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RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron establecer, a partir del análisis de

los patrones electroforéticos de isoenzimas intracelulares, de ciertos caracteres

de cultivo, y de la producción y patrones electroforéticos de endo B-D-l,4

glucanasa, la delimitación de diez especies del género Saccobolus. Se

utilizaron para el mismo 114 cepas monospóricas del género. Se analizaron

seis sistemas isoenzimáticos intracelulares: AAT, ACP, G6PD, IDH, EST,

SOD, y uno extracelular: endo B-D-l,4 glucanasa. El fenograma obtenido a

partir del análisis de agrupamientos (UPGMA) muestra dos grupos

principales de especies, correspondientes a cada una de las dos secciones en

las que se divide el género. Se observó una alta homogeneidad

intraespecífica ya que no se observaron diferencias en los estados de los

caracteres entre las cepas monospóricas de cada aislamiento geográfico y

aún entre distintos aislamientos geográficos. El análisis de los fenogramas

muestra un alto grado de asociación entre las especies, lo cual concuerda

con las observaciones morfológicas y el comportamiento fisiológico del

grupo donde las especies aparecen como un continuo. Los resultados de este

trabajo avalan el uso de los patrones isoenzimáticos de las enzimas testeadas, y

las diferencias en los parámetros fisiológicos, para la delimitación de las

especies del género. Los mismos indican que las diez especies estudiadas

constituyen unidades taxonómicas independientes, avalando lo establecido,

para alguna de ellas, a partir del análisis de los patrones morfológicos, y

fisiológicos previamente estudiados. Esta metodologia constituye una

herramienta adicional a la taxonomía tradicional del género, que utiliza sólo

caracteres morfológicos.

Palabras Claves: Ascobolaceae, Saccobolus, isoenzimas, taxonomía fúngica,

fenograma, endo B-D-l,4 glucanasa.



SUMMARY

The aim of this work was to establish the delimitation of ten species of the

genus Saccobolus on the base of the analysis of electrophoretic patterns of

intracellular enzymes, cultural characters and production and

electrophoretic pattem of endo B-D-l,4 glucanase. A hundred and fourteen

monospon'c strains of the genus were used throughout, six intracellular and

one extracellular isozyme systems were analyzed: AAT, ACP, G6PD, IDH,

EST, SOD and endoglucanase. The phenograrn obtained from the analysis

of grouping (UPGMA) showed two groups of species, corresponding to the

two sections of the genus. A high intraspecific homogeneity was observed,

since there were not differences in the status of the characters among the

monosporic strains of each geographical isolement, and not even among

difierent geographical isolements. The analysis of phenograms showed a

high degree of association among species, which correlates with

morphological observations and physiological behavior of the taxa. The

results of this research support the use of isozyme patterns of enzymes

tested as well as the difierences in physiological parameters for the

delimitation of species in this genus. They show that the ten species studied

are independent taxonomical entities, supporting the taxa established by the

analysis of morphological and physiological pattems previously studied.

This methodology constitutes an additional tool to traditional taxonomy of

the genus, that uses only morphological characters.

Key Words: Ascomycetes, Saccobolus, isozymes, fungal taxonomy,

phenogram endoglucanase.
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l INTRODUCCION

1.1 Sistemática bioquímica.

1.1.1 Antecedentes

La clasificación tradicional de los hongos, está basada sobre caracteres macro

y micromorfológicos, relacionados con las hifas vegetativas, la reproducción

sexual y asexual, color, forma o septación de las esporas y otros caracteres

similares.

Si todos los estados morfológicos apropiados se encuentran presentes en el

hongo, vivo o muerto, éste puede ser identificado con el método que utilim sólo

caracteres morfológicos. En otros casos, debido a la carencia de factores de

diagnóstico apropiados, este método puede tener valor limitado, o bien pueden

necesitame condiciones especiales para seguir el desarrollo de los hechos

morfológicos. Una clasificación basada puramente en la morfologa también

puede ser dificil de aplicar en el caso de hongos polimórficos, que pueden

producir según las condiciones, uno o varios tipos de esporas o en casos en que

una forma relativamente simple de reproducción asexual puede desarrollar a partir

de diferentes formas perfectas.

Actualmente, con el avance en la metodologia analítica y el perfeccionamiento

de las técnicas, la caracterimción quimica de los organismos está avanzando

rápidamente. La sistemática bioquímica consiste, esencialmente, en el examen de

la distribución de los componentes químicos en una serie de organismos

relacionados, lo que es de particular valor en grupos cn’ticos donde hay dificultad

para utilizar los métodos clásicos de la taxonomía tradicional.

Desde hace aproximadamente treinta años, a partir de las investigaciones de

Chang et al. (1962) en Neurospora spp y de Clare (1963) en Phytophthora spp,

ha habido un notable interés en aplicar análisis bioquímicos en la identificación y

clasificación de los hongos. Hunter y Burstone (1960), Bent (1967), Franke et al.



(1968), Meyer y Renard (1969), Franke y Berry (1972), Stipes et al. (1982),

Erselius y Vallavieille (1984), Maghrabi y Kish (1985 a y b, 1986, 1987), Itavaara,

(1988), Neate et al. (1988), Oudemans y Coffey (1991), Surve-lyer et al. (1995),

Latorre et al. (1995), Rinyu et al.(l995), Harrington et al. (1996).

1.1.2 Electroforecis' de isoenzimas

La técnica electroforética se desarrolló alrededor de 1930 (Tiselius, 1937)

y junto con la determinación de los patrones isoenzimáticos (zimogramas)

(Hunter y Markert, 1957) ha sido utilizada para resolver numerosos problemas

taxonómicos.

El método fue posteriormente mejorado por otros investigadores

desarrollando la electroforesis en gel de almidón (Smithies, 1955; Smithies y

Poulik, 1956; Poulik, 1957) y en políacrilamida (Raymond y Weintraub, 1959;

Omstein y Davis, 1959); utilizando luego métodos de coloración para localizar

las zonas de actividad enzimática (Hunter y Markert, op.cit.; Smith, 1968;

Brewer y Sing, 1970; Chrambach y Rodbard, 1971). Combinando la

electroforesis con técnicas de tinción específicas es posible distinguir una

enzima entre cientos. Así Hunter y Markert, (op.cit.), desarrollaron la técnica

del zimograma para identificar las diferentes bandas que aparecen en el gel.

Los fenotipos resultantes son bandas de colorante que indican regiones de

actividad enzimática que reciben el nombre de electromorfos (King y Ohta,

1975). La electroforesis es actualmente, junto con la cromatografia líquida y la

ultracentn'fugación, uno de los métodos más usados para el fraccionamiento de

mezclas moleculares (Gordon et al, 1988)

Las isoenzimas son diferentes formas moleculares de una enzima, capaces

de catalizar la misma reacción. Así, el conjunto de bandas (electromorfos)

observados en el gel luego de la tinción, representan múltiples formas de la



enzima con la misma especificidad catalítica aunque quizás difieren levemente

en las propiedades cinéticas (Markert y Moller, 1959).

Las isoenzimas pueden estar presentes en el mismo individuo o en

individuos diferentes de la misma especie o taxa. Históricamente, éstas formas

heterogéneas de la enzima fueron interpretadas como “artificios”

contaminantes o moléculas degradadas. Actualmente se sabe que esas enzimas

catalizan reacciones que ocurren en diferentes compartimientos celulares o

tejidos, o bajo diferentes condiciones metabólicas u ontogenéticas (Markert,

1975). El uso relativamente extenso del término en algunas publicaciones

(Brewer y Sing, op.cit.; Harris y Hopkinson, 1976) difiere con la definición

más restrictiva utilizada los últimos años (Gottlieb, 1983; Buth, 1984; Wendel

y Weeden, 1989).

Las presencia de isoenzimas puede deberse a tres fenómenos genéticos y

bioquímicos diferentes (Harris y Hopkinson, op. cit.; Kephard, 1990; Micales

et al., 1992).

l) Multiples loci codificando para una misma enzima. (Isoenzimas en

sentido estricto): Una serie estructuralmente distinta de isoenzimas pueden

estar codificadas por loci múltiples. Estos pueden haberse originado por

duplicación génica y divergencia debido a mutaciones puntuales. Pueden ser

sintetizadas (expresadas) en diferentes etapas del desarrollo en diferentes

tejidos y tener distinta localización intracelular. Sus propiedades catalíticas o

regulatorias son distintas y están asociadas a diferencias en su fimción.

Generalmente éstas formas presentan gran variación de movilidad

electroforética, pudiendo ser distinguidas a partir de ella. La distribución de

loci es usualmente constante dentro de una especie determinada. En general

todos los miembros de una población poseen esas formas múlu'ples, el locus



múltiple es, en general, común a todos los miembros de la especie (Harris y

Hopkinson, op. cít.)

2) Multiple alelismo de un locus simple (Aloenzimas): Son diferentes formas

de enzimas, codificadas por diferentes alelos de un locus génico, que suelen

diferir en muy pocos residuos aminoacídicos. Cada alelo codifica para una

cadena polípeptídica estructuralmente distinta. Sus propiedades reguladoras y

catalíticas son semejantes y dentro de una población pueden existir un elevado

número de formas diferentes. Estas variaciones son las que se emplean con

mayor frecuencia en el análisis genético. En un individuo, el patrón de bandas,

como expresión de éstas formas, dependerá del número de alelos presentes en

el locus, el cual a su vez depende de la condición nuclear (monocan'onte,

dicarionte), del nivel de ploidía (haploide, diploide, poliploide) y del carácter

genético (homocigota, heterocigota) del organismo. Individuos haploides u

homocigotas producen patrones de bandas simples debido a la expresión de

alelos simples. Organismos dicariontes o diploides y heterocigotas, producen

patrones de bandas más complejos debido a la expresión de dos alelos

distintos. Los patrones de bandas también dependen de la estructura

cuateman'a de la enzima (número de cadenas polipeptídicas o subunidades

enzimáticas). El alelismo múltiple produce diferencias en el patrón de

isoenzimas entre los miembros individuales de la especie (Harris y Hopkinson,

op. cit.).

3) Enzimas secundarias : Los patrones de bandas pueden ser distintos a los

esperados, debido a modificaciones post-transduccionales y otros eventos que

dan lugar a la formación de enzimas secundarias. Estas modificaciones

incluyen entre otras, deaminaciones de residuos aminoacídicos como

glutamina y asparagina, oxidaciones, acetilaciones, remoción o adición de

carbohidratos, clivaje por proteasas, agregación o polimerización de la



proteína. La formación de estas enzimas secundarias es uniforme dentro de la

especie y el resultado es la producción de una serie de bandas por cada alelo

(Harris y Hopkinson, op. cit.). El isomerismo conforrnacional también produce

enzimas secundarias. Algunas enzimas pueden tener varias configuraciones

estables las cuales varian en su estructura terciaria o cuatemaria. Todas las

configuraciones son usualmente aisladas en la preparación de la muestra de

siembra y dan como resultado la aparición de una serie de bandas para un alelo

simple.

1.1.3Analisis isoenzimático en taxonomía fúngica. Aplicaciones

El análisis isoenzimático es una técnica que tiene gran aplicación en

fitopatología y micología y es utilizado para resolver problemas taxonómicos,

identificar taxa fúngicos desconocidos, analizar el nivel de variabilidad

genética de una población e identificar niveles de ploidJ'a a través del ciclo de

vida del organismo, entre otras aplicaciones (Micales et al., op. cit).

Las enzimas que están codificadas por diferentes alelos o por loci

genéticos separados, frecuentemente poseen diferentes movilidades

electroforéticas. Esas diferencias se deben a variaciones en el contenido de

aminoácidos de la molécula las cuales dependen de la secuencia de

nucleótidos en el ADN. Los patrones electroforéticos son frecuentemente

predecibles, ya que, ellos son dependientes de la condición genética y

nuclear del organismo.



A-Delineamiento de taxafúngicos.

El análisis isoenzimático es utilizado frecuentemente para resolver

problemas taxonómicos, particularmente cuando hay superposiciones en los

parámetros morfológicos utilizados para la clasificación, que hacen dificultosa la

determinación de las especies o dichos parámetros son plásticos dentro del

género o la especie. El mismo ha sido aplicado a diferentes niveles

taxonómicos, y frecuentemente fue utilizado en la separación de las especies.

Las diferencias en los patrones isoenzimáticos fueron usadas para separar

especies de Agaricus (Kenigan y Ross, 1988), Armillaría (Morrison et al.,

1985; Cha e Igarashi, 1995), Aspergillus (Kurzeja y Garber, 1973), Botrytis

(Backhouse et al., 1984), Glomus (Hepper et al., 1988), Heterobasidion

annosum (Otrosina et al., 1989), Penicillium (Cruikshank y Pitt, 1987),

Phytophthora (Bielenin et al., 1988; Erselius y de Vallavieille, op. cit.; Blaha

et al, 1994; McHau y Coffey, 1995), Pleurotus (Boisselier-Dubayle, 1983;

May y Royse, 1988); Puccinia (Burdon y Marshall, 1981; Burdon et al, 1983;

Newton et al, 1985); Rhizopogon (Ho y Trappe, 1987) y Tremella (Hanson,

1991).

La posibilidad de utilizar técnicas electroforéticas para distinguir especies

fúngjcas depende del nivel de variación genética dentro de la población.

Organismos con altos niveles de variabilidad genética expresan grandes

niveles de variación inlraespecífica, de este modo, oscurecen variaciones

interespecíficas. La elección de los sistemas enzimáticos es critica, ya que

distintos tipos de enzimas exhiben distintos grados de variabilidad debido a la

intensidad de la presión de selección, y muchos estudios que sólo utilizan

enzimas que detectan muy altos niveles de variación intraespecíficas son

incapaces de distinguir o diferenciar especie (Johnson, 1974; Racine, 1980).



Las enzimas regulatorias involucradas en el metabolismo energético con roles

bioquímicos bien definidos presentan un número predecible de loci. Cada una

de las isoenzirnas expresadas tendrá una localización celular y una estructura

conservada, mostrando a menudo menor variación que las enzimas no

regulatorias (sustrato variables), como esterasas y fosfatasas. Estas muestran

considerabe variación en el número de isoenzimas expresadas, número de

isoenzimas por compartimiento subcelular y número de subunidades por

enzimas.

La electroforesis ha sido usada también para distinguir taxa subespecíficos.

A través del análisis isoenzirnático han sido diferenciadas variedades y

subespecies de Phytophthora megasperma (Bielenin et al., op.cit),

Leptographíum wageneri (Ou-osina y Cobbs, 1987; Zambino y Harrington,

1989), Gaeumnanomyces graminis (Abbott y Holland, 1975) y

Scytinostroma galactinum Donk, (Nakasone y Micales, 1988). Faris et al.

(1986) usaron los patrones isoenzimáticos para detectar dos subgrupos de

Phytophthora megasperma var medicaginus los cuales también expresaban

diferentes caracteristicas de cultivo y diferi'an en su patogenicidad. Se

obtuvieron también variados resultados en la diferenciación de razas, formas

especiales y subgrupos que diferían en la preferencia por el huesped, la

patogenicidad y la virulencia. Estas separaciones fueron hechas para:

Cryphonectria cubensis (Alfenas et al., 1984), Fusarium oxysporum

(Bosland y Williams, 1987), Puccinia strir'formis (Newton et al., op cit.) y

Phyllotopsis nidulans (Pleurotus nebrodensis) (Boisselier-Dubayle, op. cit.).

B- Identtficacío'n de hongos dmconocidos.

Algunos sistemas enzimáticos no muestran variación dentro de taxa o

poblaciones. Estos loci genéticos que tienen escasa o nula variación entre los



individuos son llamados monomórficos y son definidos como loci en los

cuales el 99% o más de los individuos expresan el alelo más común. En estos

casos, los fenotipos alozímicos mostrados por un aislamiento desconocido,

pueden ser utilizados como un buen criterio para asignar dicho aislamiento a

un taxa particular. El nivel de variación genética dentro de los hongos es

extremadamente variable (Newton, 1987), pero casi todas las especies tienen

algún locus monomórfico que puede ser usado para este propósito. Existen

numerosos ejemplos de la utilización de estos marcadores para la

identificación a partir de estos loci (Stipes, 1970; Wong y Willets, 1973, 1975;

Baptist y Kurtzman, 1976; Burdon y Marshall,l98l; Scala et al., 1981; Scott,

1981; Royse y May, 1982; Sweetingham et al, 1986,).

C- Variación genética.

Los patrones isoenzimáticos pueden ser usados para estimar el nivel de

variación genética en poblaciones o especies fúngícas.

Las mejores estimaciones de polimorfismo se obtienen con la utilización

para las mismas de gran número de aislamientos y sistemas enzimáticos.

Los resultados entre diversos estudios varían de acuerdo al número de

aislamientos y sistemas enzimáticos empleados (Otrosina y Cobbs, op. cit.;

Zambino y Harrington, op. cit.).

D-Determinacio'n de nivela‘ de ploidía.

Los patrones de bandas isoenzimáticas pueden ser utilizados para

determinar el nivel de ploidía de los aislamientos. Los aislamientos haploides

y homocigotas deberían producir bandas isoenzimáticas simples. Los



organismos heterocigotas, dicarióticos o diploides y con niveles altos de

ploidía típicamente producen patrones de bandas más complicados.

1.2. Género Saccobolus

1.2.1 El habitat coprófilo.

El género Saccobolus pertenece a la familia Ascobolaceae (Ascomycotina­

Discomycetes-Pezizales). Dentro de los Discomycetes, el orden Pezizales, que

incluye a los hongos operculados, presenta numerosas especies cuyo hábitat

característico, aunque no exclusivo es el estiércol de animales herbívoros. Los

mecanismos de dispersión de muchos de estos hongos sugieren una relación

cíclica entre estiércol-hierba-tracto intestinal del herbívoro-estiércol,

mostrando una dispersión enterófila (Parker- Rhodes, 1950). La dispersión de

las esporas a la hierba requiere un mecanismo de descarga; en muchos casos

estas son expulsadas violentamente llegando a grandes distancias (Ingold,

1971). La evolución en la escala zoológica hacia los animales de sangre

caliente parece haber sido de gran importancia en la evolución del habitat

coprófilo, ya que se han encontrado numerosas especies en el estiércol de aves

y mamíferos, pero muy pocas en el estiércol de reptiles (Webster, 1970).

Los hongos coprófilos tienen en general distribución cosmopolita, debido a

su tipo de dispersión, realizada por los animales, el viento, el agua y por

esporas adheridas al forraje que a veces es transportado a grandes distancias.

Debido a que el estiércol es un sustrato equivalente a islas, muchos o la

mayon'a de los hongos coprófilos son homotálicos, una adaptación que

aumenta la posibilidad de supervivencia, ya que las esporas frecuentemente

quedan aisladas en esos trozos de sustrato. En las especies heterotálicas,

cuando las esporas quedan aisladas, estas genninan dando un micelio



vegetativo que permanece en ese estado en ausencia del micelio de

compatibilidad apropiada. Son entonces, incapaces de producir esporas que

permitan el escape o colonización a otros sustratos mediante el ciclo hierba­

tracto digestivo-estiércol. En Ascobolus furfuraceus, por ejemplo, los oidíos

producidos son dispersados por moscas y ácaros (Dowding, 1931). Los oídios

de una compatibilidad sexual promueven el desarrollo de los órganos sexuales

en el micelio de polaridad opuesta (Bistis y Raper, 1963).

Pocos de los hongos presentes como esporas o micelio sobre las hierbas,

sobreviven para fructificar sobre el estiércol (Bonner y Fergus, 1959). La

selección la ejercen: l) el proceso de digestión; 2) la alta temperatura y 3) la

competencia con otros microorganismos. De este modo ciertos grupos tienen

numerosos representantes coprófilos y otros, como los Discomycetes

inoperculados, tienen muy pocos (Dennis, 1968).

Las características de los hongos coprófilos que les permiten sobrevivir

sobre el estiércol son : l) Capacidad para resistir a la digestión, ya que si bien

son numerosas las esporas que hay en la hierba, no todas pueden sobrevivir a

la misma. 2) Capacidad para competir por los nuuientes, ya que aunque

algunos sobreviven a la digestión y son capaces de gerrninar no pueden

competir por los nutrientes con otros microorganismos. 3) Capacidad de

fructificar en ese sustrato, ya que algunos sólo pueden crecer vegetativamente,

porque el sustrato es desfavorable para la fructificación. 4) Dorrnancia

constitutiva o exógena, mecanismo adaptativo valioso en su nicho ecológico;

la dormición les impide germinar en la hierba.

En el laboratorio, estas esporas requieren de tratamientos inductores con

soluciones alcalinas e incubación a 37°C de temperatura, durante determinado

periodo de tiempo, ambos relacionados con las condiciones que existen en el

tracto digestivo de los animales de sangre caliente.



El estiércol de herbívoros es un sustrato natural de niunerosas especies. Si bien

gran parte de la descomposición de la celulosa se lleva a cabo en el intestino de los

herbívoros, una cantidad importante de ésta no es degradada y forma parte del

estiércol, (Lodha, 1974). Aún en rumiantes, sólo una parte del material

lignocelulósico ingerido por el animal es degradado (Deacon, 1985). La celulosa

remanente en el estiércol de herbívoros es degradada por un conjunto de

microorganismos, siendo los hongos los responsables de la mayor parte de la

celulólisis.

Los hongos coprófilos inician su ciclo de vida con la ingesta por parte de los

animales de las esporas presentes en la hierba. El pasaje de las mismas por el

tracto digestivo facilita su germinación sobre el estiércol. Posteriormente se

produce el crecimiento del nricelio, la formación de las fructificaciones y la

dispersión de las esporas hacia la hierba. La aparición de los esporangios y las

fi'uctificaciones sigue una sucesión, Zigomycotína, Ascomycotina,

Basidiomycotina, con algunos miembros de Deuteromycotina. Según Webster (op.

cit.), sólo las especies capaces de utilizar la forma de carbono disponible pueden

crecer y fructificar en el estiércol, los factores nutricionales serían entonces los

principales responsables de la sucesión en el estiércol de herbívoros. Entre los

Ascomycetes celulolíticos se encuentran Sordaria finu'cola, especies de los

géneros Podospora y Chaetomium y miembros de la familia Ascobolaceae, cuyas

fiuctificacines aparecen tempranamente, seguidos por los cuerpos fructíferos de

Coprinus. Harper y Webster (1964) demostraron que no habría apreciables

diferencias en la longitud de los periodos de latencia para la germinación de las

esporas de distintos hongos endocoprófilos. En la mayoría de los casos la

germinación ocurre unas pocas horas después de la defecación. Tampoco habría

correlación entre la tasa de crecimiento miceliano y el tiempo de aparición de las

fructificaciones en el estiércol. De este modo, especies de elevada tasa de



crecimiento pueden producir fiuclificaciones más tarde que especies de más lento

crecimiento. Esta falta de correlación entre la tasa de crecimiento miceliano y la

aparición de las frucu'ficaciones ha sido descripta para varias especies de hongos

por Wicklow y Hirschfield (1979) y por Safar y Cooke (1988). Las especies

crecen vegetalivamente antes de que su presencia sea evidente con la aparición de

las fiuctificaciones, o sea que la sucesión depende más del tiempo que tarda cada

especie en dar la fi'uctíficación que de la secuencia de colonización. Yocom,

(1977) y Yocom y Wicklow, (1980) demostraron que la comunidad fi'mgica ésta

regulada por microclimas locales (factores abióticos) que regulan la espomlacíón.

La humedad aparecería como el más importante (Angel y Wicklow, 1975; Angel,

1977; Dickinson y Underhay, 1977; Harrower y Nagy, 1979).

La preeminencía de los hongos filamentosos en el proceso de descomposición

de la celulosa, se debe a la eficiencia y diversidad de sus sistemas celulolíticos, y

al hábito de crecimiento, siendo éste el que les confiere su superioridad sobre los

microorganismos unicelulares. El hábito de crecimiento miceliano les permite

colonizar rápidamente una mayor área de sustrato que a las bacterias unicelulares

y penetrar y ramificarse dentro del mismo, transportando a grandes distancias los

productos de degradación de los polímeros, a través de su red hifal. (Markham y

Bazin, 1990).

Los miembros de la familia Ascobolaceae junto con otros hongos coprófilos

cumplen un rol importante en el reciclado de la materia orgánica ya que son

capaces de colonizar el estiércol de herbívoros (Wicklow et al., 1980) realizando

la degradación biológica de la celulosa.



1.2.2Degradación de celulosa. Producción del sistema endmático ¿aracelulan

Usostaxonómicos

La degradación de la celulosa ocurre debido a la producción de un sistema

enzimático extracelular capaz de hidrolizar la celulosa a productos solubles. Dicho

sistema está constituido básicamente por tres gupos de enzimas: a)

endoglucanasas (EC 3.2.1.4); b) exoglucanasas, representados por dos grupos de

enzimas: celobiohjdrolasas (EC 3.2.1.91) y glucohidrolasas (EC 3.2.1.74); c) B­

glucosidasas (EC 3.2.1.21). Estos sistemas actúan de modo sinérgico y es

frecuente que su producción esté regulada por inducción y represión catabólica

(Wood y Garcia Campayo, 1990). En diversas especies fúngicas, se ha

demostrado la existencia de varias isoenzimas para cada tipo enzimático

(Canevascini et al., 1983; Labudova y Farkas, 1983; Coughlan, 1988; Carder,

1989; Wood y García Campayo, op. cit.; Ramos y Forchiassin, 1996 b; Pardo et

al., 1997).

Existen estudios sobre degradación de celulosa y producción de enzimas

celulolíticas por hongos pertenecientes a la familia Ascobolaceae (Mercuri,

l987(a) y (b), 1996 (a) (b) y (c); Mercuri y Dion'o, 1995; Ramos y Forchiassin,

op. cit.; Levin et al., 1996; Magnelli et al, 1996; Sívori et al, 1996, 1997; Pardo et

al., op. cit.), y algunos sobre la actividad celulolítjca de otros hongos coprófilos

(Wicklow et al, op. cit.; Taj Alden et al, 1990).

El análisis isoenzimático ha sido aplicado a diferentes niveles taxonómicos

y frecuentemente fue utilizado en la separación de las especies. Las

diferencias en los patrones de endo B-D-l,4 glucanasa han sido usados para

identificar especies de Verticillium (Carder, op. cit)., Aspergillus (Sing et al,

1996), en la identificación de cepas de Heterobasidion annosum (Maijala et

al., 1995) y se ha demostrado su posible valor taxonómico en especies de la



tribu Iodophaneae (Pardo et al, op. cit.) y en otras especies dentro del género

Saccobolus (Ramos y Forchiassin, op. cít.). A diferencia de lo que ocurre con las

enzimas intracelulares, que requieren el procesamiento previo del micelio, la

producción del sistema enzimáfico extracelular presenta la indudable ventaja de

permitir la siembra directa del sobrenadante de cultivo en un gel de poliacrilarnida,

para el fiaccionamiento electroforético de las enzimas presentes en el mismo y el

posterior análisis comparativo de los patrones electroforéticos de las distintas

especies.

Existen trabajos sobre el uso de patrones isoenzimáticos de otras enzimas

extracelulares, tales como peroxidasa, fosfatasa ácida, pectinesterasa (Chang y

Mills, 1992); lacasa (Wu et al, 1995), enzimas amilolíticas, (Kurzeja y

Garber, op. cit.), hemicelulasas (Maijala et al, op. cit.), poligalactouronasas y

pectinasas (Lecours et al, 1994).

Ciertos caracteres de cultivo y la producción de endo B-D-l,4 glucanasa por

los individuos pertenecientes al género Saccobolus, que es de esperar sean

producidas en forma sistemática debido a su habitat característico, pueden ser

utilizados con criterio taxonómico como expresión de la forma miceliana. Las

caracteristicas de la forma miceliana deben ser consideradas en la taxonomía,

porque una clasificación jerárquica, debe tener toda la información válida

acerca de la totalidad del organismo. En general los caracteres de cultivo de

los hongos saprobios pretenden enriquecer la información, ya que pueden ser

una síntesis de lo concerniente a algunas de sus características micelianas

(Rayner, 1994).



1.2.3 Caracteristicas morfológicas

El género Saccobolus, fue establecido por Boudier (1869) y caracterizado

por la presencia de una envoltura mucilaginosa hialina que recubre a las

ascosporas reunidas en paquete dentro del asco. Van Brummelen (1967)

incluyó este género dentro de la sub-familia Ascoboloídeae. En el género

Saccobolus se distinguen dos secciones: la sección Saccobolus y la sección

Eriobolus. En la primera se encuentran ubicadas especies cuyo receptáculo, es

decir la parte exterior y lateral del apotecio excluyendo el himenio, es

amarillo, amarillento o ambaiino, paráfisís con contenido amarillo-ciliino,

amarillento anaranjado o anaranjado amarillento. No hay pigmento intercelular

amorfo y las ascosporas se disponen en el paquete de acuerdo al patrón l (van

Brummelen, op. cit.).

En la sección Eriobolus se encuentran ubicadas especies con receptáculo

blanco, violado pálido, violado o castaño, con paráfisis hialinas. Con

frecuencia suele presentar pigmento intercelular amorfo, ubicado entre los

extremos de las paráfisis o en el excípulo, la vaina mucilaginosa nunca rodea

completamente al paquete de ascosporas, las cuales están diSpuestas conforme

a los patrones estereométricos II a IV (van Brummelen, op. cit.).

En el género Saccobolus, cuando se observan las características de gran

número de aislamientos existen, con frecuencia, superposiciones en los parámetros

morfológicos utilizados para la clasificación, que hacen dificultosa la

determinación de las especies. Esto se entiende como resultado de la constante

selección y evolución, progresiva o regresiva, a la que se encuentran sometidas las

poblaciones en la naturaleza. De la observación y estudio de numerosos

aislamientos y cultivos provenientes de ascosporas de diferentes especies del



género Saccobolus, se han encontrado notables coincidencias en caracteres

morfológicos, microscópicos, citológicos y de desarrollo, que han llevado, en

algunos casos, a plantear dudas acerca de la delimitación de algunas especies.

Diferentes autores han realizado contribuciones al conocimiento de

distintos aspectos del género, Van Brummelen (op. cit.), Carro] (1967),

Gamundi y Ranalli (1969), Ranalli y Gamundi (1975), Ranalli y Forchjassín

(1976), Mercuri y Forchiassin (1978), Forchiassin y Dolcmetzian (1982),

Forchiassin (1983), Galvagno et al. (1984), Dolcmetzian et al. (1986), Mouso y

Ranalli (1986), Ranalli y Gonzalez Castelain (1994), Ranalli et al. (1994),

Ramos (1994), Ramos y Forchjassin (1996, a y b), Ranalli y Mercuri (1995),

Zelada et al. (1994).

Los caracteres taxonómicos básicos usados para la clasificación de las

especies dentro del género son: el color del apotecio, el tamaño del asco, el

tamaño del paquete, el color, ornamentación, tamaño y patrón de disposición

de las ascosporas, el color y la ramificación de las paráfisis y las

características de la vaina mucilaginosa. Otras características, tales como la

germinación de las ascosporas, pueden ser usadas como caracteres

taxonómicos para la clasificación (tabla I-l). Si bien estos caracteres tienen

una importancia de peso en la clasificación de las especies del género, en

muchos casos los mismos han dejado cierta incertidumbre sobre la

identificación incuestionable de algunas especies, entre las cuales se observa

una variación continua de los mismos. Todo esto avala la necesidad de

corroborar los resultados obtenidos a partir del análisis de caracteres

micromorfológicos con una metodología como el análisis isoenzimático.

La lámina I-l muestra las fotos obtenidas con microscopio electrónico de

bam'do de los paquetes de ascosporas, de las diez especies del género,

mostrando el patrón estequiome'tn'co y la ornamentación del exospon'o.
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Lámina 1.1.1, I.l.2 Paquete de ascosporas y detalle de los mismos.

1.1.1. Especies de la sección Saccobalus. S. citrinus (A). MEB 2500x, (B). MEB
5700x. SJongevi'sporus (C) MEB 3100x, (D). MEB 7400x. S. platensís (E).
MEB 2500x, (F) MEB 5000x. S. saccaboloides (G). MEB 2500x, (H).
MEB 5000x. S. succineus (I). MEB 2300x, (J). MEB 5000x. S. truncatus
(K). MEB 3100x, (L). MEB 7400x.

1.1.2. Especies de la sección Eríobolurs. S. depauperatus (A). MEB 3100x, (B).
7400x. S. seudodepauperatus (C). MEB 2300x, (D). MEB7400x. S.
verrucisporus (E). MEB 2500x, (F).MEB 5700x. S. infestans (G). MEB
2500x.



OBJETIVOS DEL TRABAJO

I Determinar homologías isoenzimáu'cas y fisiológicas para ser utilizadas

como información complementaria sobre las diferencias y similitudes entre

diez especies del género.

I Determinar variaciones interespecíficas, como aporte a las establecidas a

partir del análisis de los patrones morfológicos.

I Corroborar la delimitación de las especies, establecida a partir de los

caracteres morfológicos.

Se analizaron para ello seis sistemas isoenzimáticos en distintos aislamientos

geográficos de diez especies del género, seis de ellas pertenecientes a la

sección Saccobolus (S. cítrinus, S. longevisporus, S. platensis, S.

saccoboloides, S. succineus y S. truncatus) y cuatro a la sección Eriobolus

(S. depauperatus, S. infestans, S. seudodepauperatus y S. verrucisporus).

Se eligieron los sistemas isoenzimáticos que presentaron buena resolución

para todos los aislamientos. Los mismos fueron : aspartato aminotransferasa

(AAT), fosfatasa ácida (ACP), glucosa 6-fosfato dehidrogenasa (G6PD),

isocitrato dehidrogenasa (IDH), esterasa (EST), superóxido dismutasa (SOD).

Se analizaron el crecimiento en medio con glucosa y en medio con celulosa, la

producción y los patrones electroforéticos de endo B-D-l,4 glucanasa en distintos

aislamientos geográficos de las diez especies del género.



MATERIALES YMÉTODOS



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Organismos utilizados

Se trabajó con diez especies del género Saccobolus, seis de ellas

pertenecientes a la sección Saccobolus (S. citrinus, S. Iongevisporus, S.

platensis, S. saccoboloides, S. succineus y S. truncatus) y cuatro a la sección

Eriobolus (S. depauperatus, S. infatans, S. seudodepauperatus y S.

verrucisporus). Las cepas monóspon'cas utilizadas, la localidad, el sustrato

(estiércol), fecha de colección y número de cepa (BAFC) de los distintos

aislamientos geográficos utilizados se detallan en la tablas M-l y M-2.

2.2 Obtención de las cepas monospo'ricas

Las cepas monospóricas fueron obtenidas a partir de la germinación de

ascosporas provenientes de cultivos polispóricos obtenidos de estiércol puesto

en cámara húmeda. Para ello se utilizó estiércol, coleccionado en distintas

localidades geográficas, previamente secado y puesto sobre papel de filtro en

una caja de Petri, al cual se le suministró humedad suficiente. Al cabo de un

período de 8-10 días, cuando los apotecios alcanzaron la madurez, se invirtió

sobre el estiércol una caja de Petri con AA 2% para recoger las ascosporas

expulsadas. Se trataron con OHNa a una concentración de 0,2% a 0,4%

durante 30 minutos según la especie, se incubaron a 37 °C hasta la

germinación de las mismas y se realizaron los aislamientos monospóricos

transfiriendo pequeños bloques de agar conteniendo una ascospora germinada,

o bien una punta de hifa, a medio PF.

Se incubaron los cultivos a temperatura ambiente o en cámara

termostatizada a 23 ° C.



Tabla M- l. Listado de cepas utilizadas en el análisis isoenzimáu'co de los sistemas íntracelularcs

I SIGLA I CEPAS 1 LOCALIDAD SUSTRATO I FECHA IBAFC fi]
CltER l S. citrínus ER Gualeguaychú. PER,Arg Estléreol de vaca ene-88 2838
CltER 2 S. cin-¡nus ER Gualeguaychú, PER,Arg Esfle'reol de vaca ene-88 2839
CltER 3 S. citn'nus ER Gualeguaychú, PER,Arg Esfiércol de vaca ene-88 2840
CltER 4 S. citrr'nus ER Gualeguaychú, PER,Arg Esfie'reol de vaca ene-88 2841
CltER 5 S. cin-¡nus ER Gualeguaychú, PER,Arg Esfle'reol de vaca ene-88 2842
CltlI l S. cin-¡nus I l Campana, PBA, Arg Esfie'reol de vaca ago-94 2826
CltIl 3 S. cin-¡nus l l Campana, PBA, Arg Esfie'reol de vaca ago-94 2843
Cltfl 5 S. cin-¡nus I I Campana, PBA. Arg Ellie'reol de vaca ago-94 2844
CltFAC l S. cia-¡nus FAC Clnd. Unlversltarla. BA. Arg Esfle'rcol de vaca abr-94 2827
CltFAC 3 S. cin-¡nus FAC Clnd. Universitarla, BA. Arg Entierro] de vaca abr-94 2845
CltFAC 5 S. citrr'nus FAC Clud. Universitaria. BA, Arg Elfle'reol de vaca abr-94 2846
long O S. longevisporus PD Puerto Deseado, PSC, Arg Esfléreol de vaca nov-83 2847
Long l S. longevísporus PD Puerto Deseado, PSC, Arg Elfiércol de vaca nov-83 2848
long 2 S. longevisporus PD Puerto Deseado, PSC. Arg Estle'rtol de vaca nov-83 2849
Long 3 S. bngevisporns PD Puerto Deseado. PSC. Arg Esfle'reol de vaca nov-83 2850
long 4 S. longevisporus PD Pneño Deseado, PSC, Arg Esfie’reolde vaca nov-83 2851
PlatAg O S platensrs AG Agronomia, BA, Arg Eltie'reol de vaca jul-92 2852
PlatAg 2 S platensis AG Agronomía. BA, Arg Esfle'rcolde vaca jul-92 2853
PlatAg 3 S platensis AG Agronomia. BA, Arg Esfléreol de vaca jul-92 2854
PlntAg 5 S platensis AG Agronomia, BA. Arg Erfle'reol de vaca jul-92 2855
PlatSM l S platensis SM San Martín , PN.Arg Esfle'reolde caballo ene-96 2856
PlatSM 2 S platensís SM San Martin , PN.Arg Eltle'rtol de caballo ene-96 2857
PlatSM 3 S platensis SM San Martín , PN.Arg Esfle'reolde caballo ene-96 2858
PlatSM 4 S platensis SM San Martin , PN.Arg Esfle'reolde caballo ene-96 2859
PlatSM 5 S platensís SM San Martin , PN.Arg Erfle'reol de caballo ene-96 2860
PlatSP 0 S platensr’s SP San Pedro. PBA, Arg Esfie'reol de vaca may-91 286]
PlatSP l S platensís SP San Pedro, PBA. Arg Esfie'reolde vaca may-91 2862
PlatSP 2 S platensis SP San Pedro. PBA, Arg Esfle'reolde vaca may-91 2863
PlatSP 3 S platensis SP San Pedro. PBA. Arg Esfléreol de vaca may-91 2864
PlatSP 5 S platensis SP San Pedro. PBA, Arg Eefle'reolde vaca may-9] 2865
SaccBC 2 S.sacc0baloida BC Vlllla La Angostura. PRN, Arg Esfle'reolde vaca ene-87 2596
SaccBC 3 S.saccoboloida BC VIII]: La Angostura, PRN. Arg Esfle'rcol de vaca ene-87 2866
San:ch 6 S.sacc0baloída BC Vlllla La Angostura. PRN, Arg Esfle'reolde vaca ene-87 2867
SaccBC 7 SJaccabaloides BC Vlllll La Angostura, PRN, Arg Entierro] de vaca ene-87 2868
SaccBC 8 S.saccoboloides BC Vlllla La Angostura. PRN. Arg Esfle'reol de vaca sep-88 2869
SaceT 3 S.saccoboloid5 T Tafí del Valle. PT, Arg Esfle'rcolde vaca sep-88 2822
SaecT 4 S.saccoboloída T Tafí del Valle, PT. Arg Esfle'reolde vaca sep-88 2870
SaccT 6 S.saccoboloida T Tafí del Valle, PT, Arg Esfle'rcolde vaca sep-88 2871

BA: Ciudad de Buenos Aires, PBA: Provincia de Buenos Aires. PER: Província de Entre Rios. PN: Provincia de Neuquén. PRN:

Provincia de Río Negro. PSC: Provincia de Santa Cruz. PT: Provincia de Tucumán.



Tabla M- l. Listado de cepas utilizadas en el análisis isocnzimáu'co de los sistemas intracelulares

I SIGLA I SUSTRATO [FECHA IBM-“cilCEPAS LOCALIDAD

Sacc Ez 9 S.saccobolo¡des El Ezeiza, PBA, Arg Esflércol de caballo mar-94 2872
Sacc Ez 10 SJaccobolor'da El Ezeiza, PBA, Arg Estlércol de caballo mar-94 2873
Sacc El ll S.saccobolaídes EZ Euila, PBA, Arg Estlércol de caballo mar-94 2874
Sacc El 12 S.saccabalaid5 EZ Eulla, PBA, Arg Estiércol de caballo mar-94 2875
Sacc El 13 S.saccaboloides EZ Ezeiza, PBA, Arg Estiércol de caballo mar-94 2876
SuccSM 0 S. succineus SM San Martín , PN.Arg Esilértol de caballo ene-96 2877
SuccSM 4 S. succineus SM San Martin . PN.Arg Esflércol de caballo ene-96 2878
SuccSM 5 S. succineus SM San Martin , PN.Arg Estiércol de caballo ene-96 2879
SuccSM 6 S. succr'neus SM San Martín , PN.Arg Estlércol de caballo enev96 2880
SuccSM 8 S. succineus SM San Martín , PN.Arg Esflércoi de caballo ene-96 2881
SuccV o S. succineus ER Gualeguaychú, PER ,Arg Estiércol de vaca abr89 2882
SuccV l S. succineus ER Gualeguaychú, PER ,Arg Elfiércol de vaca abr-89 2883
SuccV 2 S. succíneus ER Gualeguaychú, PER ,Arg Esflércol de vaca abr-89 2884
SuccV 3 S. succineus ER Gualeguaychú, PER ,Arg Estiércol de vaca abr-89 2885
SnccV 4 S. succineus ER Gualeguaychú, PER ,Arg Esi'lércol de vaca abr-89 2886
Trunch 2 S. truncarus BC Viilla La Angostura, PRN, Arg Estiértol de vaca ene-97 2595
Trunch 3 S. truncams BC Villla La Angostura, PRN, Arg Esiiércol de vaca ene-97 2887
TruncBC 4 S. truncarus BC Viilla La Angostura, PRN, Arg Estiértol de vaca ene-97 2888
TruncBC 5 S. truncatus BC Villla La Angostura. PRN, Arg Elflércol de vaca ene-97 2889
TruncBC 6 S. rmncatus BC Viilla La Angostura, PRN, Arg Esflérrol de vaca ene-97 2890
anncT 0 S. truncatus T Tandil, PBA, Arg Esiiércol de caballo ene-92 2821
TruncT l S. truncanrs T Tandil, PBA, Arg Estlércol de caballo ene-92 2891
TruncT 2 S. nuncams T Tandil, PBA, Arg Esflércol de caballo ene-92 2892
TruncT 3 S. truncatus T Tandil, PBA, Arg Elflércol de caballo ene-92 2893
TruncT 4 S. truncatus T Tandil, PBA, Arg Estlértol de caballo ene-92 2894
DepF l Salepauperams FAC Ciudad Universitaria, BA, Arg Esflércol de caballo sep-94 2895
DepF 3 S.depauperams FAC Ciudad Universitaria, BA, Arg Elflércol de caballo sep-94 2896
DépF 4 S.depauperams FAC Ciudad Universitaria, BA, Arg Esfiércol de caballo sep-94 2897
DepF 4' S.depauperatus FAC Ciudad Universitaria, BA, Arg Esflérrol de caballo sep-94 2898
Dep l l S.depauperatus l] Campana, PBA, Arg Esflércol de vaca ago-94 2833
Dep l 2 S.depauperams ll Campana. PBA, Arg Esiiércol de vaca ago-94 2811
Dep [3 S.depauperatus l] Campana, PBA, Arg Estiércol de vaca ago-94 28l2
ln AD i S. ¡rr/5mm AD Adrogué, PBA,Arg. Estiércol de caballo mar-91 2831
ln AD 2 S. infamia AD Adrogué, PBA,Arg. Estiércol de caballo mar-9] 2899
ln AD 3 S. infarans AD Adrogué, PBA,Arg. Estiércol de caballo mar-91 2900
ln AD 4 S. ¡nfastans AD Adrogué, PBA,Arg. Esilércol de caballo mar-91 290]
ln AD 5 S. infamia: AD Adrogué, PBA,Arg. Estiércol de caballo mar-9! 2902
ln AD 6 S. infestans AD Adrogué, PBA,Arg. Esflércol de caballo mar-91 2903

BA: Ciudad de Buenos Aires. PBA: Provincia de Buenos Aires. PER: Provincia de Entre Ríos. PN: Provincia de Neuquén. PRN:
Provincia de Rio Negro, PSC: Provincia de Sama CruL PT: Provincia de Tucumán.
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Tabla M- l. Listado de cepas utilizadas en el análisis isoenzimático de los sistemas intracelulares

l CEPAS SUSTRATO I FECHA IBM-“glLOCALIDAD

ln AD 7 S. infestans AD Adrogué, PBA,Arg. Esflércol de caballo mar-91 2904
ln AD 8 S. ¡nfestans AD Adrogué. PBA.Arg. Esfléreol de caballo mar-91 2905
ln AD 9 S. ¡nfestans AD Adrogué, PBA,Arg. Esfie’rcolde caballo mar-9| 2906
ln AD 10 S. infatans AD Adrogué. PBA.Arg. Esfle'rcolde caballo marfil 2908
ln PA 13 S. ¡nfmans PA Porto Alegre, Brasil Estie'rcol de vaca may-91 2832
ln PA 14 S. ¡nme PA Porto Alegre,Brull Esfle'rcolde vaca may-91 2909
ln PA 15 S. infestans PA Porto Alegre, Brull Esfle'rcol de vaca may-91 2910
ln PA 16 S. ¡nme PA Porto Alegre, Brull Esfie’rcolde vaca may-91 2911
ln PA 17 S. infecta": PA Porto Alegre. Brull Esfle'reol de vaca may-91 2912
Sen 12 SJeudodepaupa-am l l Campana, PBA. Arg Estle'rcolde vaca ago-94 2913
Seu l 3 SJeudodepauperaJus l l Campana. PBA, Arg Esfie'reolde vaca ago-94 2914
Sell I 4 S.seudodepauperams I I Campana, PBA, Arg Entierro] de vaca ago-94 2915
Seu l 6 S.seud0depaupemtus l l Campana, PBA, Arg Esfiéml de vaca ago-94 2916
Sen 18 S.seudodepauperams l l Campana, PBA. Arg Esfléml de vaca ago-94 2917
Seu V 2 SJeudodepaupa-am IV Campana, PBA. Arg Esflércol de caballo ago-94 2828
Seu V 3 S.seudodepauperams l V Campana, PBA. Arg Eetle'rcolde caballo ago-94 2919
Seu V 4 SJeudodepauperatus lV Campana, PBA, Arg Esfle'rtol de caballo ago-94 2920
Seu V 5 S.seudodepauperams l V Campana. PBA, Arg Esfle'reol de caballo ago-94 2921
SeuV6 3.5:"dequ l V Campana,PBA.Arg Entierro]decaballo ago-94 2922
Seu EZ l S.sendodepauperams EZ Ezeiza, PBA. Arg Esfle'reolde caballo jun-91 2829
Seu EZ 2 S.seudodepauperatus EZ Ezeiza, PBA. Arg Esfle'rtol de caballo Jun-91 29D
Seu EZ 3 S.seudodepauperatus EZ Ezeiza, PBA. Arg Eltie'rcol de caballo jun-91 2924
Sen EZ 4 S.seudodepauperatns EZ Ezeiza, PBA. Arg Esfle'reol de caballo jun-91 2925
Ver GC 0 S.mcisp0rus GC Gob.Castro.PBA,Arg Esfle'rcolde caballo jun-83 2823
Ver GC l S.wrrucisporus GC Gob.Castro.PBA. Arg Esflércol de caballo jun-83 2926
Ver GC 2 S.mcisporus GC Gob.Cutro,PBA. Arg Esfle'reolde caballo jun-83 2927
Ver GC 3 S.wrrucisporus GC Gob.Cutrvo,PBA. Arg Erfle'rtol de caballo jun-83 2928
Ver GC 4 S.wn-ucisparus GC Gob.Cutro,PBA, Arg Esfie'reolde caballo jun-83 2929
Ver GC 5 S.M-ruc¡sporus GC Gob.CIstro,PBA. Arg Estie'rcolde caballo jun-83 2930
Ver G l S.wnucisporus G GualeguaychúIER, Arg Esfle'rcolde vaca abr-89 2931
Ver G 2 S.wrrucisporus G GualeguaychúIER, Arg Esfle'reolde vaca abr-89 2932
Ver G 3 S.wmcicporus G GualeguaychúIER. Arg Esfie'rcolde vaca abr-89 2933
Ver G 4 SJemcisporus G GualeguaychúIER, Arg Esflértol de vaca abr-89 2934
Ver G 5 S.wrrucisporus G GualeguaychúPER. Arg Esfie’reolde vaca abr-89 2935
Ver G 6 S.wrrucisporus G GualeguaychúJER, Arg Esfle'rcolde vaca abr-89 2936
Ver l l 6 S.mcivponu l l Campana, PBA, Arg Esfle'rcolde vaca ago-94 2937
Ver l l 7 S.wrrucicporus l l Campana, PBA, Arg Elfiércol de vaca ago-94 2938
Ver I I 8 Srmucisporus l I Campana, PBA. Arg Esfle'rcolde vaca ago-94 2939

BA: Ciudad de Buenos Aires. PBA: Província de Buenos Aires, PER: Provincia de Entre Ríos, PN: Provincia de Neuquén. PRN:
Província de Río Negro. PSC: Provincia de Santa Cruz. PT: Província de Tucumán.



Tabla M-2. Listado de cepas de la sección Sacoobolus utilizadas para el análisis de las van'ables de crecimiento.
producción de endo B-D-l,4 glucanasa, y patrones isoenzimátioos de la misma.

| SIGLA I cams l LOCALIDAD MUSTRATO IFECHA]mrc #

GtER 1 S. cin-¡nus ER GunkgunychiPERArg Estiércol de vaca ene-88 2838

Citll l S citrqu l l Campana, PBA, Arg Esfiércol de vncn ago-94 2826

CïflIV l S vitrinas l IV Cmpnnl, PBA. Arg Estiércol de vncn ¡go-94 2825

Long 0 S longevisporus PD Puerto Deseado, PSC. Arg Esüércol de vaca nov-83 2847

Long l S. longevisporus PD Puerto Deseado, PSC. Arg Esflércol de vncn nov-83 2848

long 2 S. longevisporus PD Puerto Dando, PSC, Arg Estiércol de vaca nov-83 2849

PlntAg 0 S. pMmis AG Agrconomh1BA. Arg Esfiércol de vacn jul-92 2852

PlntAg 2 S plalau'is AG Agronomia1BA, Arg Estiércol de vacn jul-92 2853

PlatSP 0 S. plataqu SP San Pedro, PBA, Arg Esfiéreol de vaca may-91 2861

PlntSP 2 S platam's SP San Pedro. PBA. Arg Esfiércol de vnca may-91 2863

PlnlSP 5 S. platensis SP San Pedro, PBA, Arg Esfiércol de vaca may-9| 2865

SaccBC2 Ssaccobolaida BC Vfllh LI Angostun. PRN. Arg Estiércol de vaca ene-87 2596

SaccBC 3 Ssaccobolaida BC VIII]:La Angostura. PRN, Arg Estiércol de vaca ene-87 2866

SICCT3 Ssaccoboloida TAF] Tlfl del Valle. PT. Arg Esfiércol de vaca sep-88 2822

SICCT4 Sraccoboloida TAFI Tall del Valle. PT, Arg Esfléreol de vaca sep-88 2870

SuccV 0 S. succineus ER Gualeguaychú. PER ,Arg Estiércol de vncn ¡br-89 2882

SuccV l S. succineus ER Gullegulychú. PER ,Arg Esfiércol de vaca abr-89 2883

WVC 2 S. sua-¡nas VC Villa(Jan. PER ,Arg Esliércolde vaca ¡br-89 2805

SuccVC3 S. succineus VC VillaClara, PER ,Arg Esfiércol de "ca ¡br-89 2808

SuccVC 4 S. succineus VC Villa (Jan. PER ,Arg Estiércol de vaca abr-89 2809

TrtchC 2 S. (mm-ams BC Vlllll La Angostura, PRN, Arg Estiércol de vacl ene-97 2595

TruncBC 4 S trunca": BC VilllnLa Angosturl. PRN. Arg Estiércol de nc: ene-97 2888

TruncT 0 S. ¡mac-am T Tnndil, PBA. Arg Esüércol de caballo ene-92 2821

TruncT l S. truncalus T Tandil, PBA. Arg Estiércol de caballo ene-92 289]

Tnch 2 S. num-am T Tandil, PBA,Arg Esüércolde cabdlo ene-92 2892

BA: Ciudad de Buenos Aires, PBA: Provincia de Buenos Aires, PER: Provincia de Entre Ríos, PRN: Provincia de Río Negro. PSC:
Provincia de Santa Cruz. PT: Provincia de Tucumán.



Tabla M-2. Listado de cepas dela sección En'obolus utilizadas para el análisis de las variables de crecimiento.
producción de endo B-D-l,4 glucanasa y patrones isoenzzimátioosdela misma.

I SIGLA I SUSTRATO IFECHAIBAFC #lCEPAS LOCALIDAD

DepF l Sdepauperalus FAC Ciud. Universiqu BA,Arg Esfiércolde caballo sep-94 2895

DepF 3 Sdepaaperarus FAC Ciud. Universitari; BA.Arg Esfiércol de caballo sep-94 2896

DepF 4 Sdepanperalus FAC Gud. Universitarin, BA. Arg Esfiércol de caballo sep-94 2897

DepF 4' Sdepauperams FAC Ciud. Universitari... BA, Arg Estiércol de caballo sep-94 2898

ln l S. ¡aja-fans AD Adrogué, PBA.Arg, Estiércol de cnblllo mar-91 2831

ln 2 S. infatans AD Adrogué, PBA,Arg, Estiércol de caballo mar-91 2899

ln 3 S. ¡aja-¡ans AD Adrogué. PBA.Arg Estiércol de caballo mar-91 2900

ln 6 S. ¡nme AD Adrogué, PBA,Arg, Estiércolde caballo mar-91 2903

ln ¡3 S. ¿Illa-tan: PA Porto Alegre, Brasil Estiércol de vaca may-91 2832

ln ¡4 S. infa'tans PA Porto Alegre, Brasil Esfiércol de vncn mty-91 2909

ln 15 S. ill/alam- PA Porto Alegre, Brull Estiércol de vncn may-91 2910

Seu2 Ssadodtpauperatus l I Campan PBA,Arg Esfiércolde VICI ¡go-94 2913

Seu6 Ssadodzpauperalus l l Carnme PBA,Arg Estiércolde vnca ¡go-94 2916

Seu V 2 Ssadadepaupemms I V Campana, PBA, Arg Esflércol de cabello ago-94 2828

Seu V 3 Sseudodepauperalus l V Campana. PBA. Arg Esüércol de ellnllo ago-94 2919

Seu V 4 Sseudodtpauperams l V Cunpnm. PBA. Arg Estiércol de caballo ago-94 2920

Seu EZ l Sseudodepauperalus EZ Ezeiza,PBA, Arg Esfiércol de caballo jun-91 2829

Ver GC 0 Sverrucisparus GC GohCastroIBA, Arg Esfiércol de caballo jun-83 2823

Ver GC l S.vemcisparus GC Gob.Clsrro,PBA., Arg Esfiércol de cablflo ¡tm-83 2926

Ver G 2 S.verrualrpom G GunkguaychmPER. Arg Esfiércol de vncn abr-89 2932

Ver G 4 S.verrucisparus G GunlegunychúPER. Arg Esfiércol de vncn ¡br-89 2934

BA: Ciudad de Buenos Aires, PBA: Provincia de Buenos Aires, PER: Provincia de Entre Rios.
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2.3Mantenimiento delas cepasy obtención de inóculos

Las diferentes cepas fueron mantenidas rutinariamente en tubos con medio

PF (Gamundi y Ranalli, 1964) en pico de flauta a 5° C, luego de 15 días de

crecimiento a temperatura ambiente.

Para la obtención de los inóculos para el crecimiento vegetativo de las

cepas monospón'cas en los medios de cultivo líquidos, se sembraron las

mismas en cajas de peu-i con medio AA y se incubaron a 23°C durante un

pen’odo de 5 a lO días.

2.4 Medios de cultivo

2.4.1 Medios sólidos

Medio AA

Bacto Agar (Difco)...................... .. 20 g

AguaL" ‘“" ‘ lOOOmlcsp

Medio PF

Agar 20 g

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

Agua bidestilada ..................... .. 1000 ml esp

Papel de fitro de l cm x 4 cm en cada tubo o un disco de 9 cm de

diámetro en cada caja.



2.4.2 Medios líquidos

Medio GA

D(+). glnmea 15 g

r .j 4 g

Mg SO4.7H20 0,5 g

KH2P04 0,5 8

K2HP04 0,6 g

CuSO4.5H20 0,4 mg

MnC12.4H20 0,09 mg

H3803 0,07 mg

NazMoO4.2H20 0,02 mg

FeCl; l mg

..................lOmg
Rintina s pg

Hidroclomro de tiamina.......................0,l mg

HZObidestilada 1000 ml csp

Medio CC

Celulosa cn'ctalina 10 g

r u" 4 g

Mg SO4.7H20 0,5 g

KH2P04 0,5 8

KZI-IPO4 0,6 g

CuSO4.5I-120 0,4 mg0,09mg



H3B03 0,07 mg

NaZMoO4.2I-IZO........................... ..0,02 mg

FeCl3.................................... ..l mglOmg
Rinfina s pg

I-Iidrocloruro de tiamina .................. ..O,l mg

Agua bídestilada ............................ ..1000 ml csp

Para cada cultivo la celulosa cristalina fue pesada por separado

2.5 Condiciona de mterilización

Los medios de cultivo fiieron esterilizados en autoclave a 121° C y 1.2 atm,

durante 20 minutos.

2.6 Condiciona' de cultivo

Los cultivos en medio sólido se realizaron en cajas de Petri, con 20 ml de

medio o en tubos de ensayo 12 x 150 mm, con 10 ml de medio en “pico de flauta”.

Los cultivos en medio líquido se realizaron en erlenmeyers de 125 ml con 50

ml de medio de cultivo. Fueron inoculados con discos de 5 mm de diámetro

cortados del borde de una colonia de 5 a 10 días de crecimiento en Bacto agar 2%.

La incubación se llevó a cabo en cámara de cultivo termostatizada a 24° C, con

agitación contínua a 125 rpm.

2.7 Crecimiento vegaativo

Se realizaron curvas de crecimiento en medios GA y CC de los organismos

detallados en la tabla M-3. La cosecha se realizó a lo largo de 18 dias para las



curvas en medio GA y a lo largo de 30 días para las de CC. Para el resto de las

cepas de la tabla M-2 se cosechó 3 dias fijos alrededor de] máximo.

El micelio, o el micelio más la celulosa cristalina fue cosechado por filtración,

a través de papel de filtro Whatman GP, en embudo Buchner a presión reducida,

lavado con agua bidestilada y secado a 80°C durante 18 horas. Para los cultivos en

medio CC los sobrenadantes y los sólidos (micelio más celulosa cristalina)

previamente pesados y molidos, fueron guardados a -20 °C.

Tabla M-3

SIGLA CEPAS LOCALIDAD SUSTRATO FECHA | BAFC j
CItER 1 s. clüínus ER Gualeguaychú.PER,Arg Estlércol de vaca ene-88 2838
Long 0 S. Iongovlsporus PD Puerto Deseado. PC. Arg Estlércol de vaca nov-83 2847
PlatSP o S. platonsls SP San Pedro. PEA,Arg Estiércol de vaca may-91 2861
SaccBC 8 Succobololdes BC VllllaLa Angostura, PRN.Arg Enlénol de vaca sep-88 2869
SuccV 0 s. succlneus ER Gualeguaychú, PER ,Arg Estlércol de vaca abr-89 2882
Trunch 2 s. truncatus BC VllllaLaAngostura. PRN.Arg Estiércol de vaca ene.” 2696
DepF 1 s.dopauporatus FAC Ciudad Unlveroltnria, BA,Arg Eulércol de caballo sep-94 2896
In AD1 s. Infest'ans AD Adrogué. PBA,Arg. Entércol de caballo mar-91 2831
ln PA 13 S. Infesuns PA Porto Alegre. Brull Entércol de vaca may-91 2832
Seu V2 S.seudodopauperatus l V Campana. PEA.Arg Estlércol de caballo ago-94 2828
VerGC o s.verruclspoms GC Gob.Cutro,PBA. Arg Estlértol de caballo Jun-03 2823

2.7.1 Estimación del crecimiento

2.7.1.1Peso seco del micelio.

Para obtener los valores de peso seco como estimador de crecimiento en el

medio GA, se pesaron los papeles de filtro con el micelio retenido. Se expresaron

los valores como mg de micelio en 50 ml de medio de cultivo.

2.7.1.2Proteínas totala‘ de micelio

Para estimar el crecimiento en el medio que contenía celulosa cristalina como

fuente de carbono, alícuotas de 50 mg de micelio molido y guardado a -2O °C

fueron hidrolízados por 30 minutos a 100 °C en OHNa lN. Las muestras se
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cena-¡fugaron 20 min. a 1000 g y las proteínas extraídas en el sobrenadante, fueron

dosadas por el me'todo de Bradford, (Bradford, 1976), utilizando BSA (albúmina

bovina) l mg/ml en NaOH IN como estándar. Los resultados se expresan como

pg de proteínas de micelio/ml de medio de cultivo.

2.8 Producción y zimogramas de mdo-fl-D-1,4-ghacanasa (EC 3.2.1.4)

En medio con CC se midió crecimiento como proteínas totales. Se midió pH

final y proteínas en el sobrenadante de cultivo. Los sobrenadantes fiieron

guardados como fuente de enzimas. La tabla M-2 detalla la procedencia, sustrato

(estiércol), fecha de colección y número de cepa (BAFC) de los distintos

aislamientos geográficos de las diez especies de Saccobolus, utilizados para el

análisis del crecimiento y la producción de endo-B-D-l,4-glucanasa en medio CC

y el análisis de los zimogramas de dicha enzima.

2.8.1 Medición de actividad endo-fl-D-IA-glucanasa

En el sobrenadante de cultivo, obtenido directamente de la filtración de los

mismos, se midió actividad de endo B-D-l,4-glucanasa.

La actividad fue ensayada por medición de azúcares reductores, obtenidos por

degradación de CMC (carboximetilcelulosa), por el método de Somogyi-Nelson

(Somogyi, 1952 ; Nelson, 1944).

La mezcla de reacción contenía 400 u] de CMC-Na 0,5% en solución buffer

acetato de sodio 0,1M (pH 4,8) más 100 pl de sobrenadante de cultivo. La mezcla

de reacción fue incubada durante 30 minutos a 50 °C.

Unidad de actividad: Una unidad de actividad enzimática (UE) fue definida

como la cantidad de enzima necesaria para obtener azúcar reductor equivalente a l



nmol de azúcar reductor min", expresado como equivalente de glucosa. La

actividad enzimática fue expresada como UE/ml de culu'vo.

Las curvas estándar para determinar azúcares reductores fiieron hechas con

glucosa. Todos los datos representan el promedio de tres ensayos con dos

repeticiones cada uno.

2.8.2Zimogramasde mdo-fl-D-l,4-glucanasa. Fraccionamianto elearoforáico

Se realizó el fraccionamiento electroforético de proteinas del sobrenadante de

cultivo con celulosa cristalina, que registró la máxima actividad de cndo-B-D-l,4­

glucanasa en cada especie.

2.8.2.1Preparación de la nuestra.

Un volumen de 50 ml de dicho sobrenadante fue previamente liofilizado hasta

volumen final de l ml. Se midió la actividad endo-B-D-l,4-glucanasa, para ajustar

el volumen de siembra en los geles.

Las muestms fueron disueltas en solución buffer de muestra en una relación

1:1.

Buffer de muestra. pH 6,8

Tn's 0,15 g

HC] lN 12 ml

azul de bromofenol 1%.............. ..40 ul

glicerol 2 ml

Agua bidestilada ......................... .. lO ml

Tris (Tris (hidroximetil aminometano).



2.8.2.2 Condiciones de electroformis

La electroforesis fue realimda en geles de poliacn'lamida 9 % en placas

verticales, en condiciones desnaturalizantes, (Andrews, 1986) utilizando el sistema

descripto por Shaw & Koen, (1968); Laemmli, (1970). Se utilizaron placas

verticales lo que permitió una mejor resolución para el sistema isoenzjmático de la

endo-B-D-l,4-glucanasa. Cada gel estuvo constituido por dos partes, el gel

concentrador de poro grueso, en la parte superior y el gel separador de poro fino

en el resto. Se utilizaron cubas de acn'lico para electroforesis vertical, con dos

recipientes uno anódico y otro catódico. Cada recipiente se llenó con

aproximadamente 250 ml del buffer de com'da. Cada cuba tuvo capacidad para

un gel.

2.8.2.3 Preparación de los geles depoliacrilamida

Los geles fueron preparados como se detalla a continuación :

Gel concentrador o de poro grueso

Solución l

Acrilamida ................................. .. lO g

Bisacrilamida .............................. ..2,5 g

Agua bidestílada ...................... .. 100 ml csp

Bisacn'larnida (N, N’-met1'len-bis-acrilamida)

Solución 2. pH 6,8

Tn's 5,98 g

HCl lN 48 m]
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Agua bidesülada ..................... .. 100 ml csp

Preparación.

Solución 1.................................. ..l,5 ml

Solución 2.................................. ..1,2 ml

TEMED 15 ul

SDS (10%) 5 pl

Persulfato de amonio (10%) .........50 u]

Aguabidesfilada.
TEMED ( N,N,N’,N’-teüametileúlendjarni11a)

SDS (Dodecíl sulfato de sodio)

Gel separador o de poro fino

Solución l

Acrilamida ................................. ..30 g

Bisacn'lamida.............................. ..0,8 g

Aguabidestílada............. mlcsp

Bisacn'lamída (N, N’-melílen-bis-acn'lamida)

Solución 2. PH 8,8

Trie 26,3 g

HC] lN 48 ml

Aguabídesfilada.....................100ml csp

Tris (Tris (hidroximetil) aminometano).



Preparación.

Solución l .................................. ..9 ml

Solución 2............................. ..3,75 ml

gLiPPrnl 0,5 ml

TEMED .................................... ..15 ul

SDS (10%) ............................ ..0,45 ml

Persulfato de amonio.......pta. espátula

Agua bidestilada. .................15,45 ml

TEMED ( N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina)

SDS (Dodecil sulfato de sodio)

Se colocaron dos vidrios de 16 x 19 cm separados por varillas de teflón, se

sellaron por fuera con cinta adhesiva y por dentro con una solución de agar 1%. Se

preparó la solución del gel de poro fino, se echó entre los vidrios con pipeta, se

dejó polimerizar. Se preparó la solución del gel de poro grueso, se echó con pipeta

en la parte superior del gel de poro fino polimeiizado y se puso un peine de teflón.

El gel de poro grueso polimeiizó entre los dientes del peine, dejando delimitadas,

al sacar el mismo, las calles para la siembra de las muestras.

2.8.2.4 Corrida electroforética

Buffer de corrida

Tris glicina, pH 8,3

Tris 6g

Glicina 28,8%

SDS 2g
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Agua bidestilada................... ..1000ml csp

SDS (Dodecíl sulfato de sodio)

Tris (Tiis (hidroximeu'l) aminometano).

Para usar se diluyó l :1 con H20 bideslilada.

Siembra de las muestras en losgela

Se sacó la varilla inferior, se colocaron los vidrios con el gel polimen'zado en

la cuba vertical y se selló la interfase vidrio acn'lico con agar l %. Se sembraron

20 ul de la mezcla de la muestra con el bufl'er conteniendo 30.103 UE de endo-B­

D-l,4-glucanasa.

La corrida se llevó a cabo en cámara termostatizada a 4 °C para evitar el

calentamiento de los geles durante la migración y la consecuente

desnaturalízacíón de las enzimas. La intensidad de corriente aplicada fue de 30

mA durante el proceso de concentración y de 40 mA durante el proceso de

separación, que fue de aproximadamente 4 horas. La migración se realizó, hasta

que el frente alcanzó una distancia de ll cm desde el punto de siembra, luego

de lo cual el gel fue retirado de la cuba y se procedió a revelar las zonas de

actividad enzimática.

2.8.2.5 Detección de las bandas de actividad

Para la detección de las bandas con actividad endo-B-D-l,4-glucanasa, el SDS

del gel fiie lavado con la siguiente solución buffer de pI-I6,3

Acido cítrico 2758g

Fosfato mnnnsñdim 17,9 g

Agua bideslilada.. ............................ ..1000 ml

y luego se colocó sobre un gel Agar-CMC con la siguiente composición:
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Agar 2 g

CMC 0,1 g

Buffer cítrato-fosfato monosódico...... . . 100 ml

Ambos fiieron incubados a 50 °C. Luego de 60 minutos el gel de CMC fiie

sumergido en una solución de Rojo Congo (0,1%) y el exceso de colorante fue

lavado con una solución de NaCl lN. Las bandas de actividad enzimática se

visualizaron como bandas claras (Beguin, 1983 ; Coughlan, 1988). Para cada una

de las bandas proteicas reveladas se determinó el Rf, como la relación entre la

distancia de migración de la proteína y la distancia de migración del frente.

2.8.2.6 Técnicas numéricas. Construcción de la matriz básica de datos.

Los veinte aislamientos geográficos de las diez especies del género

Saccobolus consignadas en la tabla M-2 constituyeron las unidades

taxonórnicas operativas (OTU).

Los caracteres usados fueron obtenidos a partir de los estudios realizados

en el material que se detalla en la tabla M-2. El total de caracteres fue de 38,

representado cada uno por una banda de actividad de endo-B-D-l,4-glucanasa y

por los siguientes valores :

l-Máximo crecimiento en GA

2-Día de máximo crecimiento en GA

3-Máximo crecimiento en CC

4-Día de máximo crecimiento en CC

5-Máxima producción de endo-B-D-l,4-glucanasa en CC

6-Día de máxima producción de endo-B-D-l,4-glucanasa en CC

En la matriz básica de datos, tabla M-4, para todos los aislamientos

monospóricos de la tabla M-2, los estados posibles de cada carácter fueron

codificados como: presencia 1, ausencia 0, para las bandas de actividad,
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mientras que, las variables cuantitativas representadas por los parámetros

fisiológicos fueron consignados como valores medios. No se observaron

diferencias significativas en los estados de los caracteres entre las cepas

monospón'cas de los distintos aislamientos geográficos pertenecientes a la

misma especie para los patrones de endo-B-D-l,4-glucanasa, aunque si se

observaron leves diferencias en las variables fisiológicas.

2.8.2.7 Análisis de agrupamientos

A partir de la matriz básica de datos se calculó el coeficiente de similitud

de Gower (Sneath & Sokal, 1973) para cada par posible de OTU. Se eligió el

coeficiente de Gower ya que el mismo permite el procesamiento de matrices

que contengan datos binarios y cuantitativos. La matriz resultante fue

analizada por el método de medias no ponderadas (UPGMA) (Sneath & Sokal,

op. cit.). El análisis se realizó con el programa Multivan'ate Statistical Package

(MVSP) (Kovack, 1993). La distorsión producida durante el análisis de

agrupamiento se calculó a partir del coeficiente de correlación cofenética (r)

(Sokhal & Rohlf, 1962) utilizando el programa NTSYS-PC (Rolf, 1993).

2.9 Análisis isoenzimático de enzimas intracelulares

2.9.1 Organismos utilizados

La tabla M- 1 detalla la procedencia, sustrato (estiércol), fecha de colección

y número de cepa (BAFC) de los distintos aislamientos geográficos utilizados

para el análisis isoenzimático.
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2.9.2 Sistemas isoenzimáticos analizados

Se probaron trece sistemas enzimáticos: alcohol dehidrogenasa (ADH),

aspartato aminotransferasa (AAT), catalasa (CAT), fosfatasa ácida (ACP),

fosfatasa alcalina (AK), glucosa 6-fosfato dehidrogenasa (G6PD), glutamato

dehidrogenasa (GDH (NADP)), isocítrato dehidrogenasa (IDH), peroxidasa

(PER), esterasa (EST), malato dehidrogenasa NADP dependiente (MDH)

(NADP), malato dehidrogenasa NAD dependiente (MDH) (NAD) y

superóxido dismutasa (SOD).

Para obtener buena resolución en las bandas se emplearon diferentes

bufiers en las cubas electroforéticas y en la preparación de los geles. Se

utilizaron diferentes sistemas de revelado para cada sistema isoenzimático. Se

probaron varias combinaciones de bufier/sistema de revelado y varios pH en la

mezcla de reacción, empleándose sólo aquellas que presentaron una mejor

resolución de bandas para todos los aislamientos. Se clasificaron los sistemas

en: enzimas con buena resolución para todos los aislamientos, enzimas con

buena resolución sólo para algunos aislamientos, y enzimas con pobre o

ninguna resolución. Se eligieron los sistemas isoenzimáticos que presentaron

buena resolución para todos los aislamientos. Los mismos fueron: aspartato

arninotransferasa (AAT), fosfatasa ácida (ACP), glucosa 6-fosfato

dehidrogenasa (GóPD), isocítrato dehidrogenasa (IDH), esterasa (EST) y

superóxido dismutasa (SOD). Las pruebas para la elección de las condiciones

para cada sistema se realizaron con S. seudodepauperatus Campana,

Provincia de Buenos Aires, Argentina (BAFC N° 2828) y S. verrucisporus

Gobernador Castro, Provincia de Buenos Aires, Argentina, (BAFC N° 2823)

ambos de la seción Eriobolus y S. platensis, San Pedro, Provincia de Buenos

Aires, Argentina (BAFC N° 2861), S. saccoboloides Ezeiza, Provincia de

Buenos Aires, Argentina (BAFC N° 2872) y S. succineus, San Martín de los



Andes, Provincia de Río Negro, Argentina (BAFC N° 2877) pertenecientes a la

sección Saccobolus.

CARACTERIZACIÓN DE LOS SISTEMAS ENZIMÁ TICOS UTILIZADOS.

FOSFATASA ÁCIDA.

Las fosfatasas, al igual que las esterasas, son enzimas no regulatorias del

metabolismo intermedio y están sujetas a variaciones ambientales, requieren el

uso de sustratos artificiales en los ensayos ya que generalmente se desconocen

sus sustratos naturales al igual que su localización intracelular. Están presentes

en bacterias, hongos, algas verdes, plantas, protozoarios, invertebrados y

vertebrados. Catalizan la hidrólisis de ésteres fosfato según la siguiente

reacción (Manchenko, 1994).

monoéster ortofosfórico + 1-120 a Alcohol + ortofosfato

ASPARTATO-AMINO-TRANSFERASA,(GLUTAMATO­
OXALACETATO TRANSAMINASA)

La aspartato aminotransferasa es una enzima que está presente en

bacterias, protozoarios, hongos, plantas, invertebrados y vertebrados.

Pertenece al grupo de enzimas llamadas aminotransferasas o transaminasas,

que catalizan las reacciones de transarninación de numerosos aminoácidos. La

mayor parte de ellas precisan al a-cetoglután'co como aceptor del grupo

arnino. La aspartato aminotransferasa cuyo nombre más corriente es aspartato­

transaminasa cataliza la siguiente reacción de transaminación (Manchenko,

op. cit.).
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L-aspartato+ a - cetoglutarato __—’ oxalacetato+ L-glutamato

Para éste sistema se han mencionado isoenzirnas en distintos compartimientos

subcelulares. Las enzimas de este sistema intervienen en una transarninación

citoplasmátíca y en el metabolismo mitocondrial de aminoácidos.

ESTERASAS

Las esterasas son enzimas que catalizan la hidrólisis de uniones éster de

numerosos ésteres carboxílicos. Están presentes en bacterias, protozoarios,

hongos, plantas, invertebrados y vertebrados. Pertenecen a un grupo complejo

y heterogéneo de enzimas que presentan amplia especificidad por sustratos,

catalizan la hidrólisis de una gran cantidad de ésteres diferentes, con baja

especificidad por el sustrato, variando las velocidades de reacción. Las

esterasas no pertenecen a las enzimas regulatorias del metabolismo energético,

y pueden clasificarse como enzimas no regulatorias del metabolismo

intermedio. Muchas de estas enzimas están sujetas a variaciones ambientales,

ya que las mismas actúan directamente sobre sustratos exógenos, (Johnson, op.

cit.). Los métodos que se utilizan para su detección son inespecíficos.

GLUCOSA 6-FOSFATO DEHIDROGENASA

La glucosa 6-fosfato dehjdrogenasa, cataliza la dehidrogenación de la

glucosa-6 fosfato que es la primera etapa en la ruta de las pentosas fosfato o

ruta del fosfogluconato. Es ésta una ruta alternativa para catabolizar la glucosa

6-fosfato. Utiliza NADP como aceptor electrónico y produce 6­

fosfogluconolactona. Provee el NADPH necesario en la biosíntesis reductora

de los ácidos grasos y de los esteroides y la producción de la ribosa S-fosfato

destinada a la biosíntesis de los ácidos nucleicos. Permite además la
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interconversión de varios azúcares de tres, cuatro, cinco, seis, siete carbonos,

conectándolos metabolicamente con la secuencia glucolítica. (Lehninger,

1981). Se la reconoce como una enzima dime'rica, (Manchenko, op. cit.). Está

presente en bacterias, hongos, algas verdes, plantas, protozoarios,

invertebrados y vertebrados.

ISOCITRATO DEHIDROGENASA

La oxidación del isocítrico a a-cetoglutárico en el ciclo de Krebs es

catalizado por la enzima ísocitrato dehidrogenasa. Es ésta una enzima

regulatoria del metabolismo energético. La mayoria de los organismos

presentan tres tipos de ísocitrato dehidrogenasa, una NAD dependiente

presente en las mitocondrias y dos NADP dependientes, una presente en el

citosol y la otra en mitocondrias. Se cree que la ísocitrato NAD dependiente es

el catalizador principal para la oxidación del ísocitrato en el ciclo de Krebs

(Lehninger, op. cit.).Está presente en hongos, plantas, vertebrados e

invertebrados. La ísocitrato dehidrogenasa NADP dependiente está presente en

bacterias, hongos, plantas, protozoarios, vertebrados e invertebrados.

SUPERÓXIDO DISMUTASA

La superóxido dismutasa es la enzima que convierte al superóxido en

peróxido de hidrógeno y en oxígeno molecular, el peróxido de hidrógeno se

descompone luego por la catalasa en los peroxisomas. Se encuentra en dos

formas, una en el citosol y otra en la mitocondria. La citosólica compuesta por

dos subunidades que contienen Cu2+y Zn2+, y la mitocondrial que contiene

Mn2+ (Lehninger, op. cit.). Estas enzimas se encuentran en elevada

concentración y son extraordinariamente activas, sugiriendo que los radicales

superóxido que son muy tóxicos se producen continuamente durante la
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reducción enzimática del oxigeno, por parte de diversas enzimas y sistemas

enzimáticos y son rápidamente eliminados. Está presente en bacterias, hongos,

plantas, protozoarios, vertebrados e invertebrados. Catalizan la siguiente

reacción, (Manchenko, 0p. cit.) :

02- + 02- + ZH+——) 02+ H202

2.9.3 Obtención del micelio

Se realizaron cultivos en medio líquido GA, con el fin de obtener las muestras

a procesar para su posterior siembra en los geles de poliacrilamida. Se cosechó el

micelio el dia de máximo crecimiento establecido para cada especie a partir de las

curvas de crecimiento, el mismo fue lavado tres veces con agua bídesu'lada, secado

con papel de filtro, fraccionado y guardado a -70° C hasta su procesamiento. Las

condiciones de cultivo y la cosecha del micelio se detallan en las sección 2.6 y 2.7.

2.9.4Preparación dela mua‘tra.

El micelio fue molido con buffer de extracción (100 mM Buffer Tris­

HCl, pH 7,5, 0,1% v/v 2-mercaptoetanol, 1 mM EDTA, lO mM ClK, 10 mM

ClgMg.6l-I20, lO % PVP 10000 (polivinilpirrolidona) (Soltis et al., 1983) en

tubos “Polistor” a 0 °C sobre hielo, separado en alícuotas en frasquitos de

azafrán y guardado a -70° C hasta la siembra.
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2.9.5 Condiciona de electroforesis

Se empleó la técnica de electroforesis horizontal en geles de poliacrilamida,

utilizándose el sistema esencialmente descripto por Beclcman& Johnson, (1964).

2.9.6 Preparación de losgeles depoliacrilamida

Se utilizaron geles de poliacrilamida concentración 7 %, (Saidman, 1985).

Los geles fueron preparados como se detalla a continuación :

Acrilamida .................................. ..5,6 g

Bisacrilamida .............................. ..0, 16 g

TEMED 100 p]

Persulfato de amonio.................... ..punta de espátula

Buffer 80 ml

Bisacrilamida (N, N’-metilen-bis-acrilamida)

TEMED ( N,N,N’,N’-teüametilefilendiamina)

Bufl'ers empleados en la preparación de los geles:

A : pH 8 (Scandalios, 1969, modificado).

Se mezclaron las soluciones a y b en una proporción de la : 9h

a . Barato de litio pH 8,2

Hidróxido de litio........................... ..2,51 g

Acido bóricn 18,55 g

Agua bídesu'lada........................ ..1000 ml
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b. Tris citrato pH 8,5

Tn's 3,63 g

Citrato de sodio monohjdrato ......... .. 1,05 g

Agua bidestilada. . ....................... .. 1000 ml

Tris (Tris (hidroximetil) aminometano).

El buffer A se empleó pam la preparación de los geles de: aspartato

aminotransferasa (AAT), esterasa (EST) y superóxido dismutasa (SOD).

B : Tris citrato pH 6,5 (Selander et al, 1971, modificado)

Tn's 0,97 g

Citrato de sodio monohidrato ..... ..0,63 g

NaOH 0,11 g

Agua bidestílada......................1000 ml

Tris (Tris (hidroximelíl) aminometano).

El bufl'er B se usó para la preparación de los geles de: fosfatasa ácida (ACP) e

isocitrato dehidrogenasa (IDH).

C : Tris citrato pH 8 (Soltís, op. cit.)

a. Tris 16,34 g

Acido cítn'coanhidro .................... ..6, 18g

Agua bideqfilada 1000 m]

Tn's (Tris (hidroximetíl) aminometano)

67 ml de a se llevaron a 1000 ml con HzO bidestilada.

El bufier C se usó para la preparación de los geles de: glucosa 6-fosfato

dehjdrogenasa (G6PD).



La solución para la preparación de cada gel se volcó en cubetas de vidrio de 17

cm de ancho por 15 cm de largo por 2 mm de espesor. Cada cuba fue cubierta por

un vidrio. Los geles fireron dejados a temperatura ambiente hasta el dia siguiente.

2.9.7 Siembra de las nuestras en losgeles

Los extractos fueron absorbidos en rectángulos de papel Whatmann 3 MM de

(2 x 4 mm) para todos los sistemas isoenzimáticos, excepto para la AAT en que se

utilimron rectángulos de (2 x 8 mm). Los papeles fireron introducidos en ranuras

hechas a 2 cm del extremo del gel con un peine de acero inoxidable con 20 dientes

de 4 mm de ancho x 2 mm de espesor, separados entre sí por espacios de 2 mm.

En el caso de la siembra para la AAT se unieron con un bistun' dos ramuas y se

introdujeron los papeles de (2 x 8 mm) embebidos en las muestras.

Una vez realizada la siembra se cubrieron las calles, con una solución de

azul de bromofenol (4 mg/ml) como colorante de frente. Los geles fueron

cubiertos con un papel transparente por encima del cual se ubicaron los

vidrios, para evitar la evaporación y el secado, antes y durante la corn'da.

Todas las bandas de los sistemas isoenzimáticos estudiados fueron de

migración anódica, por lo cual las ranuras se practicaron a 2 cm de distancia

del extremo correspondiente al cátodo.

2.9.8 Corrida electroforética

La corrida se llevó a cabo en cámara termostatizada a 4°C para evitar el

calentamiento de los geles durante la migración y la consecuente

desnaturalización de las enzimas. Los geles fueron sometidos a una diferencia

de potencial de alrededor de 120 volts (corn'ente contínua), durante

aproximadamente 5 horas, para lo cual se utilizaron cubas de acn’lico de 40 cm
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de largo, 20 cm de ancho y 7 cm de alto, con dos recipientes uno anódico y

otro catódico separados entre sí por un espacio de 6 cm. Cada recipiente se

llenó con aproximadamente 250 ml del bufier de corrida correspondiente.

Cada cuba tuvo capacidad para dos geles y el contacto entre la solución bufi'er

y el gel se realizó mediante paños esponja tipo “Mortimer”, de 18 cm x 12 cm,

los cuales fiieron lavados y enjuagados con agua destilada después de cada

corrida. Una vez armados los puentes con dos geles por cuba, se cubrió cada

uno de ellos con el papel transparente de polietileno y la placa de vidrio. La

migración se realizó con una diferencia de potencial de alrededor de lO volts

por cm, hasta que el frente alcanzó una distancia de ll cm desde el punto de

siembra, luego de lo cua] los geles fueron retirados de la cuba y se procedió a

revelar las diferentes zonas de actividad enzimática.

2.9.9 Bufi'ers de corrida

a : Borato de litio pH 8,2 (Scandalios, op. cit., modificado)

Hidróxido de litio........................... ..2,51 g

Acido bórico 18,55 g

H20 bidestilada ........................... ..1000 ml

(descripto en preparación de los geles 2.9.6)

Se utilizó en las cubas para los sistemas aspartato arninotransferasa (AAT),

esterasa (EST), superóxido dismutasa (SOD).

b : Tris citrato pH 7 (Selander et al, op. cit., modificado)

Tris ......27 g

Citrato de sodio monohidrato ....... ..19,7 g

NaOH 2g



1-120hidecrilada 1000 ml

Tn's (Tn's (hidroximetíl) aminometano)

El buffer b se usó en las cubas para los sistemas: fosfatasa ácida (ACP) e

isocitIato dehjdrogenasa (IDI-l).

c : Tris citrato pH 8 (Soltis, op. cit. )

Tris 16,34g

Acido cítn'cn 6,18g

HZO L“ e" J 10001111

El bufi'er c se usó en las cubas para la glucosa 6-fosfato dehidrogenasa

(GóPD).

2.9.10 Tinciona enzimáticas

Se probaron trece sistemas enzimáticos. La tabla M-5 muestra los sistemas

enzimáticos ensayados y los buffers empleados para cada uno. La tinción para

AAT fue realizada según Vallejos, 1983; las tinciones para ACP, GóPD, AK,

IDH, GDI-I (NADP), ADH, CAT, PER, fueron realizadas según Manchenko,

op. cit.; y las de EST, SOD, MDH (NADP), MDH (NAD), fueron realizadas

según Wendel y Weeden, 1989. Se eligieron los sistemas isoenzimáticos que

presentaron buena resolución para todos los aislamientos. Los mismos fueron:

aspartato aminotransferasa (AAT), fosfatasa ácida (ACP), glucosa 6-fosfato

dehjdrogenasa (GóPD), isocitrato dehidrogenasa (IDH), esterasa (EST) y

superóxido dismutasa (SOD).
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Tabla M-S. Sistemas enzimátícos ensayados, número EC, abreviaturas, Bufi'ers de gel y bufi'ers de con-ida.

SISTEMA ENZIMATICO AfiVIATURA N° BUFFER DE GEL BUFFER DE CORRIDA

Enzlrnascon buena resolución Era todos los aislamientos

Aspartato aminot‘ansferasa AAT EC: 2.6.1.1 A a
Esbrasa EST EC: 3.1.1... A a

Fosfatnsa ácida ACP EC: 3.1.3.2 B b

Glucosa ¿fosfato dehidrogenasa GGPD EC: 1.1.1.49 C c

Isocitrato dehidrogenasa IDH EC: 1.1.1.42 B b

Superóxido dísmutasa SOD EC: 1.15.1.1 A a

Enzlmascon buena resoluciónsólo En ayuno: alslamlentos

Fosfatasa alcalina AP EC: 3.1.3.1 B b

Glutarnato dehidrogenasa GDH EC: 1.4.1.3 B b

Maleta dehidrogenasa NADdependiente MDH (NAD) EC: 1.1.1.37 A a

Malato dehidrogonasa NADP dependienta MDH(NADP) EC: 1.1.1.40 A a

(Ena'ma málica)

Enzlmas con Ebro o nlgguna resolución

Alcoholdehidrogenasa ADH EC: 1.1.1.1 A
Cahlasa CAT EC: 1.11.1.6 A

Peroxidasa PER EC: 1.11.1.7 A

A : BORATO DE LITIO, pH 8 fl a: BORATO DE LITIO. pH 8.2 il

B: TRIS-CITRATO. pH 6,5 ‘ b: TRlS-CITRATO. pH 7 ‘

C: TRIS-CITRATO, pH B . czTRIS-CITRATO. pH 8

fl Scandalios,1969 (modificado)

' Selander et al. 1971 (modificado)

. Solüs et al.. 1983



ACP: Fosfatasa ácida (Manchenko,op.cít, modificado)

Buffer acetato 50 mM pH 5............................. ..50 ml

Ácido a-naftil fosfato de Na............................ ..50 mg

Fast black K 50 mg

MgClz(100mM) 0,5 ml

Los geles se sumergieron en ésta solución y fueron incubados durante una hora

en estufa a 37 °C hasta la aparición de las bandas de actividad enzimática.

EST : Esterasa (Wendel y Weeden, op.cít, modificado por Saidman, op.

cit.)

Bufier fosfato lOOmMpH 6 50ml.

a-nafh'l ace-tam 3Mg

B-naftil. acetato 3Omg

Fast blue RR * 50mg

* Se disuelve el colorante en el bufier con calor y agitación, se

filtra y se agregan los sustratos disueltos en l ml de acetona cada

uno, se agita brevemente.

Los geles fueron sumergidos en la solución, e incubados en estufa a 37 °C

durante una hora, hasta la aparición de las bandas.

GóPD : Glucosa 6-fosfato dehidrogenasa (Manchenko, op. cit.)

Buffer Tn's I-lCl 100 mM pH 8.......................... ..50 ml

Glucosa 6-P Na; 20 mg

NADP lO mg
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NBT 10 mg

PMS l mg

MgClz(100 mM) l ml

NBT (Azul de Nitrotetrazolio)

PMS (Fenacina metasulfato)

Los geles fueron cubiertos con ésta solución e incubados a 37°C durante

aproximadamente una hora hasta la aparición de las bandas azules.

AAT : Aspartato aminotransferasa (Vallejos,op. cit.)

Los geles fueron sumergidos en la siguiente solución:

Buffer Tn's HCl 100 mM pH 8,5..................... ..50 ml

Acido L-aspártico 100 mg

Acido c. ‘ U' *’ ¡L0 SO mg

Fast blue BB salt 150 mg

Piridoxal 5'fnsfato 10 mg

Se incubaron en oscuridad (envueltos en papel negro), a 37°C durante

aproximadamente una hora, hasta la aparición de las bandas azules en los

geles.

IDH : lsocitrato dehidrogenasa (Manchenko, op.cit., modificado)

Bufier Tn's HCl 100 mM pH 8.............................. ..50 ml

Acido isocíü‘ico 50 mg

NADP lO mg
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NBT 10 mg

PMS 2 mg

MgC12(100 mM) 0,5 ml

NBT (Azul de Nitrotetrazolío)

PMS (Fenacina metasulfato)

Los geles se sumergieron en e'sta solución y se incubaron en estufa a 37 °C,

durante una hora 30 minutos. Las zonas de actividad enzimática aparecen

como bandas azules.

SOD : Superóxido dismutasa (Wendel y Weeden, op. cit.)

Bufier Tris HC] 100 mM pH 8 SOml

NBT lO mg

PMS 2,5 mg

NAD 12,5 mg

EDTA pta de espátula

Los geles sumergidos en la solución, fueron cubiertos con papel “Saran”.

lncubados bajo una lámpara de 75 W (luz y calor), hasta la aparición de las

bandas de actividad enzimática, bandas claras sobre un fondo azul intenso.

2.9.11 Número de clasficación de las enzimas

Se utilizaron para designar a las isoenzimas los números de clasificación

de acuerdo a las recomendaciones de la IUPAC-IUB (Enzyme Nomenclature,

1979). Los mismos están consignados en la tabla M-5.
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2.9.12 Acondicionamiento y almacenamiento de los geles

En todos los casos, los geles fueron lavados varias veces con agua

bidestilada, luego de la aparición de las bandas de actividad enzimática, y

sumergidos en una solución fijadora de etanol : agua : ácido acético en una

proporción de 5 : 5 : 1. Luego fueron fotografiados y guardados en bolsas de

polietileno que fueron selladas con calor .

Se midieron las distancias desde el origen a cada banda para cada sistema

enzimático. Se calcularon los Rf(migración relativa) como el cociente entre la

distancia recorrida por cada banda y la distancia del frente. Los geles,

embolsados y sellados, fueron finalmente almacenados en cajas.

2.9.13 Técnicas numéricas

2.9.13.1 Construcción dela matriz básica de datos

Los veinticuatro aislamientos geográficos de las diez especies del

género Saccobolus consignados en la tabla M-l constituyeron las

unidades taxonómicas operativas (OTU).

Los caracteres usados fueron obtenidos a pam'r de los estudios realizados

en el material que se detalla en la tabla M-l. El total de caracteres fue de 48

representado cada uno por una banda de actividad enzimática de los seis

sistemas analizados (las bandas comunes a todos los OTU se excluyeron para

el análisis posterior). Los estados posibles de cada carácter se codificaron

como, presencia l, ausencia 0, para todos los aislamientos monospón'cos

consignados en la tabla M-l. No se observaron diferencias en los estados de

los caracteres entre las distintas cepas de una especie de una determinada



procedencia geográfica, deterrninándose por lo tanto que cada aislamiento

constituía una unidad taxonómica operativa.

La matriz básica de datos se obtuvo a partir del registro del estado de cada

uno de los caracteres en cada una de las 24 OTU tabla M-6.

2.9.132 Análisis de agrupamientos

A partir de la matriz básica de datos se calcularon diferentes coeficientes

de similitud: Gower (Sneath & Sokal, op. cit.), Sorensen (1948) y Jaccard

(1908) para cada par posible de OTU. La matriz resultante fire analizada por el

método de medias no ponderadas (UPGMA) (Sneath & Soka], op. cit). El

análisis se realizó con el programa Multivariate Statistical Package (MVSP),

(Kovack, op. cit). La distorsión producida durante el análisis de agrupamiento

se calculó a partir del coeficiente de correlación cofenética (r) (Sokhal &

Rohlf, op. cit), utilizando el programa NTSYS-PC (Rolf, op. cit). Los valores

de dicho coeficiente habituahnente oscilan entre 0,6 y 0,9 siendo los cercanos

o mayores de 0,9, indicadores de escasa distorsión.

2.9.133. Análisis de congruencia

Se realizó el correspondiente análisis de congruencia taxonómica entre las

clasificaciones, basadas en las dos fuentes de caracteres: una, referida a los

sistemas isoenzimáticos micelianos, y la otra al comportamiento fisiológico en

cuanto a crecimiento en distintos medios de cultivo, producción de una enzima

celulolítica extracelular inducible y los patrones isoenzimáticos de la misma.

La coincidencia entre las matrices de similitud se calculó a partir del

coeficiente de correlación (r) (Sokhal & Rohlf, op. cit), utilizando el programa

NTSYS-PC (Rolf, op. cit).
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2.10 Análisis con todos los caracteres

2.10.1 Construcción dela matriz básica de datos

La tabla M-7 muestra la matriz básica de datos construida con las dos

fuentes de caracteres. Los dieciocho aislamientos geográficos para los cuales

se realizó tanto el estudio de los sistemas isoenzímáticos micelianos, como el

refen'do al comportamiento fisiológico y los patrones isoenzímáticos de la

endo-B-D-l,4-glucanasa, constituyeron las unidades taxonómicas operativas

(OTU).

El total de caracteres fue de 86 representado cada uno por una banda de

actividad enzimática de los sistemas intracelulares y de la endo-B-D-l,4­

glucanasa y por las van'ables cuantitativas representadas por los parámetros

fisiológicos.

2.10.2 Análisis de agrupamientos

A partir de la matn'z básica de datos se calculó el coeficiente de similitud

de Gower (Sneath & Sokal, op. cit.) para cada par posible de OTU. La matriz

resultante fue analizada por el método de medias no ponderadas (UPGMA)

(Sneath & Sokal, op. cit.). El análisis se realizó con el programa Multivariate

Statistical Package (MVSP) (Kovack, op. cit.). La distorsión producida durante

el análisis de agrupamiento se calculó a partir del coeficiente de correlación

cofenética (r) (Sokhal & Rohlf, op. cit.) utilizando el programa NTSYS-PC

(Rolf, op. cit.).
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3. RESULTADOS

3.1 Identificación delas especies. Obtención delas cepas monospóricas

A] cabo de un pen'odo de 8-10 días, cuando los apotecios alcanzaron la

madurez, se realizó, a partir del análisis de los caracteres micromorfológicos la

identificación de las distintas especies que crecieron en los trozos de estiércol,

coleccionados en distintas localidades geográficas. Se recogieron las

ascosporas expulsadas y se obtuvieron los cultivos monospón'cos.

3.2 Curvas de crecimiento en medio con glucosa

Las figuras R-l a 6 muestran las curvas de crecimiento en medio líquido

con glucosa como fuente de carbono de las diez especies del género

Saccobolus: S. citrinus, S. Iongevisporus, S. platensis, S. saccoboloides, S.

succineus y S. truncatus, de la sección Saccobolus y S. depauperatus, S.

infestans, S. seudodepauperatus y S. verrucisporus, de la sección Eriobolus.

Las cepas monóspon’cas utilizadas, la localidad, el sustrato (estiércol), la

fecha de colección y el número de cepa (BAFC) de las mismas se detallan en

la tabla M-3.

En el medio que contiene glucosa como fuente de carbono todas las especies

mostraron un elevado crecimiento registrándose los máximos entre los días 7° y

13°, luego de los cuales se observó una rápida disminución del peso ingresando en

la fase de autólisis.

Los valores máximos de peso seco obtenidos fueron de aJrededor de 400 mg

para S. saccoboloidas, S. succineus y S. truncatus (Figura R-2-B, R-3-A y R-3­

B) y de un mínimo cercano a los 200 mg para S. depauperatus. y S.

verrucisporus (Figura R-4 y R-6-B).
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Figura R-l. (A) S. citrinus ER (B) S. longevisporus PD

Figuras R-l a 3. Crecimiento en medio de cultivo con glucosa. Sección
Saccobolus.
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Figura R-2. (A) S. platensis SP (B) S. saccoboloides BC
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Figura R-3. (A) S. succineus ER (B) S. truncatus BC
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Figura R-4. S. depauperatus II

Figuras R-4 a 6. Crecimiento en medio de cultivo con glucosa. Sección
Eriobolus
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Figura R-5. (A) S. infastans (AD) (B) S. infestans (PA)
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Figura R-6. (A) S.seud0depauperatus I V (B) S.verrucisporus GC .
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3.3 Crecimiento,producción y zimogramas de endo-fl-D-I,4-glucanasa

3.3.1 Curvas de crecimiento, medición de actividad endo-fl-D-I,4-glucanasa,

proteínas y pI-lfinal en el sobrenadante de cultivo.

Todas las especies crecieron en el medio con celulosa cristalina como única

fuente de cai’oono.Las Figuras R-7 a 9 muestran el crecimiento, pH, producción

de endo-B-D-l,4-glucanasa y de proteínas extracelulares de las seis especies de la

sección Saccobolus. Las Figuras R-10 a 12 muestran la evolución de dichas

variables para las cuatro especies de la sección Eriobolus.

S. citrinus presentó el máximo crecimiento, el dia 9, S. platensis, S.

saccoboloida, S. succineus y S. truncatus el dia lOy S. longevisporus el día 12.

Los dias de máxima actividad de la enzima coincidieron con el dia de máximo

crecimiento en S. platensis y S. Iongevisporus, o estuvieron levemente desfasados

con respecto al mismo, en S. citrinus, S. succineus, S. truncatus y S.

saccoboloides cuya ocurrencia fiie los dias lO, ll y 12 respectivamente.

S. seudodepauperatus y S. verrucisporus registraron el dia 7 el máximo

crecimiento y alrededor del dia 8 la máxima actividad enzimática. Los dos

aislamientos geogáficos de S. infestans mostraron diferencias en su

comportamiento en el cultivo con celulosa cristalina. S. infestans (AD) presentó

ambos picos coincidentes en el dia 8 y S. infa'tans (PA) el dia 12 , siendo además

los valores obtenidos para éste último, alrededor de la mitad de los del otro

aislamiento geográfico. S. depauperatus presentó el máximo crecimiento el dia

12 y la máxima producción enzimática más tarde. Durante la fase exponencial de

crecimiento aumentó, en todos los casos, la secreción al medio de proteínas

extracelulares, incrementándose concomitantemente, la actividad endo-B-D-1,4­

glucanasa medida en el sobrenadante. El pH mostró una leve disminución inicial
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aumentando hasta llegar a un pH igual o mayor que 8 luego de iniciada la fase de

autólisis.

La tabla R-l muestra los valores de máximo crecimiento, máxima actividad

endo-B-D-l,4-glucanasa y los dias de ocurrencia de los mismos de todos los

aislamientos geográficos de las diez especies. No se observaron diferencias

significativas entre los parámetros alcanzados por las distintas cepas monospóricas

de un mismo aislamiento geográfico de una determinada especie. Excepto para S.

infestans, tampoco fueron significativas las diferencias entre los distintos

aislamientos geográficos de la misma especie. S. saccoboloides y S.

seudodepauperatus fueron las especies que mostraron una mayor producción de

endoglucanasa, con valores que oscilaron entre 135 y 150 UE/ml para la primera y

entre 120 y 150 UE/ml para la segrmda. Ambas especies mostraron un muy buen

crecimiento con valores entre 370 y 390 ¡ig/ml de proteína para las cepas de S.

saccoboloidas y entre 290 y 330 p.g/nrlpara las de S. saldodqrauperatus. Uno de

los aislamientos de S. infes'tans (AD) presentó buena actividad de la enzima con

valores entre 90 y 130 UE/ml que duplicaron los obtenidos por el otro aislamiento

geográfico, S. infa'tans (PA), cuyos valores fueron entre 70 y 84 UE/ml, los

valores de crecimiento obtenidos para ambos aislamientos también reflejaron éstas

diferencias alcanzando valores entre 230 y 270 ugnrl para S. infestans (AD) y

entre 115 y 130 ug/ml para S. infes'tans (PA). Todos los aislamientos de S.

verrucisporus mostraron una moderada actividad enzimática con valores entre 88

y 106 UE/ml, acompañados por buen crecimiento, con valores para ésta variable

entre 304 y 350 ¡ig/ml. S. depauperalus fue la especie de la sección Eriobolus

que mostró los valores más bajos de crecimiento y de actividad enzimática,

oscilando los mismos entre 195y 208 ug/rnl para la primera variable y entre 76 y



Tabla R-l Datos de crecimiento de las cepas de la sección Saccobolus en cultivos con glucosa y con celulosa
cristalina. producción de endo [LD-1.4 glucanasa.

Máximo creclmlento l Máxima Día de máximo Din de máxlma Máximo Día de

CEPA en CC, Proteínas de producción de crecimiento en producción de crecimiento en maximo
mlcello (ug/ml) endo ¡LD-1.4 CC endo ¡LD-1,4 GA ( mg de crecimiento

glucanasa glucanan mkelio) en GA

CltER l 27° 6° 9 1° 274 8

cnnw 265 58 9 10 27o s

cnn 1 250 67 9 10 274 s

Long o 190 60 12 12 35. ¡o

“mg 1 187 62 12 12 35. ¡o

“ng 2 180 58 12 12 32. ¡o

PlatAg o 260 56 lO IO 330 s

PlatAg 2 250 42 10 lO 346 3

pmsp o 240 52 lO lO 336 3

PlatSP2 23. 47 l. l. 360 8

PlatSP s 220 46 lO 10 34o s

SaccBC 2 390 146 IO 10 426 s

SaccBC3 37. 15. l. 1| 437 8

sacar 3 385 142 ¡o ¡o 43. 3

saca 4 380 ¡35 lO ¡o 422 3

SuccV o 21° 80 10 ll 430 9

SuccV 1 220 70 10 ll 425 9

SuccVC 2 20° 6° 1° ll 432 9

SuccVC3 2" 68 l. 11 426 9

SuccVC 4 190 65 IO ll 330 ¡o

Trunch 2 290 70 10 12 410 ¡o

Trunch 4 276 68 IO 12 395 ¡o

1'ch o 280 58 10 ¡2 387 ¡o
TruncT 1 286 66 10 ¡2 415 ¡o

TruncT 2 285 6° 1° 12 39o lo
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Tabla R-l. Datos de crecimiento de las cepas de la sección En'obolus en cultivos con glucosa y con celulosa
cristalina, producción de endo [LD-1,4 glucanasa.

Máximo cnclmkntol Máxima Dia de máximo Dia de máxima Máximo Dia de

CEPA en CC, Proteínas de producción de cmlmlento en producción de crecimiento en maximo
mlcello (ng/ml.) endo B-D-l,4 CC endo B-D-l,4 GA ( Ing de cmlmlento en

glncmnn glucanan mlcello) GA

depF 1 200 80 12 12 210 12

dep]? 3 208 76 12 12 193 ¡2

depF4 195 83 12 12 215 12

depF 4' 285 90 12 12 211 12

[MD 1 250 130 8 8 33. g

¡“AD 2 278 108 8 8 394 3

mp 3 230 90 8 8 335 3

lnAD 6 260 95 8 8 37s s

lnPA ¡3 115 84 12 13 420 13

MA ¡4 12. 78 12 13 4.8 13

lnPA 15 130 78 12 13 39o 13

Seu l 2 320 148 7 s 368 7

Seu I 6 3.9 138 7 s 36. 7

Sen V 2 33. 15. 7 3 370 7

Seu v 3 298 130 7 8 373 7

Seu v 4 384 124 7 8 350 7

Seu EZ 1 290 120 7 8 365 7

Ver GC o 325 186 7 8 200 7

Ver cc 1 358 88 7 8 196 7

Ver cc 2 388 96 7 8 210 7

Ver G 4 3.4 94 7 3 212 7
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90 UE/ml para la segunda. El resto de las especies mostraron valores de actividad

enzimática significativamente más bajos. S. citrinus alcanzó valores entre 58 y 67

UE/ml, S. longevisporus entre 58 y 62 UE/ml, S. platensis entre 42 y 56

UF/ml, S. succineus entre 60 y 80 UE/ml y S. truncatus entre 58 y 70 UE/ml.

Los valores de crecimiento alcanzados por éstas especies fueron considerables. S.

citrinus mostró valores entre 250 y 270 ¡Lg/ml,S. longevisporus entre 180 y 190

¡ig/ml, S. platatsis‘ entre 220 y 260p.g/ml,S. succineus entre 190 y 220 pg/ml y

S. truncatus entre 276 y 290 pgml. Las especies de la sección Eriobolus

estudiadas mostraron, en general una mayor actividad endoglucanasa que las de la

sección Saccobolus, excepto S. saccoboloida que si mostró una muy buena

producción de la enzima.

3.3.2 Zimogramas de ando-fl-D-1,4-glucanasa

La figura R-13 muestra los diagramas con los diez electromorfos para

endo-B-D-l,4-glucanasa. Cada especie mostró un patrón de bandas

isoenzimático característico, (patrones A a J). No se observaron diferencias

entre las cepas monospóricas de cada aislamiento geográfico y fueron escasas

y sólo cuantitativas entre los distintos aislamientos geográficos de la misma

especie. No se observaron diferencias en el patrón de bandas de los dos

aislamientos geográficos de S. infa‘tans, que mostró considerables diferencias

para las variables de crecimiento y actividad enzimática. El patrón de bandas de

degradación de CMC por la endo-B-D-l,4-glucanasa, mostró la existencia de

varias isoenzimas caracteristicas de cada especie. En el patrón de los aislamientos

de S. saldodepaupa'atus (figura R-13, I) se registraron ll bandas

isoenzimáticas, 9 en los patrones de S. cim’nus y S. infestans, (figura R-13, A y

H ) ; 8 en el de S. depaupertuus y S. varucisporus (figura R-13, G y J) ; 7 en los
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de S. platensis (figura R-13, C), 5 en S. longevisporus y en S. succineus,

(figura R-l3, B y E) ; 4 en S. saccoboloidas‘, (figura R-13, D ) y 2 en

Struncatus, (figura R-13, F). Se encontraron bandas comunes a varias especies

dentro de cada una de las secciones, observándose en genera] mayor coincidencia

entre las especies pertenecientes a la misma sección. En la sección Saccobolus, S.

cítrinus y S. platansis mostraron dos bandas en común de Rf24 y Rf49, la banda

de Rf49 estuvo presente en otras dos especies de la sección, S. longevisporus S.

succineus. La banda de Rf 80 apareció en cuatro especies de la sección, S.

platazsis, S. Iongevisporus, S. saccoboloidas y S. succineus, la banda de Rf 88

en S. plataisis, S. saccoboloidas y S. succineus y la banda de Rf 75 en S.

citrinus, S. longevisporus y S truncatus. S. citrinus y S. succineus mostraron,

además de la banda de Rf49 otras dos bandas comunes la de Rf 37 y la de Rf43.

En la sección Eriobolus la banda de Rf 15 se encontró presente en tres especies,

S. depaupaalus, S. seudodqaauperatus y S. verrucisporus. La banda de Rf 41

estuvo presente en las cuatro especies de la sección, las de Rf 47 y 62 en S.

infatans y S. seudodqiauperatus, las de Rf 50 y 59 en S. depauperatus y S.

verrucisporus, la de Rf 76 en S. depauperatus y S. infestans, la de Rf 83 en S.

depauperatus, S. verrucisporus y en S. citrinus de la sección Saccobolus, la de

Rf 84 en S. infa‘tans y S. saldodepauperatus, la de Rf92 en S. depauperarus, S.

infa'tans, S. seudodepaupa'atus y en S. citrinus de la sección Saccobolus y la

de Rf 98 estuvo presente en S. seudodepauperatus y S. verrucisporus de la

sección Eriobolus y en S. platensis de la otm sección.



Figura R-13. Diagrama de electromorfos (A a J) de endo-B-D-l ,4-glucanasa identificados en cada
especie.
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3.3.3 Técnicas numéricas. Matriz básica de datos.

Los veinte aislamientos geográficos de las diez especies del género

Saccobolus, consignadas en la tabla M-2 de materiales y métodos,

constituyeron las unidades taxonómicas operativas (OTU).

La matriz básica de datos resultante, tabla M-4 de materiales y

métodos fue de 20 OTUsx 38 caracteres.

3.3.4 Análisis de agrupamientos

A partir de la matriz básica de datos, tabla M-4, se calculó el coeficiente

de similitud: Gower (Sneath & Sokal, 1973), para cada par posible de OTU.

La matriz resultante fue analizada por el método de medias no ponderadas

(UPGMA). La distorsión producida durante el análisis de agrupamiento se

calculó a partir del coeficiente de correlación cofenética (r) cuyo valor fue de

0,93298, indicando una muy escasa distorsión

EL fenograma obtenido a partir del análisis de agrupamientos (UPGMA),

figura R-l4, muestra que las dos secciones en las que se divide el género

quedan claramente diferenciadas en dos grupos de especies. Cada uno de esos

grupos abarca todos los aislamientos geográficos de las especies previamente

incluidas dentro de cada sección. El primero, que incluye los aislamientos de

las especies de la sección Eriobolus, muestra dos subgrupos, el primero

formado por S. depauperatus y S. verrucisporus y el segundo representado

por S. infas'tans y S. seudodepauperatus. El grupo que incluye los

aislamientos de las especies de la sección Saccobolus muestra un núcleo

formado por cinco especies S. Iongevisporus, S. saccoboloida, S. truncatus

S. platensis y S. succineus y uno aislado del resto formado por las cepas de

los aislamientos de S. citrinus. Los dos grupos, que corresponden a ambas
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secciones, están asociados entre sí con un índice de similitud del 56%.

Excepto para S. infestans que mostró una clara separación entre las cepas de

las dos poblaciones consideradas, el resto de las especies mostró escasas

diferencias entre las cepas monospóricas de las poblaciones de una misma

especie, con índices de similitud cercanos al 100%, lo que indica fenotipos

casi idénticos. Dentro del grupo de especies de la sección Eríobolus, las cepas

de la única población de S. depauperatus (Nuñez, Buenos Aires) DepF se

asocia al núcleo representado por los aislamientos de distintas poblaciones de

S. verrucisporus, con un índice del 80%. Las cepas de las dos poblaciones de

S. verrucisporus, VerGC (Gobernador Castro, provincia de Buenos Aires) y

VerG (Gualeguaychú, provincia de Entre Ríos) están asociadas entre sí con un

índice cercano al 100% lo que indica un fenotipo idéntico. El segundo grupo

dentro de la sección Eriobolus muestra dos subgrupos formados por las

poblaciones de S. infestans y las de S. seudodepauperatus. El primero

representado por cepas de las dos poblaciones de S. infestans: IanD,

(Adrogué, provincia de Buenos Aires) e Inf PA, (Porto Alegre, Brasil), ligadas

entre sí con un índice del 88%, que representa el menor índice de similitud

entre aislamientos de poblaciones de la misma especie. El grupo formado por

S. infestans se asocia al núcleo que constituyen los aislamientos de las

poblaciones de S. seudodepauperatus, con un índice del 65%. Dentro de estas

últimas se observa un núcleo formado por aislamientos de las dos poblaciones

de Campana, provincia de Buenos Aires (SeuIV y SeuII) y otro grupo

constituído por aislamientos de la población de Ezeiza, provincia de Buenos

Aires (SeuEZ), estos dos núcleos están ligados entre sí con un índice cercano

a] 100%. El primer grupo de especies de la sección Eriobolus representado por

S. depauperatus, y S. verrucisporus y el segtmdo representado por S.

infestans y S. seudodepauperatus, se asocian entre sí con un índice del 60%.

80



Dentro del grupo de especies de la sección Saccobolus, en el núcleo formado

por cinco especies, los aislamientos de la única población de S. Iongevisporus

considerada, LongPD (Puerto Deseado, Provincia de Santa Cruz), están

ligados al segundo grupo representado por los aislamientos de las poblaciones

de S. truncatus, y de S. saccoboloides con un grado de similitud del 80%. Las

cepas de distintas poblaciones de S. saccoboloides, SaccT (Tafi del Valle,

Provincia de Tucumán) y SaccBC (Bahía Craft, Provincia de Rio Negro) están

ligadas entre sí con un índice de similitud superior al 97 %, lo que refleja

minimas diferencias entre los aislamientos de las poblaciones de esta especie.

Las cepas de las dos poblaciones de S. truncatus TruncBC (Bahia Craft,

Provincia de Rio Negro) y TruncT (Tandil, provincia de Buenos Aires)

conforman un grupo con fenotipos casi idénticos, ya que están asociados con

un índice de similitud cercano al 100%. Las poblaciones de S. saccoboloides y

las poblaciones S. truncatus están ligadas entre sí con un índice del 83%.

Los aislamientos de las dos poblaciones de S. platensis consideradas,

PlatAG, (Agronomía, Buenos Aires) y PlatSP, (San Pedro, provincia de

Buenos Aires) presentan leves diferencias entre sí conformando un grupo de

fenotipos casi idéntico, estos se asocian a las cepas de poblaciones de S.

succineus, Gualeguaychú, Provincia de Entre Ríos (SuccER) y las de Villa

Clara, provincia de Entre Rios (SuccVC), que también poseen un índice de

similitud, cercano al 100%. El núcleo formado por las poblaciones de S.

platensis se asocia al grupo de poblaciones de S. succineus con un índice del

80%.

El núcleo formado por los aislamientos de S. platensis y S. succineus se

asocia al formado por S. longevisporus, S. truncatus y S. saccoboloides, con

un índice del 78 %.
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Las aislamientos de las tres poblaciones de S. citrinus, que constituyen un

grupo aislado del resto, presentan leves diferencias fenotípicas entre sí

separándose en un núcleo constituido por las cepas de las poblaciones de

Campana, provincia de Buenos Aires (CitII) y (CitIV), que se asocian a las

cepas de la población de Gualeguaychú, provincia de Entre Ríos (CitER). El

núcleo formado por las cepas de las poblaciones de S. citrinus se asocia al

grupo representado por los aislamientos de las poblaciones de las otras cinco

especies con un grado de similitud de alrededor del 68%.

3.4.Anáh1sis‘¿coatzimático de aw'mas intracelulares

3.4.1 Organismos utilizados

La tabla M-l detalla la procedencia, el sustrato (estiércol), la fecha de

colección y el número de cepa (BAFC) de los distintos aislamientos

geográficos utilizados para el análisis isoenzimáu'co de los sistemas

intracelulares.

3.4.2 Sistemas isoazzimáticos analizados

De los trece sistemas enzimáticos probados se eligieron para el análisis

aquellos que presentaron buena resolución para todos los aislamientos. Los

mismos fueron: aspartato aminotransferasa (AAT), fosfatasa ácida (ACP),

glucosa 6-fosfato dehidrogenasa (GóPD), isocitrato dehidrogenasa (IDH),

esterasa (EST) y superóxido dismutasa (SOD). Las figuras R-15 a 20

muestran los zimogramas con los 44 electromorfos característicos para los 6

sistemas. Las especies del género Saccobolus presentan una alta

homogeneidad intraespecífica, ya que no se observaron diferencias entre las
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cepas monospón'cas de cada aislamiento geográfico y fueron escasas entre los

distintos aislamientos geográficos de la misma especie.

FOSFATASA ÁCIDA

La Figura R-15 muestra seis patrones de bandas distintos para ambas

secciones. S. citrinus, S. longevisporus el patrón (A), S. platensis, S.

succineus, S. truncatus y S. depauperatus el (B), S. saccoboloides el (C), y

S. infa'tans, S. seudodepauperatus y S. verrucisporus el (D, E y F)

respectivamente.

Los electromorfos A, B y D presentan una sola banda y el C, E y F dos. El

patrón C muestra una banda de Rfl4 común a la única banda del

electromorfo B y otra de Rf24 que le es propia. Este patrón solo se encontró

presente en S. saccoboloidm. El patrón A con una sola banda de Rf 16

correspondió a S. citrinus y S. longevisporus mientras que S. platensis, S.

succineus, S. truncatus y S. depauperatus mostraron el patrón B. El patrón D

con la banda de Rf 6 apareció en S. infestans. Los patrones E y F con dos

bandas cada uno de Rf 26 y 32 el primero y RF 9 y 18 el segundo

correspondieron a S. seudodepauperatus y S. verrucisporus, respectivamente.

ESTERASAS

Los resultados del análisis electroforético de los zimogramas de esterasas

en las especies estudiadas mostró a éste sistema como el único que evidenció

diferencias en el patrón de bandas entre anImos aislamientos geográficos de la

misma especie. La Figura R-16 muestra 15 patrones de bandas distintos para
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Figura R-lS. Diagramas (l) de los electromorfos (A a F) identificados en el sistema enzimático fosfatasa ácida
ACP. Zimogramas (2). Los números indican los Rf.
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este sistema. Los patrones (A a l) correspondieron a las especies de la sección

Saccobolus. S. longevisporus (C), S. platensis (D) y S. truncatus (l) no

mostraron diferencias entre aislamientos geográficos, mientras que si

aparecieron diferencias de algunas bandas para S. citrinus (A y B), S.

saccoboloides (E y F) y S. succineus (G y H). La sección Eriobolus, muestra

seis patrones de bandas distintos para las esterasas (J a O). S. infestans (K) y

S depauperatus (J) no presentan diferencias entre los aislamientos para este

sistema, mientras que, S. seudodepauperatus (L y M) y S. verrucisporus (N y

O) mostraron diferencias entre algunos de los aislamientos.

Las cepas de S. citrinus pertenecientes al aislamiento geográfico de

Campana, Provincia de Buenos Aires (Citll) presentan el patrón A mientras

que las cepas de Gualeguaychú, provincia de Entre Ríos (CitER) y las de

Nuñez, Capital Federal (CitFAC) muestran el patrón B. Ambos patrones

presentan cuatro bandas comunes de Rf44, 29, 25, 17 y una banda de Rf 10

presente en el electromorfo A y otra más rápida de Rf ll presente en el B.

Los aislamientos de S. saccoboloides muestran dos patrones, el E presente en

las cepas de los aislamientos de Tafi del Valle, provincia de Tucumán (SaccT)

y de Villa La Angostura provincia de Rio Negro (SaccBC), y el F en las cepas

del aislamiento de Ezeiza, provincia de Buenos Aires (SaccEz). Ambos

patrones mostraron tres bandas comunes de Rf 17, 25 y 39. La banda de Rf 30

sólo aparece en el electromorfo E. S. succineus muestra dos electromorfos G

y H con tres bandas comunes de Rf 18, 25 y 44 y una banda de Rf 30

(electromorfo G) presente en el aislamiento de San Martín de los Andes,

provincia de Neuquén y una de Rf 29 (electromorfo H) presente en el

aislamiento de Gualeguaychú, provincia de Entre Ríos. Los electromorfos
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muestran la existencia de algunas bandas comunes. La banda de Rf 25 es

compartida por todas las especies de la sección Saccobolus (electromorfos A a

l), mientras que la banda de Rf l7 aparece en S. citrinus, S. platensis, S.

saccoboloides y S. truncatus (electromorfos A, B, D, E, F, I). La de Rf 18 en

S. Iongevisporus y S. succineus (electromorfos C, G y H), la de Rf 29 en S.

citrinus y en un aislamiento de S. succineus (electromorfos A, B y H), la de

Rf 30 en S. Iongevisporus (electromorfo C), S. truncatus (electromorfo I), en

un aislamiento de S. saccoboloida (electromorfo E) y en uno de S. succineus

(electromorfo G), la banda de Rf 39 en S. platensis (elchomorfo D) y S.

saccoboloides (electromorfos E y F) y la de 44 en S. citrinus (electromorfos A

y B), S. platensis (electromorfo D), S. succineus (electromorfo G y H) y S.

truncatus (electromorfo l). La banda de Rf 53 sólo está presente en S.

longevisporus .(electromorfo C)

Entre las especies de la sección Eriobolus los aislamientos de S.

seudodepauperatus muestran dos patrones: el L, presente en las cepas de uno

de los aislamientos de Campana, provincia de Buenos Aires (Seu V) y de

Ezeiza, provincia de Buenos Aires (SeuEz), y el M en las cepas del otro

aislamiento de Campana , provincia de Buenos Aires (Seu l). Ambos patrones

tienen cuatro bandas comunes de Rf46, 39, 27 y 22. La banda de Rf 18 sólo

aparece en el electromorfo L. S. verrucisporus mostró dos electromorfos N y

O con tres bandas comunes de Rf 27, 25 y 17 y una banda de Rf 29

(electromorfo 0) presente en los aislamientos de Gualeguaychú, provincia de

Entre Ríos (Ver G). El patrón N está presente en los aislamientos de

Gobernador Castro, provincia de Buenos Aires (VerGC) y de Campana,

provincia de Buenos Aires (Verll). Los electromorfos muestran la existencia de
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Zimogramas (2). Los números indican los Rf.
Figura R-16. Diagramas (1) de los electromorfos (A a I) identificados en el sistema enzimátioo esterasa (EST).
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Figura R-16. Diagramas (l) de los electromorfos (J a O) identificados en el sistema enzimático esterasa (EST).
Zimogramas (2). Los números indican los Rf.
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algunas bandas comunes. La banda de Rf27 es compartida por todas las

especies (electromorfos J a O), mientras que la banda de Rf 18 aparece en S

depauperatus y en uno de los aislamientos de S. seudodepauperatus

(electromorfos J y L).

Ambas secciones comparten alglmas bandas, la de Rf 44 presente en S.

citrinus (electromorfos A y B), S. platensis (electromorfo D), S. succineus

(electromorfos G y H) y S. truncatus (electromorfo l), la de Rf 39 presente en

S. platensis (electromorfo D), S. saccoboloida (electromorfos E y F) y S.

seudodepauperatus (electromorfos L y M), la de Rf 18 presente en S.

Iongevisporus (electromorfo C), S. succineus (electromorfos G y H), S

depauperatus (electromorfo J) y en uno de los aislamientos de S.

seudodepauperatus (electromorfo L) y, la de Rf l7 presente en S. citrinus

(electromorfos A y B), S. platensis (electromorfo D), S. saccoboloides

(electromorfos E y F), S. truncatus (electromorfo l), y S. verrucisporus

(electromorfos N y O).

GLUCOSA 6-FOSFATO DEHIDROGENASA

La glucosa 6-fosfato dehidrogenasa Figura R-l7, muestra seis

electromorfos, con una única banda cada uno. Las especies de la sección

Saccobolus muestran tres patrones de bandeo. El electromorfo A, Rf 22 se

encuentra en S. citrinus, S. platensis y S. saccoboloides, el B, Rf 23, en S.

longevisporus y S. succineus y el C, Rf21 en S. truncatus .

La sección Eriobolus muestra dos patrones con una sola banda cada uno,

el D, Rf26, presente en S. depauperatus y el E Rf 20 en S. infestans, S.

seudodepauperatus y S. verrucisporus .



23 _ 2622_ _ _ 21 20

Figura R-l7. Diagramas (l) de los electromorfos (A a E) identificados en el sistema enzimátíco glucosa 6-fosfato
dehidrogenasa (G-6PDH). Zimogramas (2) . Los números indican los Rf.
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ASPARTATO AMINOTRANSFERASA

La aspanato anúnotransferasa, Figura R-18, presenta sólo dos

electromorfos con una sola banda para la sección Saccobolus. El primero A

con una banda de Rf 26 perteneciente a S. citrinus, y el segundo B, con la

banda de Rf 18 que aparece en S. longevisporus, S. platensis, S.

saccoboloida, S. succineus y S. truncatus.

La sección Eriobolus presenta, un patrón de bandas característico de cada

especie. S. depauperatus, presenta el patrón C con una banda de Rf28, S.

infa‘tans, el patrón D con una banda de Rf30 y S. verrucisporus el patrón F

con una banda de Rf24. El patrón E presente en S. seudodepauperatus

muestra dos bandas una de Rf 30 común a éste y al electromorfo D y otra de

Rf24 compartida con el electromorfo F.

ISOCITRATO DEHIDROGENASA

La isocítrato dehidrogenasa, Figura R-19 presenta cuatro patrones de

bandeo, con dos bandas cada uno. En la sección Saccobolus, S. citrinus

presenta el electromorfo A con una banda de Rf22 y otra de Rf 24, el resto de

las especies de la sección (S. longevisporus, S. platensis, S. saccoboloides, S.

succineus y S. truncatus) presentan un electronnorfo común con bandas de

Rf 18 y 19 (electromorfo B). En la sección Eriobolus, S. seudodepauperatus

muestra el patrón D, con bandas de Rf27 y 29 y S. infestans, S. depauperatus

y S. verrucisporus presentan el patrón C con dos bandas de Rf21 y 23.
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Figura R-l8. Diagramas (l) de los electromorfos(A a F) identificados en el sistema enzimática
aspartato aminotransferasa AAT. Zimogramas (2) . Los números indican los Rf.
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Figura R-l9. Diagrama (l) de los electromorfos(A a D) identificados en el sistema enzimático isocitrato
dehidrogenasa IDH. Zimograma (2). Los números indican los Rf.
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SUPERÓXIDO DISMUTASA

La Figura R-20 muestra cinco patrones de bandeo para las especies de la

sección Saccobolus: S. citrinus A, S. Iongevisporus B, S. platensis C, S.

saccoboloides y S. succineus D y S. truncatus E, y tres para la sección

Eriobolus (F a H). El F es común a S. depauperatus y a S. verrucisporus y el

G y el H corresponden a S. infatans y S. seudodepauperatus.. Los

electromorfos muestran la existencia de algunas bandas comunes: las bandas

de Rf 98, 24 y 16 aparecen en todas las especies. (electromorfos A a H), la

banda de Rf21 aparece en todas excepto en S. longevisporus, la banda de Rf

45 aparece en S. longevisporus, S. platensis, S. saccoboloides y S. succineus

(electromorfos B, C, y D), la de RF39 es común a S. infestans y S.

seudodepauperatus (electromorfos G y H) y, la de Rf 38 aparece en S.

platensis, S. truncatus y S. infestans (electromorfos C, E y G).

Electromotfos de los seis sistemas isoenzimáticospraentes en cada cepa.

La tabla R-2 detalla los electromorfos presentes en cada cepa para cada

sistema analizado.

De los seis sistemas isoenzimáticos analizados sólo la glucosa 6-fosfato

dehidrogenasa muestra una sola banda para todas las cepas analizadas lo cual

concuerda con el hecho de que Saccobolus es un organismo haploide de un

locus por enzima. La presencia de más de una banda para algunas de las

especies en el resto de los sistemas analizados, con un máximo de seis para

SOD, plantea la posibilidad de duplicación génica o la formación de enzimas

secundarias (Harris y Hopkinson, Micales et al., 1992).
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Figura R-20. Diagrama (l) de los electromorfos (A a H) identificados en el sistema enzimático superóxido
dismutasa (SOD). Zimograma (2). Los números indican los Rf.
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Tabla R-2. Electromorfos de los seis sistemas enzimáticos presentes en cada cepa.

SIGLA

CRERI
(:hER.2
ChER3
(ÉRERL4

CRERS
ChJIl
Citll 3
ChHS
ChFACl
CñFACI3
ChFACS

LongO
Long]
LangZ
Long3
Long4
PhLAgO

PhnAgZ
HaAg3
PlatAg 5
¡HatShdl
PlatSM 2
PlatSM 3
PlatSM 4
PlatSM 5

PlatSP 0
PlatSP l
PlatSP 2
PlatSP 3

PlatSP 5
SaccBC 2

SaccBCÉ3

SaccBC 6
SaccBC 7

SaccBCÏ8
Sacc1'3
SaccT'4
Sacc1'6

BAFC# LOCALIDAD ACP

2838
2839
2840
2841

2842
2826
2843
2844
2827
2845

2846
2847
2848
2849
2850
2851

2852
2853
2854
2855
2856
2857
2858
2859
2860
2861

2862
2863
2864
2865
2596
2866
2867
2868
2869
2822
2870
2871

PER,Arg
PEKArg
pER,Arg
PER,Arg
PElLArg
PBA, Arg

PBA, Arg
PBA, Arg

BA, Arg

PT, Arg nnonnnonwwwwwwmwwwwwww>>>>>>>>>>>>>>>>
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SIGLA
Sacc Ez 9

Sacc Ez 10

Sacc Ez ll
Sacc Ez 12

Sacc Ez 13

SuccSM 0
SuccSh44
SuccShdS
SuccSNló
SuccSM 8
Succ\’0
Such’l
SuccV 2
Succ\’3
Succ\’4
TnchCZ
1ïuncBCÏ3
TnchC4
TnchCS
TnchCó
TÏuncT'O
TruncT'l
'Trunc1'2
Tïunc1'3
Tïunc1'4

DepFl
DepF3
l)epF'4
DepF4'
Depl]
[Mq>12

Depl3
h1Ad)l
h1Afl)2
h1fid)3
hlfid)4
hIAd)5
hïAd)6

BAFC # LOCALIDAD
2872
2873

2874

2875
2876
2877
2878
2879
2880
288]
2882

2883
2884
2885
2886
2595
2887
2888
2889
2890
2821

289]
2892
2893

2894
2895
2896
2897
2898
2833

2811

2812
2831

2899
2900
2901

2902

2903

PBAhfiug
PBAwAug

PBA,Aug
PBlglAJg
PBAL Axg

PbLAug

PbLAug

PBLAJg

PhLAug

PbLAug

PER,Aug
PER,Aug
PERWAug

PER,Aug
PER,Aug
PRIL Ang

PRN,Aug
PRN,Aug

BA,Aug

PBAHALg

PBAgAug.

PBALAug.

PBAgAug.

PBAHALg

PBAhAug.

PBALAug.

PBAAQ.
PBAHAJg

¡ACP
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AAJ'

UUUUUUÓOÓÓÓÓÓWWWWWWWWWWWWWWWWWWCUWWWWWW

5
:I'.‘

00000000000000!!!WWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWWW

98

(I)

C3c3C3c3CDCD-nH1H1H1H1H111rnrnrnrnrnrnrnrnrnrnCJCJCJCJCJCJCJCJCJCJCJCJCJCJCJE3



Tabla R-2. Electromorfos de los seis sistemas enzimáticos presentes en cada cepa.

SIGLA
MAD7
hififl)8
hiAd)10
hiPAil3
In PA 14

hiPAiIS
hPAló
hiPA T7
SeuIZ
Seu 13
Seul4
Seuló
Seu [8
Seu V 2

Seu V 3

Seu V 4

Seu V 5

Seu V 6
Seulïll
SmJEZIZ

Seu EZ 3

Seu EZ 4

Ver GC 0

Ver GC l

VerCKÍZ
Ver GC 3
VerCKÏ4
Ver GC 5

Ver G l

Ver G 2

Ver G 3

Ver G 4

Ver G 5

Ver G 6
VerlIó
VerlI7
VkrlIS

BAFC # LOCALIDAD
2904
2905
2908
2832
2909

2910
2911

2912

2913
29l4
2915
2916
2917
2828

2919
2920
292]
2922
2829
2923
2924
2925
2823

2926
2927
2928
2929
2930
2931

2932
2933
2934
2935

2936
2937
2938
2939

PBA,Arg.
PBA,Arg.
PBA,Arg.

P. Alegre, Brasil

P. Alegre, Brasil

P. Alegre, Brasil

P. Alegre, Brasil

P. Alegre, Brasil

PBA, Arg
PBA, Arg

PBA, Arg
PBA, Arg

PBA, Arg

PBA, Arg

PBA, Arg

PBA, Arg

PBA, Arg
PBA, Arg
PBA, Arg
PBA, Arg
PBA, Arg

PBA, Arg

PBA, Arg

PBA, Arg
PBA, Arg

PBA, Arg
PBA, Arg
PBA, Arg

PER, Arg
PER, Arg
PER, Arg
PER, Arg
PER, Arg
PEK Arg
PBA, Arg
PBA, Arg
PBA, Arg

ACP
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3.4.3 Técnicas numéricas. Matriz básica de datos.

Los veinticuatro aislamientos geográficos de las diez especies del

género Saccobolus consignadas en la tabla M-l constituyeron las

unidades taxonómicas operativas (OTU).

La tabla M-6 de materiales y métodos muestra la matriz básica de datos

construida a partir del region del estado de cada uno de los caracteres en

cada una de las veinticuatro OTUS. La matn'z resultante fue de 24 OTUS x 48

caracteres.

3.4.4 Análisis de agrupamientos

A partir de la matriz básica de datos se calcularon diferentes coeficientes

de similitud: Gower, Sorensen y Jaccard, para cada par posible de OTUS. Se

eligió el coeficiente de Gower ya que el mismo permite el procesamiento de

matrices que contengan datos binarios y cuantitativos. La utilización de dicho

coeficiente para el análisis de los datos isoenzimáticos permitió la realización

del posterior análisis de congruencia taxonómica entre las clasificaciones

obtenidas a partir de los dos tipos de caracteres, midiendo la coincidencia

entre las matrices obtenidas utilizando la misma técnica clasificatoria debiendo

aplicar, por lo tanto, el mismo coeficiente de similitud a ambas matrices. La

estructura de los distintos fenogramas obtenidos a partir de la aplicación de los

distintos índices no presentó diferencias, encontrándose sólo diferencias a

nivel de los coeficientes de similitud. La matn'z resultante fue analizada por el

me’todode medias no ponderadas (UPGMA). La distorsión producida durante

el análisis de agrupamiento se calculó a partir del coeficiente de correlación

cofenética (r). El valor de dicho coeficiente fue de 0,92741 indicando una
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escasa distorsión entre la mauiz de similitud y el fenograma obtenido,

avalando la utilización del coeficiente de Gower para el análisis.

EL fenograma obtenido a partir del análisis de agrupamientos (UPGMA)

Figura R-21 muestra dos grupos principales de especies. Esos dos grupos que

corresponden cada uno a las dos secciones en las que se divide el género, están

ligados entre sí con un índice de similitud superior al 60%. El grupo que

incluye a las especies de la sección Eriobolus muestra un subgrupo formado

por tres especies, S. depauperatus, S. infa‘tans y S. verrucisporus y una OTU

aislada de las demás representada por S. seudodepauperatus. El otro grupo,

que incluye a las especies de la sección Saccobolus, muestra un núcleo

formado por cinco especies: S. Iongevisporus, S. succineus, S. platensis, S.

saccoboloides, y S. truncatus y uno aislado del resto formado por las

poblaciones de S. citrinus. Dentro del grupo formado por las cinco especies

aparecen dos subgrupos: uno constituido por S. longevisporus y S. succineus

y otro, formado por S. platensis, S. saccoboloida, y S. truncatus. Dentro del

primero, los aislamientos de las poblaciones de S. Iongevisporus y S.

succineus están asociados entre sí con un índice del 87%. Los aislamientos de

la población de S. succineus, Gualeguaychú, provincia de Entre Ríos

(SuccER) y los aislamientos de la población de San Martín de Los Andes,

provincia de Neuquén (SuccSM), a pesar de separarse en dos núcleos,

muestran entre sí, un elevado índice de similitud.

En el segundo subgrupo, S. saccoboloides y S. platensis aparecen

estrechamente asociados entre sí con un grado de similitud superior al 93% .

Los aislamientos de diferentes poblaciones de S. platensis, PlatAG, PlatSM y

PlatSP conforman un grupo con fenotipos idénticos. Los aislamientos de

distintas poblaciones de S. saccoboloída‘ muestran un núcleo de idéntico

índice de similitud constituido por los aislamientos de la población de Bahía
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Craft, provincia de Rio Negro (SaccBC) y los de la población de Tafi del

Valle, provincia de Tucumán (SaccT), éste núcleo se asocia a las cepas de la

población de S. saccoboloides Ezeiza, provincia de Buenos Aires (SaccEZ)

con un índice de similitud superior al 97 %, lo que refleja mínimas diferencias

entre las cepas de ésta y las de las otras dos poblaciones de la misma especie.

El grupo formado por los aislamientos de las poblaciones de S. platensis y S.

saccoboloída se liga al núcleo constituido por los aislamientos de las

poblaciones de S. truncatus, TruncBC y TruncT, que poseen un fenotipo

idéntico entre sí, con una similitud del 87%.

Los dos subgrupos, el primero formado por S. longevisparus y S.

succineus y el segundo constituido por S. platensis, S. saccoboloida‘, y S.

truncatus, se asocian entre sí con un índice del 82 %.

Las cepas de las tres poblaciones de S. citrinus, que constituyen un

núcleo aislado del resto, presentan leves diferencias fenofipicas entre sí

separándose en un grupo representado por los aislamientos de la población de

Gualeguaychú, provincia de Entre Ríos (CitER) y por los aislamientos de la

población de Nuñez, Capital Federal (CitFAC) que poseen idéntico índice de

similitud. Este grupo se asocia a los aislamientos de la población de Campana,

provincia de Buenos Aires (Citll), con un índice del 97%. El núcleo formado

por cepas de las poblaciones de S. citrinus se asocia a] grupo representado por

las otras cinco especies con un grado de similitud de alrededor del 70%. Los

pares de especies con mayor similitud fueron, S. saccoboloides y S.platensis.

En la sección Eriobolus se reconoce un núcleo aislado del resto

constituido por los aislamientos de las poblaciones de S. seudodepauperatus

y un conjunto formado por tres especies, S. depauperatus, S. infa'tans y S.

verrucisporus. Las cepas de las poblaciones de S. depauperatus y S.

verrucisporus aparecen ligadas entre sí con un índice de similitud mayor al
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77%. Los aislamientos de las dos poblaciones de S. depauperatus, depF

(Nuñez, Buenos Aires) y depII (Campana, provincia de Buenos Aires)

presentan fenotipos idénticos. Las cepas de las poblaciones de S.

verrucisporus VerGC y VerII, pertenecientes a las localidades de Gobernador

Castro y de Campana, provincia de Buenos Aires, forman un grupo de igual

índice de similitud. Este se asocia a las cepas de la población de

Gualeguaychú, provincia de Entre Rios (VerG) con un índice de similitud

mayor al 97%. Los aislamientos de las dos poblaciones de S. infestans, InAD

(Adrogué, provincia de Buenos Aires) e InPA (Porto Alegre, Brasil) que

constituyen un núcleo de idéntico índice de similitud se asocian al grupo

formado por aislamientos de S. depauperatus y S. verrucisporus con un índice

superior al 75%. Los aislamientos de las poblaciones de S. seudodepauperatus

forman un núcleo constituido por las cepas de las tres poblaciones. Las cepas

de las poblaciones de Campana, provincia de Buenos Aires (SeulV) y los

aislamientos de Ezeiza, provincia de Buenos Aires (SeuEZ) que tienen un

fenotipo idéntico están ligadas a los aislamientos de la otra población de

Campana, provincia de Buenos Aires (SeuII) con un índice de similitud del

98%. El grupo formado por los aislamientos de S. seudodepauperatus se

asocia al núcleo formado por S. depauperatus, S. verrucisporus y S.

infestans con un índice de similitud cercano al 65%, valor similar al de

asociación entre las dos secciones que fue de alrededor del 60 %.

Las leves diferencias en cuanto a los índices de similitud que aparecen

entre las cepas pertenecientes a distintas poblaciones de la misma especie se

deben a las diferencias de algunas bandas entre aislamientos geográficos que

sólo aparecen para esterasas. El resto de las enzimas no mostraron diferencias

entre los aislamientos geográficos.
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Figura R-21. Fenograma obtenido a partir de los datos isoenzimáticos. Análisis de
agrupamientos realizado por el método de medias no ponderadas (UPGMA).
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3.5 Análisis de congruencia

Se realizó el correspondiente análisis de congruencia taxonómica entre

las clasificaciones, basadas en las dos fuentes de caracteres uno referido a los

sistemas isoenzimáticos micelianos, y el otro al comportamiento fisiológico

referido a crecimiento en distintos medios de cultivo, producción de una

enzima celulolítica extracelular inducible y los patrones ísoenzimáticos de la

misma. La coincidencia entre las matrices de similitud se calculó a paru'r del

coeficiente de correlación (r). El coeficiente obtenido fue de 0,95015

indicando muy buena correlación entre los fenogramas de la figura R-l4 y de

la figura R-21.

3.6 Analisis de caracteres isoenzimáticosyfisiológicos

Con el fin de realizar el correspondiente análisis, basado en todas las

fuentes de caracteres, se construyó la matriz básica de datos referidos a los

sistemas isoenzimáticos micelianos, al comportamiento fisiológico en distintos

medios de cultivo, a la producción de una enzima celulolítica extracelular

inducible y patrones isoenzimáticos de la misma. La matriz resultante tabla

M-7 fue de 18 OTUS x 86 caracteres. Se calculó el coeficiente de similitud de

Gower, para cada par posible de OTUS. La matriz resultante fue analizada por

el método de medias no ponderadas (UPGMA). La distorsión producida

durante el análisis de agrupamiento se calculó a partir del coeficiente de

correlación cofenética (r), que fue de 0,94666.

EL fenograma obtenido a partir del análisis de agrupamientos (UPGMA)

figura R-22, muestra un patrón similar, para las especies de la sección

Saccobolus, al obtenido a partir de los datos isoenzímáticos micelianos figura
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R-21, aunque difiere en los valores de similitud. Para las especies de la

sección Eriobolus e] patrón es similar al del fenograma de la figura R-l4.

Se calculó la correlación entre el fenograma de la figura R-l4 ; y el de la

figura R-22, que fue de r 0,98571 y entre el fenograma de la figura R-Zly el

de la figura R-22, que fue de r 0,98152.
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4. DISCUSIÓN

La utilización de las técnicas isoenzimáticas en este trabajo permitió

determinar con absoluta certeza la existencia de las especies del género como

entidades totalmente identificables. Las mismas mostraron patrones de bandas

característicos para la mayon'a de los sistemas isoenzimáticos analizados. La

utilización de parámetros fisiológicos para el análisis agregó nuevos caracteres

para la identificación detectando diferencias en los valores de dichos

parámetros a nivel de especie.

La observación de coincidencias en caracteres morfológicos,

microscópicos, citológicos y de desarrollo, en el estudio de numerosos

aislamientos y cultivos provenientes de ascosporas de diferentes especies del

género Saccobolus, planteaba dudas acerca de la delimitación clara de las

mismas. Muchos de los parámetros morfológicos utilizados para la clasificación,

mostraban superposiciones parciales de los rangos establecidos, que hacían

dificultosa la determinación de las especies, sobre todo en la sección Saccobolus.

Por ona parte caracteres tales como la morfología de los apotecios y su

dislribución sobre el sustrato, variaban notablemente dependiendo de las

condiciones de cultivo y del medio de cultivo utilizado, lo que también se

observaba en las poblaciones naturales.

La observación con MEB (Microscopio Electrónico de Barrido) de las

ascosporas, su disposición en el paquete y la ornamentación del exospon'o, si bien

ratificó lo observado con microscopía óptica, no aportó mayor definición al

problema.

Los resultados del análisis isoenzimático (fenograma isoenzimático) en las

diez especies del género mostraron dos grupos principales de especies que

corrCSponden cada uno a las dos secciones en las que se divide el género. La

Sección Saccobolus a la que pertenecen seis de ellas (S. citrinus, S.
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Iongevisporus, S. platensis, .‘. saccoboloides, S. succineus y S. truncatus) y

la sección Eriobolus constituida por S. depauperatus, S. infestans, S.

seudodepauperatus y S. verrucisporus.

El fenograma obtenido a partir del análisis de los datos fisiológicos y

patrones de endo B-D-l,4 glucanasa mostró también, dos grupos de especies,

que corresponden cada uno a las dos secciones, pero los agrupamientos dentro

de cada sección fueron diferentes a los observados en el fenograma derivado

de los datos enzimáticos.

El fenograma obtenido a partir del análisis realizado con todas las fuentes

de caracteres, tanto isoenzirnáticos como fisiológicos (figura R-22), mostró

para las especies de la sección Saccobolus, un patrón casi idéntico al obtenido

a partir de los datos isoenzimático (figura R-21), aunque difirió en los índices

de similitud entre especies. Para las especies de la sección Eríobolus, en

cambio, el patrón de dicho fenograma es igual al de la figura R-l4 obtenido a

partir de los datos fisiológicos y patrones de endo B-D-l,4 glucanasa.

Cuando se compararon los resultados obtenidos, con estudios

morfológicos y fisiológicos previos, se observó que los pares de especies con

mayores valores de índices de similitud generalmente presentaron mayor

similitud en los caracteres morfológicos y algunas caracteristicas fisiológicas.

Concomitantemente, aquellas especies que mostraron menores índices de

similitud reflejaron mayores diferencias morfológicas y fisiológicas.

S. saccoboloides y S. platensis que mostraron el índice de similitud más

alto, se presentaron también como especies estrechamente ligadas entre sí,

cuando se analizaron los caracteres morfológicos y de cultivo (Ranalli y

Mercuri, op. cit.). S. saccoboloides descripto por Dodge y Seaver (1946) fue

incluído en el género Ascobolus, debido a que generalmente, al alcanzar la

madurez, las ascosporas permanecen casi libres entre sí dentro del asco o

formando un paquete muy laxo. Sin embargo el epíteto específico aludió a su
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semejanza con Saccobolus, a donde finalmente fue transferido. Evidentemente

el caracter de ascosporas libres, por sí solo, no es suficiente para separar

ambos géneros. El análisis isoenzimático corroboró sin lugar a dudas su

inclusión dentro del género Saccobolus y su estrecha relación con S. platensis.

S. cítrinus, especie que aparece en los fenogramas claramente

diferenciada del núcleo o grupo que incluye al resto de las especies de la

sección Saccobolus, presentó un comportamiento fisiológicoy de cultivo

netamente diferenciado del resto, aunque éstas diferencias no se expresan en

su morfología.

S. truncatus y S. platensis, que aparecen claramente diferenciadas como

dos especies en los fenogramas, mostraban dudas acerca de su clara

delimitación desde el punto de vista morfológico. Estas dos especies se

separan entre sí, fundamentalmente por el tamaño del paquete de ascosporas.

En S. truncatus, al madurar las ascosporas, el paquete se comprime resultando

acortado con respecto al paquete de S. platensis. Esto no ocurre en todos los

casos, de modo que, en la población se encuentran paquetes de distintos

tamaños, planteando la duda sobre la posibilidad de diferenciarlas como dos

especies. La imposibilidad de realizar cruzamientos no permitió dilucidar la

cuestión. El análisis isoenzimático mostró a S. truncatus y S. platensis como

dos especies.

S. infestans, caracterizada típicamente por la disposición de las ascosporas

en el paquete, fue ubicada tentativamente por van Brummelen (op. citz) en la

sección Eriobolus, a pesar de presentar paráfisis pigmentadas, en

contraposición con el resto de las especies de dicha sección. El análisis

isoenzimático nos permitió constatar lo acertado de su ubicación y su cercana

relación con S. depauperatus y S. verrucisporus.

En general existe un alto grado de asociación entre las especies cuando se

analizan los fenogramas. Esto concuerda con el continuo que se observa
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cuando se analizan los caracteres morfológicos de las distintas especies,

debido a la superposición encontrada en algunos de los caracteres utilizados

para la clasificación.

La existencia de patrones de bandas comunes a dos o más especies para

algunos de los sistemas isoenzimáticos analizados, coinciden con la alta

superposición de los parámetros morfológicos observados.

La escasa a nula variabilidad isoenzimática intraespecífica de las especies

del género Saccobolus, podría reflejar una real homogeneidad genética dentro

de las mismas. Numerosos autores refieren baja variabilidad isoenzimátíca,

relacionada con poca variabilidad intraespecífica: Oudemans y Coffey (op.

cit.) en especies de Phytophthora, Harrington et al. (op. cit.) en especies del

complejo Ceratocystis coerulescens, Vágvolgyi et al. (1996) en Mucor

pirg'formis.

Tampoco se observaron diferencias entre las cepas monospón'cas de las

especies del género Saccobolus, en las otras características fisiológicas

testeadas (crecimiento y producción enzimática), lo cual avalaría la existencia

de homogeneidad genética.

Vágvolgyi et al. (op. cit.), coincidentemente, observaron que en Mucor

pirg'formis especie que mostraba baja variabilidad isoenzimático no se

registraba variabilidad intraespecífica para otras caracteristicas fenotípicas

(crecimiento y morfología) y fisiológicas (patogenicidad).

Otros autores que realizaron trabajos en el género Saccobolus, observaron

también escasa a nula variabilidad intraespecífica con respecto a otras

caracteristicas fenotípicas (morfológicas y de cultivo) (Ranalli y Mercuri, op.

cit.).

Esta baja variabilidad observada dentro de las especies del género

Saccobolus, podría estar relacionado con su tipo de reproducción sexual.
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Todas las especies del género estudiadas son homotálicas, es decir son

capaces de cumplir su ciclo biológico a partir de una cepa monospórica.

Se ha propuesto que el nivel de variabilidad concuerda o está en

relación directa con el grado de reproducción sexual en la población. En

poblaciones de Phakopsora pachyrhizi (Bonde et al, 1988) y Puccinia

striiformis (Newton et al., op. cit.), patógenos que no se reproducen

sexualmente, se registraron bajos niveles de diversidad enzimática.

Anteriormente, Burdon et a]. (op. cit.), determinaron que no había

variabilidad genética entre las colecciones de Puccinia gramim's f. sp.

triticí de Australia cuando eran mantenidas asexualmente.

Harrington et al. (op. cit.), en Ceratocystis correlacionó la variabilidad

enzimática con el tipo de reproducción, observando una baja a nula

variabilidad isoenzimática en las especies homotálicas y en una de las

especies que sólo se reproducía asexualmente y mayor variabilidad en las

especies heterotálicas.

Newton (1987), por otro lado, correlaciona el nivel de variabilidad

isoenzimática en las especies con su especialización fisiológica. Especies de

parásitos obligados, sometidos a sustratos y condiciones ambientales

bastante uniformes muestran en general niveles bajos de variabilidad

isoenzimática, mientras que especies que se encuentran sometidas a

condiciones ambientales y de sustratos variables presentan elevado grado de

variabilidad isoenzimática.

Vágvolgyi (op. cit.) en Mucor piriformis, especie que crece como

parásito y saprofiticamente en el suelo, en parte de su ciclo de vida,

sobreviviendo a expensas de frutos caídos como remanentes de la infección,

observó bajo nivel de variabilidad isoenzimática. Se plantea que el ambiente

homogéneo durante todo el ciclo de vida aún en condiciones de
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saprofitismo, juega un papel importante en el mantenimiento del bajo nivel

de variabilidad isoenzimática.

Habn’a una importante influencia de la heterogeneidad ambiental sobre

el grado de variabilidad isoenzimática. En el ambiente heterogéneo, la

estrategia evolutiva óptima para las enzimas regulatorias seria tener formas

alternativas de la enzima, más que una sola forma con alta capacidad

(Johnson, op. cit.).

Las especies del género Saccobolus, como muchas de las especies

coprófilas, son homotálicas (non-out crossing, término utilizado por Rayner,

1990), como adaptación al sustrato isla que determina su aislamiento

reproductivo, dificultandose, en el caso de los individuos heterotálicos (out­

crossing, Rayner, op. cit.), la unión con el micelio compatible (Wicldow,

1981). El mantenimiento de la forma de reproducción sexual pemrite la

dispersión de las esporas a través del mecanismo de descarga de las mismas.

La principal fuente de variación en la forma homotálica (non out crossing)

de un organismo haplonte es la mutación lo cual explica la escasa variación

observada, dentro de cada especie en el género. De este modo, mientras

que, el tipo homotálico (non out-crossing) produce descendencia clonal, el

heterotálico (out-crossing), via recombinación, produce descendencia

variable (Rayner, op. cit.). La población homotálica es equivalente a un

clon. El proceso de cambio, será entonces más lento ya que las variaciones

entre los individuos de las poblaciones y, entre las poblaciones mismas, se

deberán principalmente a una fuente de variación. La mutación y la

selección podrán, sin embargo, conducir a la divergencia genética y a

aumentar los niveles de variabilidad en la población homotálica (non out­

crossing). Si hay ausencia de variación genética esto puede indicar que ha

pasado tiempo insuficiente para permitir tal variación.
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Los hongos coprófilos, y en particular las especies del género Saccobolus,

están sometidas a condiciones ambientales y un sustrato (estiércol) bastante

homogéneos, ya que las condiciones de humedad y temperatura existentes y la

composición del mismo suelen ser relativamente constantes, creando

verdaderos microambientes. Se plantea la posibilidad de que la forma non­

outcrossing, pueda estar asociada con una reducida heterogeneidad

espacial (ambiente homogéneo) aunque ésta significación ecológica no es clara

(Rayner, op. cit.).

Si la forma homotálica derivó de la heterotálica, por aparición de cambios

al azar, esa forma fue seleccionada por un ambiente relativamente homogéneo

y por el sustrato isla, donde esa forma se vió favorecida.

En el género Saccobolus la escasa a nula variabilidad inlraespecífica

existente, debido probablemente a su tipo de reproducción, permitió resaltar

las diferencias interespecíficas y separar, claramente las especies entre sí. La

baja variabilidad intraespecífica observada tanto en los sistemas enzimáticos

como en las otras variables analizadas, pemiitíó el uso de los mismos para

determinar la variabilidad interespecífica que muchas veces es oscurecida por

la excesiva variación dentro de cada especie. Numerosos estudios avalan el

uso de los sistemas isoenzimáticos que presentan baja a nula variabilidad

dentro de la especie, para determinar las diferencias interespecíficas

(Oudemans y Coffey, op. cit.; May y Royse, op.cit.; l-luss et al, 1996).

En un estudio donde se desee determinar la variabilidad intraespecífica en

el género, será necesario, debido a la alta homogeneidad dentro de las

especies, el análisis de un alto número de sistemas isoenzimáticos. Sin

embargo es frecuente, que aún usando un elevado número de sistemas, estos

no sean capaces de resolver esta cuestión en organismos muy homogéneos, ya

que el análisis isoenzimático sólo detecta diferencias significativas en la

estructura de las enzimas. No todas las mutaciones producen cambios en la
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composición de aminoácidos, porque muchos aminoácidos son codificados por

más de un codón, y, además, no todas las sustituciones de aminoácidos

producen cambios en la actividad o en la carga. La electroforesis de

isoenzimas sólo detecta alrededor de un 30% de todas las sustituciones

aminoacídicas, por lo tanto la variación detectada por éste me'todo subestima el

nivel real de variación (Nei y Chalcraborty, 1973).

Se plantea la necesidad de utilizar otros métodos o técnicas moleculares

como RAPD (Ramdom amplified polymorphic DNA) y RFLP (Restriction

fragment lenght polymorphism), que detectan muy pequeños cambios en el

genoma de un organismo, ya que reflejan directamente la variabilidad genética

del mismo, aportando información sobre las diferencias genofipícas entre los

aislamientos de cada especie del género.

La existencia de patrones de bandas múltiples para algunos de los sistemas

testeados, cuando por tratarse de un organismo haploide se esperan’a la

producción de bandas simples debido a la expresión de alelos simples, plantea

la posibilidad de que las bandas adicionales sean enzimas secundarias,

producto de procesos post-transduccionales o bien, deberse a la expresión de

aJelos de diferentes locus (Harris y Hopkinson, op. cit.; Micales et al., op. cit.).

El análisis de los patrones isoenzimáticos provee una invalorable

información sobre las diferencias y similitudes entre las especies del género

indicando que las diez especies estudiadas constituyen unidades taxonómicas

independientes, avalando lo establecido, para alguna de ellas, a partir del

análisis de los patrones morfológicos, y fisiológicos previamente estudiados,

(Van Brummelen, op. cit., Ranalli y Garnundi, op. cit.; Ranalli y Forchiassin,

op. cit.; Mouso y Ranalli, op. cit.; Ranalli y Gonzalez Castelain, 0p. cit.;

Ranalli et al, op. cit.; Ranalli y Mercuri, op. cit.).

El análisis de congruencia taxonómica entre las clasificaciones, basadas en

las distintas fuentes de caracteres: datos referidos a los sistemas isoenzimáticos

115



micelianos, y al comportamiento fisiológico en distintos medios de cultivo;

producción de una enzima celulolítica extracelular inducible y patrones

isoenzimáticos de la misma, muestra una buena coincidencia entre las matrices

de similitud (análisis de congruencia).

La congruencia taxonómica expresa el grado de correspondencia entre

distintas clasificaciones del mismo conjunto de organismos. Dos

clasificaciones son completamente congruentes si muestran los mismos

agrupamientos (Crisci y López Armengol, 1983).

Al comparar los resultados obtenidos con otros previos de un análisis

morfológico dentro del género tampoco se observa una total congruencia. Es

importante para este análisis, distinguir entre la fase somática y la fase

reproductiva del ciclo de vida. Si se trabaja con isoenzimas como expresión de

la fase somática y se comparan con las caracteristicas morfológicas observadas

(que son la suma de la expresión de numerosos genes durante esa fase

reproductiva) se está comparando indirectamente dos fases que están

sometidas a distintas presiones de selección, por lo tanto los resultados pueden

o no ser los mismos. Por su verdadera naturaleza, esas fases ocupan distintos

microambientes, tienen funciones contrastantes, y son seleccionadas

independientemente por la selección natural. Esto aumenta la relativa

importancia taxonómica de esas fases. Sin embargo, la forma y la función de la

fase reproductiva no son independientes de las propiedades de la fase

miceliana. La estructura y aún la existencia misma de las estructuras

reproductivas son dependientes de los aportes del micelio. Además, como esas

estructuras son derivadas de componentes hifales, los patrones generadores de

procesos involucrados en su formación están inevitablemente sujetas a la

organización miceliana . Finalmente, algunos atributos somáticos dependen de

los procesos reproductivos, en particular si la forma de reproducción es clonal

ll6



o recombinatoria. Las interrelaciones entre forma micelíana, forma

reproductiva y función son entonces elementos claves de la sistemática.

Como con las plantas vasculares, las características de la fase reproductiva

son usualmente utilizadas con más valor en la taxonomía de los Ascomycetes,

debido a que esa fase exhibe (aparentemente) gran diversidad en forma pero

menor plasticidad fenotípica que la fase somática.

Sokal y Sneath (1963) formularon la hipótesis de la no especificidad de los

caracteres, conforme lo cual, no existen distintas clases de genes que afecten

exclusivamente a una clase de caracteres o que afecten a regiones especiales

del organismo. Un fenotipo no puede ser dividido en clases de genes, de tal

manera que cada una de estas influya exclusivamente en una sola clase de

caracteres fenotipicos. No cabn’a entonces esperar que un conjunto de genes

controle caracteres morfológicos y otro conjunto de genes,

independientemente del anterior, controle caracteres químicos. Está hipótesis

se basa en la idea de que cada carácter es en realidad, el producto final de

muchos genes.

Si así fuera deben’a haber congruencia total entre las clasificaciones

obtenidas a partir de diferentes tipos de caracteres. Sin embargo el hecho es

que no se obtienen nunca congruencias perfectas aunque se utilicen

muchísimos caracteres. Crisci y López Armengol,(op. cit.) plantean que esto

puede deberse tanto a causas biológicas como metodológicas. Los fenómenos

interactuantes que encontrarnos entre las primeras serían: la diferente actividad

de los genes en diferentes células de un mismo organismo; la plasticidad

fenotípica o expresión diferencial de un genotipo en diferentes ambientes; las

mutaciones somáticas que determinan que dentro de un orgamismo existan

genotipos ligeramente distintos; las diferentes presiones de selección (en

intensidad, dirección y naturaleza) que actúan sobre diferentes partes o

estadios de un mismo organismo; la evolución en mosaico, ya que la velocidad
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de evolución de los distintos caracteres puede ser distinta, (Mayr, 1968). Las

causas metodológicas incluyen aquellos pasos técnicos que pueden producir

distorsiones como la cantidad y la calidad de los caracteres; la codificación; el

tipo de evaluación de la congruencia. Un enfoque evolucionista o fenético está

siempre sometido a incongruencia debido a los fenómenos biológicos

anteriormente expuestos. Por lo tanto el análisis de nuevos caracteres

producirá, generalmente, cambios en los resultados. Crisci y López Armengol,

(op. cit.) recomiendan por lo tanto los estudios biosistemáticos que analizan al

organismo a lo largo de todo su ciclo vital y consideran todos sus aspectos.
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