rencias significativas (Tabla 3.V). Los tratamientos con

extracto de levadura mostraron nimeros de apotecios semejan-
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Nro.Apolecios total Diam.Apotecios (um)

Dia del agregado

Nro.Apotecios DiAm.Apotecios

Figura 3.365. db-AMPc y el desarrollo sexual. Producclén de apote-
clos y sus diamelros, tras el agregado de db-AMPc en distintos dlas,

sobre colonlas desarroliadas on oscuridad continva.

Tabla 3.V. Agregados en oscuridad y desarrollo sexual. Produccléon de
apoteclos y sus dlamelros tres el agregado de distinias sustanclas o
exiraclos, durante el quinio dfia en colonlas crecldas en oscuridad

conslanie,

Agregeado Nro.Apolecios total DIém.Apoteclos (um)
db-AMPc 81.56 (2.64) 687.4 (66.32
Qlucose 60.7 (3.66) 807.9 (93.27)
Arablnacea 268.1 (3.73) 696.8 (80.86)
Apparggina 96.8 (7.65) 637.6 (37.60)
Ext. de Levadura 20.1 (0.32) 712.8 (100.60)
Test.de luz (dia §) 734.0 (34.31) 703.1 (32.00)
Test. con agua [»] (o)
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tes a los obtenidos en arabinosa, pero el diédmetro promedio
del primero fue significativamente mayor a los de los restan-
tes tratamientos.

Las fructificacioncs nunca mostraron ascos desarro-
llados.

Los micelios no evidenciaron pigmentacién al igual
que los ascocarpos desarrollados con glucosa, asparagina y
extracto de levadura, en cambio los producidos en arabinosa y

db~-AMPc mostraron una pigmentacién naranja palida.
B. METABOLISMO DEL GLUCOGENO.

lLas colonias crecieron en medio s6lido, en oscuridad
o Jluz blanca de 300 b/p constantes y a 23°C. Se trataron
cajas con 12/KI cada 24 hs. para determinar la presencia dc¢
gluc6geno y su cantidad relativa.

La coloracidén en las células se manifesté como pe-
quefios grénulos 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 sicmpre intercaladas
con células sin coloracién. Cuando la coloracion llcgd a scr
muy marcada, se observé un aspecto granulado muy denso.

En las colonias crecidas en oscuridad la presencia de
glucégeno se hizo evidente desde el 30 dia de crecimientlo
(Tabla 3.VI), a partir del 50 dia hasta el 130 el nivel del
polisacérido fue alto para alcanzar en los dias 142 y 150 los
mayores grados.

En cambio, Jlos micelios crecidos en luz blanca sc¢ ca-
racterizaron por la falta de glucdégeno salvo en los dias 29,
60 y 119 y con mayor intensidad los dias 3¢ y 129, pero en
ningin caso se observd 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 polisacdrido al igual que las hifas ascOgenas
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(Tabla 3.VI), en éstas se acumulé principalmente sobre las

células apicales. En los ascos idnicamente se hallaron niveles

elevados en sus etapas juveniles, durante los dfas 70 y 80,

Las ascosporas, las paréfisis y las células del excipulo no

evidenciaron coloracién en ningin momento.
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0

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

LLa produccién de apotecios en oscuridad por el agre-
gado de db-AMPc en . carneus sugiere una estrecha ligazdén
entre el efecto de la luz y el del AMPc sobre la formacidén de
fructificaciones, coincidiendo el dfa de maxima respuesta
{52) con el de induccién por luz blanca.

Inducciones semejantes se produjeron en Saccobolus
platensis (Galvagno ¢t al., op. citl.) aunquc cn 1. carneus la
respuesta fue pobre en el ndimero final de fructificaciones
observadas y, principalmente, en Jla falta de ascos de-
sarrollados.

La induccién de la diferenciacién de cuerpos fruc-
tiferos en el 20 y 30 dias ratificaria Jas observaciones rea-
Jizadas en el capitulo anterior sobre la superposicion espa-
cial de este efecto con el de inhibicidn.

No obstante, ¢l AMPc es un compuesto que en .
carneus reemplaza al efecto fotoinductor, posiblemente a tra-
vés de la activacién de enzimas especificas y con ello, dc
vias metabélicas involucradas en la diferenciacién sexual.
Pero esta induccién seria incompleta ya que los apotecios
desarrollados no mostraron ascos manifestdndose asi la exis-
tencia de otros mecanismos involucrados en el proceso y no
gatillados durante la experiencia.

EL efecto inductivo provocado por el agregado de glu-
cosa, asparagina, arabinosa y extracto de levadura podria
deberse a microcambios producidos por el sdbito aumcnto de Ja
concentracién de estos compuestos sobre las células. Posible-
mente el micelio crecido en oscuridad conlinua se encuentre

con sus mecanismos metabélicos preparados para recibir el
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estimulo luminico necesario para desencadenar el proceso
sexual, este grado de hipersensibizacién le llevaria a produ-
cir una respuesta sexual ante el eslimulo provocado por agre-
gado de dichos compuestos. De todas formas es 1imposible
determinar bajo las presentes condiciones experimentales si
existen diferencias en los mecanismo de una u otra sustancia.

Si bien no exisle una amplia bibliografia sobre este
tema, se puede mencionar la induccioén provocada en
Blastocladiella emersonii por tiamina y timidina (Turian vy
Cantino, 1959), o por mezclas equimolares de succinato y
glioxalato (Cantino y Horcenstein, 1959) o por la accién de
distintos compuestos oxidantes en Pyronema domesticum {(Moore-
Landecker, 1983).

LLas técnicas histoquimicas revelaron quec en 1.
carneus el comportamiento del glucégeno estuvo significati-
vamente ligado a la condicién Juminica a la 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 glucdgeno acumulado muy elevadas si
se las compara con las detectadas en las colonias de luz con-
tinua. En estas UGltimas debid existir una degradacién y movi-
lizacién del polisacédrido hacia Jlas células en proceso de
diferenciacién.

Resulados similares se encuentran en Pyronema
domesticum (Moore-Landecker, 1981 a y b) donde el glucégeno
se acumulé en los micelios expuestos a condiciones no f[avo-
rables para la induccién sexual y sélo se hallaron niveles
pobres en los frictificados. También se dcteclaron niveles
importantes en el sistema ascégeno (Moore-Landecker, 1981 b)
como en el caso presente.

Una relacién semejante se encontré en I. carneus en
medio liquido, donde la degradacién de los hidratos de car-
bono totales se inicié durante el 69 dia de crecimiento
(equiparable con el comportamiento del glucégeno del mice-

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 8Q. Eventos semejantes
fueron detectados en Coprinus cinereus (Jirjis y Moore, 1976;
Moore et al., 1979).

De esta manera se puede sostener la idea de gque en I.
carneus existiria wuna correlacién entre la luz, el meta-
bolismo del glucégeno y la diferenciacidén sexual.

Para muchos autores el metabolismo del glucégeno se
encontraria ligado con Ja diferenciacién sexual. Asi durante
el desarrollo del cuerpo fructifero de Coprinus cinereus
grandes cantidades de glucégeno se acumularon en ef pileo
para ser degradados durante la formacién de las basidiospo-
ras, la expansion del pileo y la elongacién del pie (Ji vy
Moore, 1993); datos similares se obtuvieron en Volvariella
volvacea y Pleurotus sajor-caju (Chiu y Cheung, 1991), aunque
en este Gltimo finalmente no se le relacioné directamente con
la induccién sexual (Chiu y To, 1993).

El AMPc jugaria un importante rol, activando enzimas
especificas relacionadas con el proceso sexual, este efccto
fue comprobado sobre enzimas claves del metabolismo de los
hidratos de carbono (Plall, 1984). En Coprinus macrorhizus
(Uno e Ishikawa, 1976 y 1978) la activacién de la enzima glu-
cégeno fosforilasa parcialmente purificada, ¢ involucrada en
la degradacién del polisacdrido, requirié de wuna fraccidn
celular que contcnia una proteina quinasa AMPc dependiente.
En Schizophyllum commune (Yli-Mattila, 1987) luego de exponer
los cultivos a la Juz se detecté un fuerte incremecnto dcl
AMPc, y posteriormente una caida de la reservas del polisacéa-
rido.

Los datos experimentales oblenidos en I. carneus
reflejan, como se ha indicado anteriormente, un comporta-

miento semejante.
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Resul tados

A. DESARROLLO SEXUAL.

Temperatura e iluminacién constante.

Las colonias se desarrollaron durante 14 dias con luz
blanca de 300 b/p continua y a temperaturas de 18, 23 6 28°C.

El mayor ndmero de apotecios sc hallé en los trata-
mientos de 23°C (Fig. 3.36) al tiempo que las colonias cre-
cidas a 28°C mostraron nidmeros muy reducidos aunque con nu-
merosos proloapotlecios.

La distribucién de Jos apotecios sobre Jas colonias
crecidas con iluminacidén constante y a distintas temperaturas
arrojaron datos interesantes (fig. 3.37). A 18°C se dc¢sarro-
llaron sobre la zona comprendida entre unos 27 y 42 mm desde
el inéculo (50 y parte del 60Q dia de crecimiento); con 23°C
lo hicieron entre 25 y 33 mm (49 dia); y a 28°C entre 26 mm y
42mm (49 y parte del 59 dia).

El didmetro de¢ las fructificaciones fue semejante
para los tratamientos de 18 y 23°C (675.3 * 76.74 um) y en
28°C tuvieron Llamafios menorves (521.2 * 89.56 um). Sé6lo se
hallaron ascos con ascosporas en 23°C.

Todos Jos micelios y apotecios moslraron marcados

grados de pigmentacién.

Temperatura y condiciones luminicas no inductoras.

Las colonias se desarrollaron durante 15 dias en
oscuridad constante o fueron irradiados con luz blanca de 300
b/p durante el 20 dia de crecimiento, bajo las temperaturas
ya indicadas.
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Flgura 3.36. Temperatura y luz. NOomero total de apoteclios por caja
frente a tratamlientos luminicos Inductores, Inhibldores, o de luz
contlnua, efecluados a 18, 23 6 28 grados C.
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de 18 (A), 23 (B) y 28 (C) grados cenifigrados.



No se observé desarrollo sexual ni pigmentacién de

los micelios en ninguno de los tratamientos realizados.

Temperatura y condiciones luminicas inductoras.

Los cultivos se desarrollaron bajo las mismas con-
diciones usadas en la experiencia anterior, pero el periodo
de iluminacién se aplicé durante el 59 dia.

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

El grado de pigmcentacidn de los micelios fue marcado

al igual que el de los cuerpos fructiferos.

Temperatura e inhibicién de! estimulo luminico.

Las colonias fueron iluminadas durante el 20 y el 59
dias.

En los tratamientos de 18°C y 28°C no se abservé
desartrollo sexual (Fig. 3.36). Si se detectaron apotecios con
esporas en los tratamientos de 23°C ubicados dentro de Ila
zona IlTla.

El grado de pigmentacién de los micelios fue marcado

al igual que el de los cuerpos fructiferos.

B. CRECIMIENTO VEGETATIVO.

Medio sélido.

Las colonias se desarrollaron bajo luz blanca dc¢ 300
b/p constantes durante 15 dias 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 52 dia. En
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cambio los micelios sometidos a 18°C mostraron una velocidad
de crecimiento mucho menor, alcanzando el Dborde de la caja

durante el 80 dia dc¢ crecimiento (Fig. 3.38).

Medio liquido.

Los cultivos se realizaron en erlenmeyers de S50 ml
con 5 ml de medio, con luz blanca constante de 300 b/p y a
las temperaturas indicadas.

La principal diferencia que mostraron Jos cultivos se
manifesté en las velocidades de crecimiento exponencial, asi
sus respectivos picos s¢ dieron mids tardiamente cuanto mcnor
fue la temperatura (Fig. 3.39), de esta manera a 18°C el pico
se alcanz6 en el 110 dia, a 23°C en el 80, y a 28°C en ¢l 069.
La magnitud del crecimiento en el momento del pico no mostrd
diferencias significativas entre los tratamientos.

En 18 y 23°C se detectdé el desarrollo de apotecios,
en el primer caso durante el 189 dia de crecimiento, y en el
segundo a lo largo del 100 dia aunque s6lo fueron fértiles en
23°C. A 28°C no se observd desarrollo sexual.

La pigmentacién del micelio y de los apotecios fue

siempre marcada.
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Figura 3.38. Crecimiento en medio sélido. Crocimiento en me-
dlio so6lido de colonlas expuestas a 18, 23 6 28 grados contl-
grados.
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Teinpvratura
8- 18C —+— 23¢c 94— 28¢C
Figura 3.38. Crecimiento en medio llquido. Crecimlento on me-
dlo liquido de micellos expuesios a 18, 23 6 28 grados centigra-

dos.
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La temperatura afecté profundamente el desarrollo
sexual de I. carneus. En condiciones de iluminacién constante
y con una temperatura de 18 6 28°C se produjeron menos apole-
cios que en 23°C (aunque en la temperatura mdxima existieron
numerosos primordios), y sin ascos desarrollados. Efecctlos
seme jantes se reportaron en Ceratocystis fagacearum (Cobb et
al., 1961), Monilinia vaccinii-corymbosi (Milholland, 1974) y
Polystigma ochraceum (Ghazanfari y Banihashemi, 1976).

Los tratamientos de induccién con 1luz por 24 hs.
durante el 59 dia mostraron una falta total de desarrollo
sexual a 18°C, lo que indicaria la necesidad de un mayor
tiempo de irradiacién para favorecer la induccién, o la falta
de madurez del sistema de diferenciacidén en esas condiciones
de cultivo. A 28°C, por el contrario, la presencia de numero-
sos primordios reveld el inicio del desarrollo sexual de
manera similar a lo observado en condiciones de iluminacién
constanltle.

Si bien las altas temperaturas no afectan la induc-
cién del desarrollo sexual en I. carneus, .podrian prevenir el
normal progreso del mismo. Distintas temperaturas pucden
afectar a etapas diferentes del desarrollo, asi en Nectria
haematococca el rango de (emperaturas previo a la esperma-
tizacién fue de 18 a 24°C mientras gque el mas propicio para
el desarrollo de los peritecios y de las ascosporas fue de 21
a 24°C (Dietert et al., 1983). En Pyronema domesticum, con un
6ptimo para el desarrollo sexual de 20°C, en 5°C mostré asco-
gonios con morfologia anormal pero con apotlecios fértiles; a
30°C s6lo se hallaron apotecios estériles (Moore-Landccker,
1975).

Pero debe considerarse también la posibilidad de que

una mayor a4actividad del sistema inhibidor de la fructi-
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ficacién a 18 y 28°C, pueda afectar el noermal desarrollo de
los ascocarpos.

La temperatura afecté al crecimiento vegetativo dc
ITodophanus carneus en los medios de cultivo liquido y sé6-
lido, alterando sus velocidades de crecimiento durante la
fase exponencial, y con ello, el dia del pico de crecimiento
o el instante en el que se cubrié la totalidad del medio de
cultivo s6lido. Pero siempre fue mayor el efecto de desacele-
racién del crecimiento detectado a 18°C, que el de acelera-
cién observado a 28°C. Estos hechos son congruentes con lo
registrado en la bibliografia (Lilly y Barnett, 1951;
Garraway y Evans, 1984).

No se vio alterado el valor del peso seco obtenido c¢n
el momento del pico de crecimiento para los medios liquidos.

El crecimiento vegetativo se dié dentro de un rango
de temperaturas mucho mavor 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. cit.; Moore-lLandecker, 1992).



PIGMENTACION

Resul tados

A. CURVA DE ABSORCION.

Los pigmentos se extrajeron de colonias crecidas en
luz blanca continua de 300 b/p en el 892 dia de crecimiento en
medio lfquido. Se usaron 25 mg de peso seco de micelio para
un volumen final de 4 ml de cloroformo.

El espectro de absorcién se representa en la figura

3.40 y evidencia un dnico pico en 480 nm en cloroformo.

B. PIGMENTACION EN DISTINTAS CALIDADES DE LUZ.

Los pigmentos fueron extraidos en el 80 dia de cre-
cimiento de colonias expuestas a luz blanca, azul, UVc u
oscuridad constantes. Se utilizaron para la extraccidén 10 mg
de peso seco de micelio para un volumen final de 2 ml de clo-
roformo.

La mayor absorbancia se observé 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 minimas.
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Absorbanoia

2_
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0.6
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Long.de Onda (nm)

Flgura 3.40. Curva de absorolén. Curva de absorcién de los
carolenos extraidos del micello de /. carneus.

Teblia 3.VIl. Pigmentaclién y calldad de luz. Grados de plg-
mentaclén de micellos desarrollados en luz blanca, azul o
UVe y en oscuridad continuas, medidos como absorbancia
de sus exlractlos.

Calidad Absorbancia
de Luz

Blanca 0.29
Azul 0.11
Oscuridad 0.06
UVe 0.22
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La calidad y cantidad de las fuentes de carbono y de
nitrégeno afectaron de manera importante la pigmentacidén de
I. carneus.

LLa coloracién del micelio siempre aumentd junto con
el aumento de las concentraciones de glucosa, fructosa o
asparagina en el medio dc¢ cultivo liquido y s6lido, mientras
en ellas no se registrara una vacuolizacidén en las células.
En Aspergillus giganteus mut. alba la produccién de carotenos
aumentd junto con |a cantidad de glucosa presente en el
medio, hasta alcanzar un pico en una concentracién de 10% del
azldcar; igual comportamiento siguieron el glucégeno y la
altura de los conidiéforos (Zurzycka, 1991).

Cuando la relacién C/N se mantuvo constante en un
valor de 15, la coloracién miceliana fue siempre intensa.
Asi, la sintesis de carotenos en el micelio se encontrdé rela-
cionada de manera directa con la concentracién de las fuentes
de carbono y de nitrégeno del] medio de cultivo.

La variacién del tipo de fuente de carbono afectlé
profundamente a la pigmentacién del mic?lio siendo intensa en
aquellas favorables para la fructificacién, poco intensa en
las que mostraron una baja produccién de apotecios, o no
detectable en las que e] crecimiento fue inhibido o en las
que existié una clara alteracién del metabolismo secundario.

Las mismas relaciones se encontraron cuando se varié
el tipo de fuente de nitrégeno aunque sobresalieron entlre
ellas leucina y principalmente fenilalanina, con una muy alta
pigmentacién miceliana, pero sin fructificaciones, eviden-
ciando el papel estimulatorio de dicha via metabdlica.

Con ello se determina la profunda incidencia del tipo
de fuente de carbono o de nitrégeno presente en el medio y la
respuesta del metabolismo de los carotenos, tal como ocurrié

en Camarosporium rouguerii (Crabtree y Gessner, 1982).
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De las experiencias de nutricién también surge una
relacién directa entre Ja presencia de pigmentacién miceliana
y la produccién de fructificaciones, tLeniendo como dudnicas
excepciones a leucina y fenilalanina.

En lo referido al factor luminico, la falta de pig-
mentacién en los micelios de I. carneus crecidos en oscuridad
constante indicarian que la sintesis de carotenos cstaria
inducida por la luz, efecto caracteristico en muchos hongos
(Carlile y Friend, 1956; Codner y Platt, 1959; Leach, 1971;
Govind y Cerdé4-Olmedo, 1986).

Las exposiciones en distintos tiempos provocaron una
pigmentacién menor a la detectada en los tesligos de ilumina-
cién continua. En Pyronema domesticum (Moore-lLandecker, 1979
a) también la pigmentacién fue mayor cuanto mayor fue el
periodo de exposicién a la luz,

La iluminacién de las colonias que involucraron a los
4 primeros dias de crecimiento (iluminaciones de 24 hs. en
los dias 12 al 49 6 tratamientos combinados entre el 10 y 40
6 en el 20 y 40 dias) no evidenciaron pigmentacién. En los
tratamientos combinados entre el 19 y 59, 20 y 50, 19 v 69 &
20 y 69, existid una pigmenlacién pobre; y muy marcada cuando
las exposiciones se rcalizaron desde el 59 dia en adelante.

De esta manera el grado de induccfén del metabolismo
de los carotenos en J. carncus dependeria del tiempo de expo-
sicién a la luz blanca y del momento en el gque la misma es
aplicada. Sobre este Gdltimo punto es importante remarcar la
posibilidad de que en Jos tratamientos sobre micelios jéve-
nes, la falta de induccién se deba a la inmadurez dc¢ Jos
mecanismos de carotenogénesis o a Jla accién sobre ellos del
proceso de inhibicién ya tratado.

Esta udltima posibilidad se encuentra afirmada por la
pobre pigmentacién de los micelios expuestos en los tra-
tamientos combinados de los dias 12 y 59, 20 y 59 6 12 y 69
cuando se Jlas compara con las altas pigmentaciones detectadas
en los tratamientos de 24 hs. del 59 6 69 dias, lo que indi-

carfa una modulacio6n nepaliva de la sintesis de pigmentos por
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parte del proceso de inhibicién de la fructificacién, también
fotodependiente,

La induccién por cl agregado de sustancias c¢n oscu-
ridad no desencadené la sintesis de carotenos en el micelio,
pero si la produccién dc apotecios estériles, poniendo de ma-
nifiesto una activacidén parcial o de mecanismos distintos con
estos tratamientos y los dc¢ iluminacién.

En I. carneus fucron reconocidos 11 pigmentos caro-
tenoides (Valadon e( al., 1980), sicndo trans-Neurospo-
raxantina-metil ester (44.7 %), Neurosporaxantina (33.2 %) y
Fitoeno (10 %) los que se encuentran en mayores cantidades
relativas. Los dos primeros poseen tres picos de absorcioén
ubicados entre 440-448 nm el primero, 470-474 nm e] segundo y
501-503 nm el dltimo, dependiendo cada uno de ellos del pig-
mento en cuestién y del solvenle utilizado en la lectura.

La curva de absorcién realizada con cloroformo en ¢l
presente estudio rtreveld 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 carotenos presentes en
este organismo y que permitié el andlisis del comportamiento
global de los pigmentos.

El uso de distintas calidades de 1luz en 1. carncus
mostré una mayor produccién de pigmentos carotenoides en UVc,
mientras que en luz azul la medicién fue un 50 % menor. lLas
medidas de oscuridad resultaron infimas. La luz azul y UVc se
mostraron como importantces inductores de la carotenogénesis
en numerosos hongos (Moore-Landecker y Shropshire, 1982;
Harding y Shropshire, 1980).

Como fuera expucsto en capitulos previos la absorcién
dentro del rango de la luz azul, pero principalmente del UVc,
involucraria a una flavina en la recepcién del estimulo lumi-
nico inductor, tal como fuera detectado en Phycomyces
blakesleeanus y Dictyostelium discoideum (Pof{ y Butler,
1974) y Neurospora crassa (Mufioz y Butler, 1975).
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CONDICIONIES DI CULTIVO Y OTROS
TFACTORES

Resul tados

A. VARIACION DEL MEDIO DE CULTIVO SOLIDO.

Volumen del medio.

Se hicieron cultivos en cajas de Petri con 10, 15, 20
6 30 ml de medio sélido estédndar. lLas colonias crecieron
durante 15 dias 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 dia de
crecimiento mientras que los crecidos en 20 y 30 ml lo hicie-
ron a lo largo del 59 dia.

El nimero de apotccios totales fue en aumento desde
10 hasta 15 ml de medio de cultivo (Fig. 3.42), con volumenes
mayores dicha cifra disminuyé marcadamente. En todos los
casos los ascocarpos se desarrollaron principalmente sobre la
zona I1I.

El diadametro de Jas fructificaciones aumenté signi-
ficativamente junto con el aumento del volumen del medio de
cultivo (Fig. 3.42). Los cuerpos fructiferos mostraron ascos
maduros con ascosporas para todos los vollimenes experi-

mentados.

Concentracién del medio de cultivo basal.

Se modificé la concentracién total del medio de cul-
tivo para un volumen final de 20 ml, y se las expresard a
partir de sus respectivas concentraciones de C (1.5, 2.25, 3
y 4.5 g de C/1). De esta manera las cantidades dec nutrientes



139

Cultivo. Resultados.

Radio de la Colonia (mm)

T L] L] )

3 4 5 -] 7
Tiempo (dias)
Volumen del Medio

—— 10 ml == 15 ml -%-- 20 ml —B8-—- 30 ml

Figura 3.41. Crecimiento en medio edlido. Crecimienlo de colo-
nilas desarrolladas en distinios volomenes de medlo de cultlvo
sélido.

Nro.total o Diam. Apotecios

Volumen del medio (mi)

NroApoteclos NN piam.Apotecios

Filgura 3.42. Desarrollo sexueal en medio sélido. NOmero tolal
de apoleclos por caJa y sus dlamelros, producldos en distin-
tos volumenes de medlo de culllvo sélldo.



140
Cultivo. Resultados.

disponi%les fueron semejantes a las de la experiencia ante-
rior (10, 15, 20 y 30 ml de medio de cultivo).

lLas velocidades de crecimicento vegetativo fueron
seme jantes a las observadas en la serie. experimental ante-
rior.

El nimero total de apotecios por caja fue mayor para
la menor concentracién (Fig. 3.43) y disminuyd con el aumento
de la concentracién del medio. En la mayor concentracion
privé la presencia de apotecios miltiples. La distribucidn de
los ascocarpos fue similar a la observada cn la expericncia
de variacidén del volumen del medio.

El didmetro de los apotecios individuales aumentd
junto con 1las cantidades de medio de cultivo basal (TFig.
3.43).

El ndimero de ascos desarroliados por ascocarpo [lue
reducido en los medios con 1.5 g de C/1 (menos de 10), se
hallaron numerosos ascos en 2.25 y 3 g de C/l; y en 4.5 g de

C/1 no se encontraron ascos.
B. VARIACION DEL MEDIO DE CULTIVO LIQUIDO.

Volumen del medio y del frasco.

Se realizaron cultivos en f{rascos Erlenmeyer de dis-
tintas capacidades, con volimenes variables de medio de cul-
tivo estandar (frascos de 50 ml con 5 6 10 m!l de medio; fras-
cos de 100 ml con 10 6 20 ml de medio y frascos de 250 ml con
25 6 50 ml de medio). Se Jos cultivé durante 8 dias con Juz
blanca de 300 b/p y 23°C.

No se detectaron diferencias significativas en ¢l
peso seco alcanzado al 80 dia de crecimiento para los dis-
tintos tratamientos (Tabla 3.VIII).

En las series de [rascos de 100 y 250 ml de volumen
con 20 6 50 ml de medio de cultivo Jas colonias mostraron
células muy vacuolizadas, evidenciando una clara [ase de
autélisis; en Jos restantes tratamientos las células no

tuvieron esa apariencia.
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o Nro.total o Diam. Apotecios (um)

2.25
Glucosa (g C/1)

Nro.Apotecios S piam.Apotecios

Figura 3.43, Variacién de la concentraolén del medlo de culti-
vo. Namero lolal de apoleclos por caja y sus dlamelros anie
la varlaclén do la conceniraclén tolal del medio de cultivo,
manieniendo el volumen tinal en 20 ml. La concentraclén del
medlo se expresa como conceniraclén de glucosa.

Tabla 3.Viil. Crecimliento y desarrollo sexual en medio liquido.
Crecimlenio y nOmero de apoleclos lolales por Irasco, frenlo
a la varlaclén del volumen del medlo de culitlvo l(quldo, y el
de los (rascos.

Vol.Erlenmeyer |Vol.del Medlo | Peso seco | Nro. Apoteolos
(mi) (ml}) {mg/ml) por frasco
60 6 2.96 7.0
60 10 3.14 2.3
100 10 2.890 4.76
100 20 3.03
260 26 3.16 o)
260 60 2.74




142

Cultivo. Resultngos.

S6lo se detectdé desarrollo de apotecios en los tra-
tamientos que involucraron frascos de 50 ml de volumen y en
Jos de 100 ml con 10 ml de medio de cultivo (Tabla 3.Vill).

La mayor produccién se detecté en los de 50 ml con §
ml de medio. Los ascocarpos fueron {fértiles en todos los

casos.

Respuesta al agregado de PEG-6000.

Se agregdé PEG-6000 al medio de cultivo en distintas
proporciones (1, 2.5, 5, 7.5 6 10%), modificando asi la vis-
cosidad del medio. Los cultivos fueron hechos en frascos de
50 ml con 5 ml de medio durante 8 dias con luz blanca cons-
tante de 300 b/p y 23°C.

El peso seco aumentd conforme Jo hizo la proporcién
de PEG-6000 (Tabla 3.1X). El nimero de f{ructificaciones ob-
servadas por frasco Erlecnmeyer también aumenté junto con las
concentraciones de PEG-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 formacién de ascocarpos.

Los apotecios mostraron ascos con ascosporas en O y
1% del polimero, con concentraciones mayores 1los 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

dias en oscuridad o luz blanca constante de 300 b/p y 23°C.

Ifuminacién constante.

Las colonias crecidas en cajas selladas mostraron un
nimero total de ascocarpos muy reducido con respecto a los
desarrollados en cajas no selladas (Tabla 3.X).

La distribucién de los apotecios en las colonias fue
seme jante para las cajas sclladas y no selladas (Fig. 3.44, A

y C), ubicdndose principalmente dentro del zona 1I.
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Tebla 3.I1X. Desarroilo en medio llquido con PEG-6000.
vegelativo y nimero de apoteclos totales por {rasco, en mlcellos de-
sarrollados en medlo liquido, con distinias canlidades de PEG-8000.

Crocimlento

Concentraclon de Creclmlento Nro. Apoteclos
PEG-68000 (%) (mg/mt) por irasco

0] 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. Desarrollio en cajas seliadas.

NUmearo loiat do apolectos

por caja y sue dlamotroa do colonlas desarrolladaa on luz u oscu-
ridad conslanles y en cajas selladas, o0 no.

Tratamiento

Nro.Apotecios

Diém.Apotecios
(um)

Luz c/Parafilm

Luz s/Parafilm

78.7 (4.19)

387.9 (43.37)

791.7 (62.48)

756.6 (49.87)

Osc.c/Parafilm

Osc.s/Paraflim

10.2 (2.35)

0]

608.3 (82.49)

0
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Nro.Apoteclos

Nro.Apoleclos

Radio de la Colonla (mm)

B

0--m-rm-n+ﬂ-!ﬂ-ﬂ-rr!-|-v
Nro.Apoteclos 0 10 20 30 40

60 Radio de la Colonla {(mm)

C

40

20

0 10 20 30 40

Radlo de la Colonla (mm)

Figura 3.44. Distribucion de apotecios en cajas selladas. Dlislirlibuclén do
ios apotleclios en colonias desarroiladas en luz conllnua y cajas selladas
(A); oscuridad constanie y cajas selladas (B). 0 en luz constlante y cajas
no seltadas (C).
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No se hallaron ascos desarrollados en las cajas
selladas con Parafilm.

La pigmentacién del micelio y de los cuerpos fruc-
tiferos no mostré 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 nimeros
de apotecios totales (Tabla 3.X). Dichas estructuras se con-
centraron en la zona 1IJb (Fig. 3.44, B). Los ascocarpos
nunca mostraron ascosporas ni ascos.

Los micelios y cuerpos fruclileros observados en

estas experiencias no evidenciaron la presencia dc pigmenlos.

D. SIEMBRA DE INOCULOS CON DISTINTOS GRADOS DE MADUREZ.

Se sembraron indculos de distintas edades de cultivos
crecidos durante 15 dias bajo iluminacién constante. Dichos
inéculos se sacaron de las 4reas correspondientes a los dias
10, 20, 390 (zona la, Ib y Ic respectivamente), 49 (zona [1) y
50 (zona III) de crecimiento vegetativo, y fueron expuestos
durante 14 dias a oscuridad constante. En ambos casos la tem-
peratura fue de 23°C.

Los cultivos originados a partir del crecimiento dc
inbculos extraidos de la zona I mostraron un crecimiento
vegetativo pobre que lleg6é a unos 36 mm de distancia del in6-
culo en l!la mayoria de los casos, y llegando al borde de la
caja de Petri en otros. En cambio las colonias desarrolladas
a partir de in6éculos de las zonas II y III crecieron normal-
mente hasta alcanzar el borde de las cajas.

En ningdn caso se observé desarrollo sexual. La pig-

mentacién del micelio fue pobre sobre los primeros 21-30 mm
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de radio de la colonia y desde alli hasta el borde no habia
pigmentacién evidente.

Pero cuando estas cajas lueron reincubadas, luego de
crecer 14 dias en oscuridad constante, en condiciones de ilu-
minacién constante, se detecté6 el desarrollo de apotecios al
40 dia del cambio de condiciones. Los cultivos correspondien-
tes a los in6culos de las zonas Ia y Ib evidenciaron un
nimero de apolecios totales por caja de 74.8 + ]13.93, todos
ellos ubicados en una banda de unos 2t a 30 mm de radio.
Estas fructificaciones mostraron ascos vacuolizados sin espo-
ras.

l.as colonias correspondientes a Jos indéculos de las
zonas Ic, II y IJl mostraron un nimero similar de ascocarpos
totales por caja, que fue de unos 158.7 % 43.35. Estos cuer-
pos fructiferos se ubicaron dentro de una banda desarrollada
desde unos 36 mm del in6culo hasta el borde de la caja, ¥y

poseian ascos con ascosporas.

E. PRESENCIA DE BARRERAS FISICAS.

Sobre la superficie del medio de cultivo sélido se
fijaron vidrios cubreobjetos de 20 mm de largo por 6 mm 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 inéculo y a distancias va-
riables del mismo. Las colonias crecieron luego a oscuridad o
juz blanca constantes y a 23°C.

En los tratamientos de oscuridad siempre sc desa-
rrollaron apotecios (4 a 7), sin ascos y con muy poca pig-
mentacién en los bordes de Jlos obstlculos colocados verti-
calmente, y sin importar la posicién de los mismos sobre el
cultivo. Cuando los cubreobjetos fueron ubicados en forma
Ilana sobre el medio. no se detecté desarrollo sexual.

En los tratamientos de luz conlinua Ja presencia de
obstdculos no parecié modificar los patrones normales del

desarrollo sexual.
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LLa produccién de apotecios ante distintos volidmenes
del medio de cultivo sé6lido mostré variaciones de importancia
en cuanto a su numero y didmetro. Las mismas fueron similares
a las observadas cuando se modificé el contenido de glucosa
en el medio de cultivo en el capitulo de nutricién. El com-
portamiento en las concentraciones de 1, 2, 3 y 4 g de C/1
fueron semejantes a las detectadas con 10, 15, 20 6 30 ml de
medio de cultivo, tanto para el nimero cuanto para el didme-
tro de las fructificaciones. Por 1lo tanto los resultlados
obtenidos ante la variacién del volumen del medio podrian
deberse a un efecto nulricional, aunque debe tenerse en
cuenta que se modificé no sélo el nivel de glucosa sino tam-
bién las cantidades rTelativas de todos los componentes del
medio de cultivo.

Tras la variacién del volimen del medio, todos los
apotecios poseyeron ascos maduros, marcando una importante
diferencia con la serie de nutricién, donde s6lo fueron [ér-
tiles en 2 y 3 g de C/]1, evidenciando la posible accidén de un
fenémeno distinto del nutricional y que favoreceria el decsa-
rrollo de los ascos.

Cuando se varié la cantidad total de los componentes
del medio de cultivo y se mantuvo el volumen final constante
en 20 ml, el comporlamiento del nimero total de apotecios f(ue
distinto, disminuyendo desde las menores concentraciones
hacia las mayores. De esta manera, no existiria un efecto
nutricional directo sobre el nimero de apoﬁecios generados en
estas dos dltimas experiencias, cobrando importancia la can-
tidad de agar presente y el volumen final del medio.

En Magnaporthe salvinii, 15 ml] de medio sé6lido fueron
mas efectivos en la produccién de peritecios que 10 6 20 ml,
Yy un 1.2 a 2% de agar indujeron un mayor nimero que propor-

ciones de agar menores o mayores a las indicadas (Tsuda et
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al., 1982). También en Plenodomus meliloti, hongo fotoinduci-
ble, se observ6é la formacién de picnidios en oscuridad cuando
se disminuyé el volumen del medio s$6lido hasta 3 ml, y adju-
dicaron el hecho a un "efecto de contacto" (Zafar y Colotelo,
1979).

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

Por el contrario, ¢l didmetro 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 capitulo de nutricién.

La variacidén del volumen de medio de cultivo liquido
y del volumen del frasco utilizado también afect6é al desarro-
llo de I. carneus. El crecimiento vegetativo no mostré dife-
rencias significativas salvo para el caso de los frascos de
250 m! con SO ml] de medio que, junto con los de 100 ml con 20
ml de medio, fueron Jos dGnicos en los que se detecld signos
de autélisis.

El desarrollo sexual se vié favorecido por los bajos
volimenes de medio pero sélo hasta frascos de 100 ml.

l.La obtencidén dec apotecios en medio liquido representa
un hecho de importancia, ya que son muy pocos los casos
registrados de Ascomycetes que {ructifiquen en esas condicio-
nes debido, probablemente, a la falta de un sustento sélido
(Asina et al., 1977; Moore-Landecker, 1992). En muchos Basi-
diomycetes la fructificacién en medio liquido se ve favore-
cida por el agregado de vermiculita (Tan y Moore, 1992).

Nectria ditissima es uno de los pocos Ascomycetes en
los que se observéd fructificaciones en medio liquido es-
tdtico, aunque para ello se requierieron mayores intensidades
de luz que las necesarias en medio sé6lido (Dehorter y Perrin,
1983 a).

El agregado de PEG-6000 favorecié el desarrollo de T.
carneus. El nimero de apotecios por frasco encontré un valor
maximo en una proporcidén del polimero del 7.5% aunque s6lo se

hallaron ascos maduros en O a 1%. El crecimiento hifal tam-
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bién se vi6 favorecido por el aumento de la concentracién del
polimero en el medio de cultivo.

En Saprolcgnia diclina y S. ferax altas concentra-
ciones de PEG-6000 (o bajo potencial midtrico en el medio de
cultivo) afectaron negativamente e] crecimiento hifal y a la
produccién de oogonios (Smith et al., 1990).

lLa aireacién dcl micelio, o la falta de clla, pueden
provocar importantes alteraciones en el desarrollo fidngico
(Moore-Landecker y Shropshire, 1982; States, 1975; Plunkett,
1956).

En I. carncus se hallé una baja produccién de apo-
tecios en cajas selladas con Parafilm en luz continua, lo que
podria explicarse en base a la acumulacién de didéxido de car-
bono en la atmésfera. Altas presiones de di6éxido de carbono
inhibieron la produccién de fructificaciones en Schizophyllum
commune (Raudaskoski y Viitanen, 1982; Bromberg y Schwalb,
1976) y alteraron el desarrollo en Penicillium isariilorme
(Graafmans, 1973), en Lentinula edodes la falta de aireacién
afect6 la expansién de sus primordios (Leatham y Stahmann,
1987).

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

La produccién de apotecios en oscuridad en cajas
selladas es un proceso mias complejo, aunque el hecho de que
todos se dilerenciaran sobre los borde de las cajas indicaria
la presencia de un probable "efecto de borde" favorecido por
el sellado. Muchos autores proponen Jla existencia de metabo-
litos voldtiles emitidos por el micelio que podrian inhibir
{Moore~Landecker y Shropshire, 1984) o estimular (Basith y
Madelin, 1968) la fructificacién, hipbétesis que no puede ser
totalmente descartada en I. carneus.

Los micelios desarcrollados a partir de inéculos de
distintas edades y f[ructificados no mantuvieron su capacidad
de diferenciacién sexual c¢n Ja oscuridad. También el ritmo dec

crecimiento fue bajo principalmente en aquellas colonias ori-
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ginadas de inéculos de las zonas mids viejas, poniendo de
manifiesto un alto grado de diferenciacién de las células en
la colonia original.

Tras su reincubacién en Juz mostraron un réapido de-
sarrollo sexual, aunque sélo se detectaron ascos con ascos-
poras en los provenientes de las regiones mids jOvenes de la
colonia original. De esta manera se pone de manifiesto que
los sistemas involucrados en la diferenciacién sexual son
estrictamente fotodependientes, y que aquellos involucrados
en el inicio del desarrollo fueron mis eslables en esta ex-
periencia que aquellos involucrados c¢n el desarrollo de las
ascosporas. La falta de esporas se debié probablemente a la
decadencia de un sistema fotorreceptor especifico, o a la de
los mecanismos metabélicos involucrados en el proceso.

En Schizophy!llumm commune los in6éculos provenientes de
regiones mis jévenes de la colonia tuvieron respuestas mcno-
res a la luz que la de aquellos extraidos de zonas mids viejas
(Raudaskoski e Yli-Mattila, 1985).

El desarrollo de fructificaciones sin ascos anle la
presencia de una barrera fisica introducida en el medio dc
cultivo, pone en evidencia el delicado equilibrio interno del
organismo, y la importancia que Jlos factores internos, atln
desconocidos, tienen sobre los procesos de diferenciacién
sexual en los hongos. La induccién dada en estas condiciones
se debibé probablemente a un cambio en los patrones de creci-
miento hifal y su ramificacién, o a la inhibicién del cre-
cimiento vegetativo por la presencia de las barreras.

En Phoma sp. y Ascochyta pisi se encontraron fruc-
tificaciones en oscuridad cuando se agregd papel celofdn so-
bre el medio de cultivo (Suryanaraynan y Swamy, 1981). Los
autores consideraron que estos micelios poseian mayor can-
tidad de hifas aéreas y un mayor nuUmero de ramiflicacioncs
sobre los bordes de la colonia, lo que serfia de gran impor-

tancia en el cambio de la fase vegetativa a reproductiva.
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El desarrollo de Iodophanus carneus se vio afcctado
por diversos factores externos que modularon tanto su creci-
miento vegetativo cuanto su diferenciacién sexual. IEnlre los

mAs sobresalientes encontramos:
Nutricién.

- 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/] respectltivamente).

- La relacién C/N 6ptima inicial (con glucosa y asparagina)
para el nimero de apotecios fue de 10:1 y para el tamafio de
los mismos de 15:1.

- El aumento de las concentracionecs de C o de N en el medio
de cultivo incrementd el crecimiento vegetativo.

- El didmetro de los apotecios mostréd siempre una correlacién
positiva con el crecimiento vegetativo y la cantidad de nu-
trientes disponibles en e}l medio.

- Glucosa y manosa fueron las fuentes de C mads favorables
para el desarrollo sexual y el crecimicnlo.

- Arabinosa y galactosa inhibieron el crecimiento.

- Asparagina, glicina y acetato de amonio fueron Jas fucntes
de N més favorables.

- Triptofano inhibié el crecimiento.

- La pigmentacién del micelio aumenté junto con el aumento de
las concentraciones de C o N.

- Existi6é una relacién directa entre el tipo de fuente de C o
de N del medio, la pigmentacién del micelio y la fructiflica-
cién. Las dudnicas excepciones fueron lJleucina y principalmente
fenilalanina que presentaron una alta pigmentaciédn miceliana

pero sin fructificaciones.
Luz.

- El desarrollo sexual fue totalmente fotodependiente, mani-

festando una respuesta tipicamente 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 50 dia fueron suflicicen-
tes para inducir la diferenciacién de apotecios, pero se ne-
cesité6 un minimo de 4 hs. para inducir el desarrollo de
ascosporas.

- La induccién del desarrollo sexual con Juz blanca fue
madxima durante el 50 dia de crecimiento, pero se demostré la
existencia de una ctapa inhibitoria de dicho proceso y actli-
vada por la 1luz durante los tres primeros dias de creci-
miento.

- Los apotecios se desarrollaron dentro de zonas definidas y
predecibles sobre las colonias y relacionadas con el momento
de la irradiacién, evidenciando distintos grados de respuesta
al estimulo y dependientes de la madurez del micelio.

- La fotoinducciotn generaria una sustancia o grupo de ellas,
capaces de una rapida difusién en el sentido radial y lateral
de la colonia, para producir finalmente una respuesta sobre
células con un grado de diferenciacién determinado. lLa luz
también activaria un proceso inhibidor del desarrollo sexual
y que difundirian principalmente en el sentido radial.

Los fotorreceptores de uno y olro procesos posecrian
un comportamiento espacial distinto. Los encargados de la ac-
tivacién del inhibitorio se encontrarian sobre las hifas cre-
cidas durante los dias 19 al 39, y mantendrfan su capacidad
de fotoinhibicién incluso hasta el 590 dia de crecimiento. La
capacidad fotoinductora siempre se hallé relacionada con las
zonas de crecimiento de¢ la colonia.

As{ la ubicacidén de los apotecios sobre la colonia y
su nimero dependerian de la competencia entre el proceso de
inhibicién y el de induccién y del grado de respuesta polen-
cial de las células a este Gltimo efectlo.
~ La induccién y la inhibicién se vieron favorecidas por la
luz azul, indicando la posibilidad de que el fotorreceplor

sea una flavina.
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- La mayor produccién de carotenos se dio en UVc, manifes-
tando la posible presencia de una flavina en la recepcién del
estimulo.

- La luz afecté negativamente la velocidad de crecimiento en
el medio de cultivo liquido, pero le aumenté cuando el medio
fue sé6lido.

- No hubo desarrollo sexual en oscuridad en ninguno de los
distintos tipos fuentes de C o de N probadas ni ante la va-
riacién de sus cantidades.

- Los efectos de inhibicién y de induccién dependieron de la

cantidad de glucosa disponible en el medio.

Metabélicos.

- El agregado de AMI’c en oscuridad indujo el inicio del desa-
rrollo sexual, lo que pondria de manifiesto su posible papel
de intermediario en el proceso.

- Se encontré una correlacién directa entre el metabolismo
del glucégeno, Jla luz y la diferenciacién sexual, con una
acumulacién del polisacdrido en oscuridad y su degradacién

ante el desarrollo de fructificaciones en luz.

Temperatura.

- La induccidén con luz durante el 50 dia fue ineflficaz a 18°C
y a 28°C sélo se hallaron numerosos primordios, demostrandose
de esta manera la influencia de la temperatura sobre el pro-
ceso de diferenciacidn sexual y su respuesta a la luz.

- La temperatura alteré la velocidad de crecimiento durante
la fase exponencial y asi{ el dia del pico de crecimiento, o
el momento en el que se cubrié la totalidad del medio de¢ cul-
tivo s6lido. Pero no se modificé notoriamente la biomasa en

el momento del pico de crecimiento para los medios liquidos.
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Conclusiones.

Condiciones de cultivo.

- La cantidad de agar del medio de cultivo sélido alterd el
desarrollo sexual del hongo.

- Se obtuvo el desarrollo sexual completo en medio liquido,
me jordndoselo con el agregado de PEG-6000.

- El sellado de las cajas de Petri modificé el desarrollo de
las fructificaciones en luz y en oscuridad, provocando un
efecto fotomimético en ésta Gltima.

~ Los inéculos provenientes de las zonas mAs viejas de las
colonias mostraron un crecimiento pobre y wuna respuesta
sexual incompleta, evidenciando un alto grado de diferencia-
cién de dichas édreas.
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