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ESTUDIO SISTEMATICO Y BIOLOGICO DE LAS ASCOBOLACEAS DE LA
ARGENTINA. XVI. CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE ASCOBOLUS
MANCUS. (ASCOMYCOTINA, PEZIZALES)

Por SILVIA DE SIMONE, DIANA A. DOKMETZIAN y MARIA ESTHER RANALLI*

Summary: Systematic and biological study of theAscobolaceae of Argentina. XVI. Growth and development
of Ascobolus mancus (Ascomycotina, Pezizales). This contribution deals with studies on A. mancusfor: bulbil
production and ascocarp development in several media and culture conditions; bulbil morphology, ontogeny,
germination and viability; sexual behaviour and ascospore germination. Bulbils germinated after long drought
periods. Mycelium developed from bulbils possessed the same mating type as the mycelium from which they
differentiated. A. mancus showed clear sexual behaviour differences between mainly male and mainly female
strains. Two factors determined constitutive .ascospore dormancy: a metabolic defficiency and a hard

episporium.
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INTRODUCCION

Ascobolus mancus (Rhem) Brum. es una
Ascobolacea-coprofila heterotalica. El micelio crece
por debajo de la superficie del sustrato y produce
apotecios diminutos, sésiles, con tipo de desarrollo
cleistohimenial abriéndose en la fase telohimenial
(van Brummelen, 1967). El himenio posee’ ascos
octosporados, claviformes, de dpice redondeado y
base larga y delgada; ascosporas elipsoidales,
hialinas durante las primeras etapas de su forma-
cion, castano oscuras al final de la misma con orna-
mentacién verrugosa y mucilago lateral.

Es una especie poco estudiada y desde la cita de
van Brummelen (op. cit.), no existe hasta el presen-
te ningtin otro trabajo referido a ella. En cuanto a
su distribucién, el citado autor s6lo menciona Ca-
nada, Estados Unidos, Francia y Alemania. Por lo
tanto ésta es, ademads, la primera cita para la Ar-
gentina y el hemisferio Sur.

Presenta como caracteristica particular, la for-
macién de “bulbillos”, estructuras de propagacion
vegetativa que hasta el momento no han sido ob-
servados en ninguna de las especies de la familia
Ascobolaceae estudiadas en nuestro laboratorio.

Dada su particularidad, se estudié en cuanto a
su aspecto vegetativo: 1) la produccién de bulbillos
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en distintos medios variando las condiciones’ de
iluminacién, 2) su morfologia y ontogenia y 3) su
germinacion y viabilidad. Con respecto a la sexuali-
dad: 1) el comportamiento sexual, 2) la formacion
de cuerpos fructiferos en distintos medios varian-
do las condiciones de iluminacién y 3) la
germinacion de las ascosporas.

MATERIAL Y METODOS

Se trabajo con la cepa BAFC 2770 de A. mancus
aislada de estiércol de vaca coleccionado en San
Pedro (prov. de Buenos Aires) siguiendo la meto-
dologia de trabajos anteriores (Gamundi y Ranalli,
1963), y depositada en la coleccion de cultivos del
Departamento de Ciencias Biolégicas de la Facul-
tad de Ciencias Exactas y Naturales de la UBA.

En las camaras huimedas preparadas con estiér-
coles originales, las fructificaciones aparecieron en-
tre el 8°-10° dia. Las ascosporas obtenidas en agar
agua se dejaron en reposo por 5 6 10 dias; poste-
riormente se trataron con soluciones de HONa
0.1%, 0.18%, 0.2% y 0.3% durante 30 minutos para
inducir la germinacion y se incubaron a 37°C du-

rante 24 hs.

Para los cruzamientos, se utilizaron los cultivos

“monosporicos 1 y 2. Cuando se los hace crecer

separadamente, éstos se comportan en forma idén-
tica en cuanto a su crecimiento vegetativo.

Los cultivos se mantuvieron en heladera a 5°C
en tubos con medio PF en pico de flauta (Gamundi y
Ranalli, 1966). .
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Medios de cultivo solidos:

ET: estiércol tindalizado.

PF: papel de filtro, extracto de levadura (Ranalli
y Forchiassin, 1976) en cajas de Petri y en tubos en
pico de flauta.

GU: glucosa, urea (Galvagno, 1976), en caja de
Petri.

GA: glucosa, asparagina (Galvagno, op. cit.), en
caja de Petri.

AA: agar 18 gr. agua destilada 1000 ml, en caja
de Petri. 3

Condiciones de cultivo: la incubacién se realizé
en camara de cultivo New Brunswick G-27 a 23°C
con luz provista por 4 tubos fluorescentes de 20 W
cada uno.

Fijacién: se fijaron en Carnoy bloques de cultivo
crecidos en GA y a las 24 hs se transfirieron a alco-
hol 70°. Se realizaron cortes de 15-20 pm de eéspe-
sor con micrétomo de congelacién.

Coloracioén: las observaciones citolégicas se hi-
cieron en cultivos desarrollados sobre PF o GA. Se
utiliz6 colorante de Giemsa y colorante de Lu. Los
métodos de fijacion y coloracién son los descriptos
anteriormente (Ranalli y Gamundi, 1975;
Forchiassin y Dokmetzian, 1982) con algunas modi-
ficaciones ya que esta especie posee paredes muy

gruesas que dificultan el ingreso del colorante al -

interior de las células.

Meétodos de conteo: para el recuento de esporas
germinadas se utiliz6 una cuadricula de 1,5 cm? que
se arrojo al azar sobre la caja en la cual fueron
recogidas y tratadas las esporas. Se conté el niimero
de esporas germinadas y no germinadas en toda la
cuadricula.

Para medir la densidad de apotecios producidos

por el cruzamiento de las cepas 1 y 2 en distintos
medios, se utilizé6 un aro de metal de 38,5 mm?
arrojado al azar sobre la mitad de la caja que produ-
jo los apotecios.

Los datos presentados son el promedio de la .

lectura de 3 cajas en todos los casos.

RESULTADOS Y DISCUSION
Crecimiento vegetativo

1) Producccion de bulbillos en distintos medios
variando las condiciones de_iluminacién.

Se realiz6 el estudio de la colonia y la produc-
cién de bulbillos en ET, PF, GU, GA ¥ AA con luz
continua y en oscuridad. En medio nutritivo PF y
con luz continua el micelio es de crecimiento rasan-
te con escaso desarrollo aéreo al principio y
afieltrado al 3er. dia cuando ha cubierto completa-

mente la caja de Petri. Hacia el 5°-6° dia se distin-
gue una zona periférica de micelio aéreo con me-
chones blanquecinos que se elevan de la superficie
de cultivo. Sobre este micelio aéreo se forman los
bulbillos (Hotson, 1912, 1917) aéreos de 100-175
pm didm., blanquecinos y de borde indefinido.

Paralelamente, a partir del 5° dia se observa en
la periferia de la caja una tenue coloracién citrina
del sustrato y la formacién de bulbillos sumergidos
mucho mas grandes que los aéreos (350)375-
450(500) um, globosos a subglobosos, a veces sub-
cilindricos, inicialmente blanquecinos, luego ama-
rillentos a levemente anaranjados.

La observacién microscépica de la colonia reve-
la la presencia de un micelio constituido por hifas
delgadas (3-4 pm diam.) y gruesas (9-11 um didm.),
hialinas, de crecimiento vigoroso, ramificado, con
abundantes anastomosis laterales y células multi-
nucleadas (Fig. 1 A). Las hifas delgadas de paredes
méds finas, constituyen la mayor parte del micelio
sumergido y, a medida-que el micelio crece, emite
ramificaciones relativamente cortas de hifas
catenuladas, retorcidas, con células redondeadas
de aproximadamente 13 pm didm. (Fig. 1 B).

El crecimiento de la colonia desarrollada en GU
y GA y con luz continua es igualmente veloz, ya
que entre el 3° y 4° dia cubre la caja de Petri y hacia
el 5° dia se hace cada vez mds denso con abundante
micelio sumergido, lo cual confiere a la colonia un
aspecto ceroso de bordes irregulares. A diferencia
de lo que ocurre en PF no se observa micelio aéreo
ni la formacién de bulbillos.

Observadas las cajas a trasluz, se advierte que el
crecimiento del micelio no es homogéneo en GU,
sino que es mds denso en determinados puntos
regularmente distribuidos en toda la caja. Esta dife-
rencia no se observa en GA donde el crecimiento
miceliano es mds homogéneo.

El analisis microscépico muestra la presencia de
hifas gruesas e hifas catenuladas en el micelio su-
mergido crecido en GU, con la formacién de nudos
0 esbozos de bulbillos (Willetts y Wong, 1971) que
se corresponden con los puntos observados
macroscOpicamente a trasluz, mientras que el
micelio en GA estd formado exclusivamente por
hifas catenuladas. _

En AA 'y con luz continua el crecimiento es ralo,
rasante, y el micelio con hifas delgadas y gruesas;
sin hifas catenuladas. En cultivos obtenidos a partir
de los primeros repiques de los aislamientos
monosporicos, se observé al 7° dia la formacién de
bulbillos semisumergidos, subglobosos alrededor
del in6culo, con menor densidad que en PF, pero
que, tras sucesivos y repetidos repiques, de]aron de
producirse. . ;
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Fig. 1.- Estadios sucesivos en la formacién de bulbillos. A: hifas delgadas y gruesas con células multinucleadas, x900, Col.
Giemsa. B: hifas catgnuladas, x225, Col Hematoxilina. C, D, E y F: estadios sucesivos de bulbillos, x225. G x900. H: corte .
longitudinal de bulbillo maduro , x 225. I: detalle del corte anterior, x900. J: bulbillo maduro en vista superficial sobre

estiércol, x50.

En ET y luz continua los bulbillos aparecen al
3°-4° dia de inoculacién, inicialmente hialinos, lue-
go levemente amarillentos, subglobosos, de borde
indefinido y superficie irregular, de los cuales
emergen abundantes hifas, dandole un aspecto-
pilosos (Fig. 1]).

El micelio desarrollado en oscuridad sobre PF
tiene abundante crecimiento aéreo, algodonoso, con
una mayor produccién de bulbillos aéreos que en
cultivos con luz continua. En GU no presenté dife-
rencias significativas respecto a lo observado en

.

condiciones de iluminacién, salvo la presencia de
esbozos de bulbillos. En GA el crecimiento de las
colonias fué mucho mas lento y muy denso, alcan-
zando al 5°-6° dia s6lo 6 cm didm., con borde.
irregular, aspecto cremoso en la porcién central y
ceroso en la periferia. Los cultivos monosporicos
desarrollados en oscuridad exhibieron una mayor
produccion de bulbillos en todos los medios.

" La conservacion de las cepas en PF y AA a bajas
temperaturas (5°C) disminuye la produccién de

bulbillos, siendo mas drastica en AA (Fig. 2). Se
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. N® de bulbllios

Tiempo (meses)

Medio AA Medio PF

Fig. 2.— Produccion de bulbillos en AA y PF después de
mantener los cultivos en PF a 5°C durante distintos perio-
dos de tiempo.

observaron resultados similares con el aumento del
numero de repiques sucesivos de las cepas. Esto
estaria vinculado con la paulatina esterilizacion de’
las cepas, también observada en otras especies de
Ascobolus (Gamundi y Ranalli, op. cit,; Ranalli y
Gamundji, op. cit.; Mouso de Cachi, 1982).

2) Morfologia y ontogenia de los bulbillos.

Al inocular el aislamiento monospérico 2 en una
caja de Petri con AA, al cabo de 4 dias se desarrolld
una colonid de 3 cm diam. formada por numerosas
hifas radiales, gruesas, abundantemente
ramificadas en los bordes. Los bulbillos maduros,
pequenos, globosos y hialinos se encuentran cerca-
nos al inéculo mientras que hacia la periferia, pue-
den observarse con la lupa numerosas iniciales de
bulbillos. h

Estos se inician como pequefias ramificaciones
intercalares de 2-3 células globosas y tras un corto
recorrido se ramifican dicotémicamente (Fig. 1 C a
G). En un estadio posterior y como resultado de
ramificaciones adicionales, el bulbillo aumenta gra-
dualmente de tamano y adquiere una forma
subglobosa, alcanzando 100-125 pm didm., sin di-
ferenciacion interna. En seccién longitudinal se ob- -

.

servé en la region central una pequena zona de
aspecto pseudoparenquimatoso y hacia la periferia
una zona cortical formada por hifas mas laxas (Fig.
TH; D

Los apices de las ramificaciones se orientan ha-
cia el exterior y se proyectan radialmente por fuera
de la superficie del bulbillo (Fig.1 J). Durante la
maduracién, los bulbillos alcanzan un didmetro
méaximo de 250-300 pm y varian en color desde
blanquecinos, hacia un amarillento palido y, final-
mente, una leve tonalidad amarronada.

3) Germinacién y viabilidad de los bulbillos.

Con el fin de comprobar el papel de los bulbillos
como estructuras de propagacion vegetativa, se co-
locaron los provenientes del aislamiento monos-
porico 2 crecido en PF y AA sobre un disco de papel
de filtro estéril para retirarles la humedad superfi-
cial y se mantuvieron a 23°C tanto en luz continua
como en oscuridad. Transcurridas entre 20-24 hs de

-incubacién germinaron en todos los medios emi-
tiendo varios tubos germinativos; éstos se origina-
ron a partir de las células mas internas de la zona
cortical.

Los bulbillos colocados en AA originaron pocos
tubos germinativos muy gruesos, mientras que en
los medios restantes, el nimero fué mucho mayor y
las colonias se desarrollaron méas velozmente. Estas
colonias produjeron nuevos bulbillos con iguales
caracteristicas que los que le dieron origen, salvo en
GA y GU, donde hubo abundante micelio catenu-
lado ‘'sin bulbillos. -

Una situacion similar se observd con bulbillos
germinados en oscuridad, y la tinica diferencia resi-
dié en una rhayor producc10n de bulbillos aéreos.

El micelio obtenido de los bulbillos germinados
se cruzo sobre ET de a pares compatibles y al cabo

“de 3-4 dias se observé la aparicion de fructi-
ficaciones que maduraron y expulsaron normal-
mente sus esporas. Se obtuvieron 1dent1cos resulta-
dos en PF, GA y GU.

Con el fin de comprobar si estos bulbillos, ade-
mas de funcionar como estructuras de propagacion
vegetativa también podrian actuar como estructu-
ras de resistencia, se los sometié a distintos perio-
dos de sequia, variando las condiciones de ilumina-
cién y se’evalué la viabilidad de los mismos calcu-
lando el porcentaje de germinacién.

Se colocaron bulbillos provenientes de PF, sobre
discos de papel de filtro estériles y se los mantuvo a
23°C durante 10, 20 y 30 dias en dos series, a -luz
continua y en oscuridad. Al cabo de ese periodo de
tiempo, se inoculé ‘un numero equivalente de
bulbillos en PF, ET y AA y se los incub6 a 23°C y las
mismas condiciones de iluminacion.
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Los bulbillos germinaron en los tres medios en-
sayados tanto en luz como en oscuridad, pero aque-
llos sometidos a periodos de sequedad entre 4-10
dias germinaron a las 24-48 hs. Si el periodo se
prolonga a 20-30 dias, no germinan hasta el 9° dia.

El porcentaje de germinacion se midi6 en PF y
luz continua (Fig. 3) siendo entre 40-45% en los
sometidos a periodos de sequia de 10 y 20 dias y del
7% cuando el periodo de sequia fué de 30 dias. En
ensayos aislados se observé que los bulbillos man-
tenidos durante 90 dias también germinan en ET y

PE.
5 Germinacién (%)

[ sin reposo 6 dias de reposo

10 dias de reposo
Fig. 3.— Porcentaje de germinacién de bulbillos procedentes
de un cultivo en PF y mantenidos en condiciones de seque-

dad durante distintos periodos de tiempo.
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SEXUALIDAD

Los cultivos monosp0dricos crecidos en GU a 23°C
y luz continua no formaron fructificaciones sexua-
les. Se cruzaron en forma sistematica varios aisla-
mientos monosporicos, algunos de los cuales pro-
dujeron al 8°-9° dia pequenos primordios que ma-
duraron al 15° dia con la formacién de las
ascosporas. Los aislamientos resultaron sextal-
mente compatibles y la especie heterotélica.

En los cruzamientos compatibles se observo, a
partir del 5° dia una leve coloracién verdoso-amari-
llenta del sustrato en la zona de contacto de ambas
cepas (Fig. 4 A). Sobre este sector, entre el 7°-8° dia
se formaron ascogonios intercalares circinoides, con
tres espiras y un numero variable de células
globosas (6 a 8). La ultima termina en un tricogino
filiforme que remata en una célula apical (Fig. 5 A,

B y C) bifurcada, a través de la cual ocurre la

plasmogamia por anastomosis con el dpice de una
hifa vegetativa cercana.

Paralelamente, otras hifas adyacentes crecen
centripetamente envolviendo el ascogonio en un
ovillo compacto de 50-60 um didm. constituyendo
el protoapotecio (Fig. 5 D). Entre el 10°-11° dia cuan-
do los apotecios han alcanzado 200 pm diam. se
observan ascos inmaduros (Fig. 5 E) y paréfisis
filiformes. Hacia el 15° dia se inicia la maduracion
de las ascosporas, se rompe el techo del apotecio y
24 hs mas tarde los ascos comienzan a emerger
hasta 1/2-1/3 de su longitud por encima del
himenio (Fig. 5 F) hasta la expulsién violenta de las
ascosporas a través de un opérculo apical central.

1) Comportamiento sexual de las cepas compatibles.

Al inocular los aislamientos monosporicos 1y 2
en puntos opuestos de la caja, se observé que'los

Fig. 4~ Comportamiento sexual de cepas compatibles. A: cruzamiento de las cepas 1y 2 en puntos opuestos de la caja.
B: cruzamiento usando como base la cepa 2 y el taquito con la cepa 1. C: cruzamiento usando como base la cepa 1y el

taquito con la cepa 2.
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Fig. 5.—Sucesivos estadios en la formacion del ascocarpo. A, By C x900, t: tricogino. D: corte longitudinal de protoapotecio
x900. E: corte longitudinal de apotecio inmaduro x225. F: apotecio maduro sobre estiércol x50. 3

primordios aparecen siempre en una mitad de la.
caja alrededor de la cepa 2 y sobre el indculo de la
cepa 1. Este comportamiento es similar al observa-

*do en A. ferriigineus (Ranalli y Forchiassin, 1978) en
el cual una de las cepas actuaria como donante y la
otra como receptora. Al igual que en A. ferrugineus
tampoco se pudo distinguir cepas femeninas o mas-
culinas ya que ambas cepas son idénticas y no for-
man estructuras sexuales cuando crecen separada-
mente sino que éstas se forman al ser inducidas por
la presencia del micelio compatible.

La produccién de ascogonios no es exclusiva de
una de las cepas, ya que en otros cruzamientos las
fructificaciones se distribuyen sobre toda la superfi-
cie de la caja, aunque con mayor densidad alrede-
dor de uno de los in6culos. '

Podria pensarse que en A. mancus, al igual que
en A. stercorarius (Bistis, 1956, 1957; Bistis y Raper,

1963) y A. biguttulatus (Ranalli y Gamundi, 1975).

cualquiera de las cepas del par compatible, en pre-’
sencia de la otra, es capaz de formar ascogonios,
aunque una de ellas es mas marcadamente femeni-
na que la otra.

Con el fin de comprobar este comportamiento se
sembraron las cepas 1 y 2 por separado en cajas de
Petri con medio GU. Al 6° dia, cuando el micelio de
ambas cepas habia cubierto completamente la caja,

se coloco sobre ellas un taquito de agar de 0.25 mm?

con el micelio compatible extraido de un cultivo en

medio GU de la misma-edad (Fig. 4 By C).
Cuando la cepa utilizada como base es la 2, los
primordios aparecen a los 15 dias alrededor de la
cepa 1. Si por el contrario la cepa utilizada como
base es la 1, se forman muy pocas fructificaciones
alrededor de la cepa 2. Segun estos resultados la
cepa 2 exhibe un comportamiento marcadamente
femenino, de modo que al momento de inocular con
la cepa 1, el micelio esta lo suficientemente maduro
como para iniciar la diferenciacién de ascogonios.
En el caso contrario, como la produccién de

-ascogonios por la cepa 1 es muy baja y ya se encuen-

tra bien crecida al momento de la inoculacién con la
cepa 2, esta ultima no logra desarrollarse adecuada-
mente y forma muy pocos ascogonios.

De acuerdo con esto, A. mancus, al igual que A.
bistisii (Gamundi y Ranalli, op. cit.), A. stercorarius
(Bistis, op. cit.; Bistis y Raper, op. cit.), A biguttulatus
(Ranalli y Gamundyi, op. cit.) y A. amoenus (Gamundi
y Ranalli, op. cit.) tendria heterotalismo fisiolégico
ya que en estas especies ambas cepas del par com-
patible son capaces de formar ascogonios en pre-
sencia del micelio (u oidio) de compatibilidad
opuesta. A. amoenus y A. mancus no producen oidios,

mientras que las restantes si lo hacen.
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2) Formacién de cuerpos fructiferos en distintos medios
variando las condiciones de iluminacion.

Se utilizaron los aislamientos monospéricos 1y
2 cultivados en ET, PF, GA y GU distribuidos en dos
series: una en luz continua y otra en oscuridad.
Dada la polaridad observada en el comportamiento
sexual, el nimero de apotecios maduros se midié
sobre la cepa méds femenina, en este caso la cepa 2.
Los resultados obtenidos en luz continua se resu-
men en la figura 6.

De los medios ensayados ET y GA resultaron los
mejores en cuanto a nimero de apotecios produci-
dos; dispersos en ET y gregarios en GA y GU. En
PF, el nimero es menor y la distribucién mas homo-
génea. Los apotecios en PF y ET maduraron tem-
pranamente mientras que en GA y GU el desarrollo
fué mas lento. En oscuridad no se produjeron
fructificaciones en ninguno de los medios utiliza-
dos. Este comportamiento concuerda con lo obser-
vado en A. biguttmlatus (Ranalli y Gamundji, op.
cit.) y en A. ferrugineus (Ranalli y Forchiassin, op.
cit.).

3) Germinacion de ascosporas.

Las ascosporas provenientes de ET y recogidas

en AA s6lo ocasionalmente germinaron en forma
¢
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Fig. 6.— Dias en que aparecen los primordios, maduran los
apotecios y cantidad de fructificaciones en los distintos
medios de cultivo a 23°C y con luz continua.
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espontédnea, por lo que luego de dejarlas a tempera-
tura ambiente durante 1, 5 y 10 dias se ensayaron
tratamientos inductores utilizando distintas concen-
traciones de HONa.

Para las ascosporas sin periodo de reposo la con-
centracion de HONa mas eficiente fué 0.18%; con-
centraciones mayores (0.2%) resultaron menos efi-
cientes y al 0.3% los resultados fueron drasticos, la
mayoria de las ascosporas tenian las paredes rotas y
el contenido citoplasmatico desparramado.

Al aumentar el periodo de reposo (5-10 dias),
aquellas concentraciones de HONa que en -
ascosporas sin reposo resultaron drésticas, permi-
tieron obtener altos porcentajes de germinacion (Fig.
7). Esto indica que se produce un endurecimiento
del exosporio con el tiempo y no una disminucién
de la viabilidad, pués ascosporas con 10 dias de
reposo exhibian los porcentajes mas altos. De estos
resultados se desprende que el exosporio es una
barrera efectiva a la entrada de agua.

La permeabilidad no sélo varia con la duracién
del periodo de reposo sino también con el medio de
cultivo sobre el cual se.desarrollan las fructifi-
caciones; las ascosporas provenientes de cultivos
en medio PF tienen el exosporio mas débil que el
proveniente de ET.

A pesar del tratamiento inductor aplicado, los
porcentajes de germinacion resultaron en general

" Germinaclén (%)

100
80
60
40

20

Madio PF

Agar-agua

Fig. 7.— Porcentaje de germinacion de ascosporas prove-
nientes de cultivos en estiércol recogidas en AA, con distin-
tos periodos de reposo y distintos tratamientos con HONa.

v
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muy bajos, por lo cual se supuso que deberia
existir otro tipo de dormicién implicada en el proceso de
germinacién. Para corroborar esta hipotesis, las
ascosporas provenientes de ET fueron recogidas en
placas con medio nutritivo estandar (PF), pero sin
papel, y a las 24 hs de expulsadas se les aplico el
tratamiento inductor (Fig. 8). .

Se observé que para un mismo periodo de repo-
so los porcentajes de germinacién de ascosporas
recogidas en PF son mucho mayores que los de las
recogidas en AA, indicando que en esta especie la
dormicién de las ascosporas opera principalmente a
través de alguna- deficiencia metabdlica o requeri-
miento de algun factor nutricional que debe ser
aportado exégenamente por el medio para inducir
la germinacién. Incluso en cajas de PF sin tratar,
mantenidas a temperatura ambiente, hubo mayor
porcentaje de germinacion espontdnea respecto al
observado en AA.

Las concentraciones de HONa 6ptimas registra-
das fueron 0.2% para ascosporas recogidas en PF y
0.18% para las recogidas en AA. Las ascosporas
recogidas en PF mostraron, ademas, una mayor
sensibilidad a altas concentraciones ya que al 0.3%

4 Germinacién (%)

301

10

10 20 30
Tiempo (dias)

Fig. 8.— Porcentaje de germinacion de ascosporas prove-
nientes de cultivos en estiércol recogidas en AA y PF a las
24 hs de expulsadas, tratadas con concentraciones crecien-
tes de HONa. :

no germinaron. De todos modos, se observé que a
concentraciones crecientes de HONa, el porcentaje
de germinaciéon aumento tanto en esporas recogi-
das en AA.como en PF.

CONCLUSIONES

La morfologia y crecimiento del micelio de A.
mancus, y la formacién de bulbillos, varia segtn el
medio de cultivo utilizado y las condiciones de ilu-
minacion. En luz, se forman en PF, ET y AA y no se
forman en GU y GA. En oscuridad, la cantidad de
bulbillos y el diametro de los mismos es mayor que
en luz para todos los medios ensayados.

Tanto bulbillos como esclerocios (Willetts, 1977)
tienen como caracteristica comun la capacidad para
sobrevivir como estructuras independientes en con-
diciones desfavorables durante periodos variables;
en este caso en condiciones de sequedad por 30
dias, durante las cuales el micelio vegetativo muere.

Segun las apreciaciones de Townsend y Willetts
(1954), los bulbillos de A. mancus presentan en sus
estadios iniciales un tipo de desarrollo “laxo” a
diferencia del de los esclerocios que consiste en una
masa de células compactadas e internamente dife-
renciadas.

Se observé que estas estructuras son capaces de
germinar aun después de ser sometidas a periodos
prolongados de sequia, tanto en luz como en oscu-
ridad, y originar un micelio genéticamente idéntico
al que le di6 origen y por ende, con el mismo tipo
de incompatibilidad. Este micelio es capaz de com-
pletar el ciclo de vida del hongo tanto por via
asexual, a través de la formacién de nuevos bul-
billos, como sexual, por cruzamiento con el micelio
compatible con,la produccién de fructificaciones
con ascosporas maduras, -confirmando su papel
como estructuras de propagacién del hongo.

En cuanto al comportamiento sexual, esta espe-
cie presenta heterotalismo fisiol6gico (Whitehouse,
1949) ya que la reproduccion sexual sélo ocurre por
asociaciéon de dos micelios compatibles que sélo
difieren fisiolégicamente. Existe una asimetria en la
intergccion, de modo qué uno de los aislamientos
del par es marcadamente femenino y el otro
marcadamente masculino.

De acuerdo con lo observado, las ascosporas de
A. mancus tienen dormicién constitutiva determina-
da por dos factores: 1) un exosporio muy duro, con
escasa permeabilidad, y 2) una deficiencia meta- -
bélica de tipo nutricional. Esto determina la necesi-
dad de un tratamiento inductor y de un medio de
cultivo con fuente carbqnada, nitrogenada, vitami-
nas y micronutrientes que permita la germina-

" cién.
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