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ESTUDIO SISTEMATICO Y BIOLOGICO DE LAS ASCOBOLACEAS DE LA
ARGENTINA. XV. UN MUTANTE NATURAL DE ASCOBOLUS AMOENUS
(PEZIZALES, ASCOMYCOTINA)

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

Summary  Systematic and biological study of the Ascobolaceae of Argentina. XV. A natural hybrid of
Ascobolus amoenus (Pezizales, Ascomycotina). Wild strains of Ascobolus amoenus produce 8-spored asci
and uninucleate ascospores with a thick, verrucose —labyrinthic ornated exosporium. A natural mutant in
heterozygous condition with ascospores showing a thin exosporium traced by deep striae, was isolated. The
exosporium types segregated in a ratio of 4: 4 in the ascus, suggesting a typical mendelian outcome
contralled by a single allele pair. Besides the six expected patterns, some anomalous spore arrangements
were observed. They could result from: 1- spindle overlaping in the 2nd and 3rd division; or 2- ascospore
migration and rearrangement at the ascus maturation stage. Since mutant ascospores germinate normally,
mutant homozygous cultures were obtained. Cultural studies using various media, light and temperature
conditions were performed, showing no interference with the segregation pattern. P

INTRODUCCION

Ascobolus amoenus Oud. es un ascomicete, miem-
bro del orden Pezizales (ascomicetes operculados),
de hdbitat fimicola. Es heterotélico bipolar, con un
sistema de compatibilidad controlado por un par
de alelos Aa. La forma salvaje, iareviamente estu-
diada en nuestro laboratorio (Gamundi & Ranalli,
1966) produce apotecios normales cleistohime-
niales, que se abren en la fase mesohimenial tardia,
exponiendo ascos maduros que emergen hasta la
mitad de su longitud por sobre el nivel de las
parafisis, por lo cual la superficie himenial aparece
negruzca a simple vista, debido al color de las
ascosporas maduras. Estas son uninucleadas,
elipsoidales alargadas, aguzandose en los polos, al
principio hialinas, lisas, volviéndose violadas y or-
namentadas durante su maduracion, para final-
mente tomar una coloracion castafio violada, con
exosporio grueso con verrugas anastomosadas en
forma laberintica, con las crestas redondeadas. Su
disposicion inicial en el asco maduro es biseriada,
ocupando el tercio superior del asco maduro y
muy turgente, ubicdndose luego irregularmente
biseriadas, hasta que, finalmente, cuando el asco
pierde turgencia, se disponen en forma uniseriada.
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En el curso de nuestras investigaciones, aisla-
mos a partir de estiércol de vaca colocado en cdma-
ra himeda, lo que supusimos en principio un
heterocigota mutante natural de A. amoenus, ya que
cuando observamos sus ascos al microscopio, pu-
dimos comprobar la presencia, en cada uno de
ellos, de ocho. ascosporas, de las cuales, cuatro
respondian en un todo, a las caracteristicas norma-
les de A. amoenus, mientras que las otras cuatro,
presentaban un aspecto completamente distinto.
No solamente en cuanto a la forma, que a pesar de
mantenerse dentro de las caracteristicas generales,
era menos aguzada en los polos, sino en cuanto al
exosporio, dispuesto como una capa delgada, for-
mando crestas elevadas y profundas depresiones,
de consistencia muy fragil, al punto que una pe-
quena presion ejercida sobre el preparado, provo-
caba su rotura y ‘el «descascaramiento» posterior
de la ascospora.

El objetivo del presente trabajo fue el de aislar el
mutante natural, estudiar su comportamiento.en
cultivo, observar los distintos patrones de distribu-
cién de las ascosporas en el asco maduro del
heterocigota y dejar en claro, que un caracter tan
estable frente a las condiciones medioambientales,
como lo es la ornamentacién de las esporas y que
suele usarse como criterio sistematico, puede alte-
rarse genéticamente, sin que ello determine o signi-
fique, la existencia de barreras que entorpezcan el
normal cruzamiento e impidan el mantenimiento
de la entidad como una tinica especie.
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MATERIALES Y METODOS

A partir de estiércol de vaca coleccionado en
Gualeguaychu, Prov. de Entre Rios, por la Dra.
Maria Delia Bertoni en enero de 1988, y colocado en
camara huiimeda en nuestro laboratorio, se obtuvie-
ron fructificaciones maduras que al cabo de doce
dias expulsaron normalmente las ascosporas que
fueron recogidas en placas de agar-agua siguiendo
la metodologia empleada en trabajos anteriores

(Gamundi & Ranalli, 1966). Los distintos tipos de -

ascosporas fueron tratadas con NaOH al 0,3% du-
rante 30 minutos e incubadas 24 horas a 37°C.

Una vez germinadas, se obtuvieron cultivos
monospdricos de esporas salvajes y mutantes, que
se cruzaron en cajas de Petri con medio PF.
(Gamundi & Ranalli, op. cit.). Se utilizaron los aisla-
mientos monospdricos 54 y 55 (salvaje) y 107 y 108
(mutante) de la cepa BAFC 2357, y la cepa BAFC
2358 de A. amoenus aislada a partir de estiércol de
vaca de la localidad de San Pedro, provincia de
Buenos Aires.

Todas las cepas pertenecen a la coleccion de
cultivos del Departamento de Ciencias Bioldgicas
de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la
UBA.

En cada cruzamiento, se emplearon 18 cajas de
Petri para cada medio de cultivo, distribuidas en
dos series.

Condiciones de cultivo: los cultivos se desarrolla-
ron en camara incubadora a 15°C, 23°C y 28°C y en
dos series: 1) luz continua, suministrada por cuatro
tubos fluorescentes de 20W y 2) oscuridad conti-
nua.

Medios de cultivo sélidos:

Medio PF: papel de filtro, extracto de levadura
(Ranalli & Forchiassin, 1976) en caja de Petri y en
tubo en pico de flauta.

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

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

Los cruzamientos se llevaron a cabo en cajas de
Petri con 20 ml de medio.

RESULTADOS Y DISCUSION

A) Crecimiento y fructificacion variando las
condiciones de temperatura e iluminacién

Las ascosporas mutantes germinan noymalmen-
te, y llevan los alelos normales del gen de compati-
bilidad, lo que nos permitié cruzar los cultivos
provenientes de las mismas, y obtener -l

homocigota mutante. Por otra parte, cuando se
cruzaron con cultivos provenientes de ascosporas
salvajes, se obtuvieron los heterocigotas entre am-
bos en la proporcién esperada. Aparentemente es-
tas ascosporas son el resultado de la presencia de
un alelo mutante para deposicion del exosporio,
que segrega en el asco en una relacién 4: 4 con
respecto al normal lo que, en términos generales, es
caracteristico de un comportamiento mendeliano
clésico, controlado por un par de alelos.

Es evidente que este factor que controla la depo-
sicién del exosporio, lo hace en las udltimas etapas
de maduracién de las ascosporas y no interfiere ni
con su compatibilidad sexual ni con su viabilidad.
Tiene un efecto fenotipico directo, que permite de-
tectar su presencia en forma inmediata en las
ascosporas dentro del asco, sin las complicaciones
de la dominancia o recesividad, ya que éstas son
uninucleadas y haploides.

Ademds de los seis patrones cldsicos esperados
en los ascos, para un par de alelos que segregan
normalmente, se observaron disposiciones anéma-
las.

Los ensayos de compatibilidad sexual permitie-
ron determinar que los monospoéricos 54 y 107 lle-
van el alelo A, y los monospéricos 55 y 108 el a. El
cruzamiento 54 x 55 produjo fructificaciones con
ascos octosporados, con ascosporas de tipo salvaje;
el cruzamiento 107 x 108, ascos con ascosporas de
tipo mutante y los cruzamientos 54 x 108 y 55 x 107

‘produjeron abundantes fructificaciones con ascos

segregantes, con cuatro ascosporas de tipo salvaje
y cuatro de tipo mutante.

Cuando se cruzaron tanto el homocigota
mutante como el salvaje, con las cepas testigo de A.
amoenus provenientes de San Pedro, Prov. de Bue-
nos Aires, (C-2358), se obtuvieron el heterocigota y
el homocigota salvaje respectivamente, poniendo
en evidencia la inexistencia de barreras que impi-
dan el cruzamiento. '

No se observaron diferencias entre los distintos
cruzamientos con respecto a‘su comportamiento
frente a las condiciones a que fueron sometidos.
Los resultados obtenidos se resumen en las ldm. 1y
5 : 4

Crecimiento vegetativo: cuando los cultivos cre-
cen a 28°C, el micelio es de crecimiento abierto,
superficial y también sumergido en el medio. El

" crecimiento es similar en los tres medios, tanto en

luz cuanto en oscuridad.

A 15°C y a 23°C, en cambio, en condiciones de
oscuridad, el micelio es denso y algodonoso en los
tres medios. Las condiciones de oscuridad parecen
favorecer el desarrollo miceliano vegetativo, sin
embargo, un exceso de temperatura (28°C), lo
inhibe. ’
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Lamina 1.— Produccién de apotecios y tiempo de desarrolloa 23°C y 28°C, en condiciones de luz y oscuridad en medio PF,
GU y GA. c: cantidad de apotecios, referidos al control en PF, luz continua, 23°C. p: dia en que aparecen los primordios.
m: dia de maduracién de ascosporas. Cepa BAFC 2357, cruzamiento 54 x 108.

Crecimiento reproductivo: la luz no parece ser ne-
cesaria para el desencadenamiento del proceso
sexual y la formacién de fructificaciones; sin em-
bargo, a 15°C, éstas no maduran normalmente y a
23°Cy a 28°C, se alarga notablemente el periodo de
maduracion, y las ascosporas, si bien maduran, no
son expulsadas por los ascos.

Los heterocigotas 54 x 108 y 55 x 107 cultivados
en PF a 15°C y en condiciones de oscuridad, for-
man fructificaciones de tipo «cleistotecio», seme-
jantes a los producidos en oscuridad por Ascobolus
albidus (Ranalli & Cinto, 1972), con ascos
delicuescentes, en los cuales, las cuatro ascosporas
salvajes depositan su exosporio y las cuatro restan-
tes, permanecen hialinas.

La incapacidad para expulsar las ascosporas

maduras en condiciones de oscuridad pareceria

estar relacionada con la menor produccién de
paréfisis y con problemas osméticos que modifican
la turgencia normal en los ascos.

Con respecto a la distribucion de las fructifica-
ciones en PF, éstas aparecen regularmente dispersas
en la caja, pero en GA y GU, son gregarias, y produ-
cen menor cantidad de ascos que en PF.

B) Germinacion de ascosporas

Las ascosporas provenientes del homocigota sal-
vaje 54 x 55 presentan el exosporio con las caracte-
risticas normales descriptas para-la especie, mien-
tras que las ascosporas del homocigota mutante
107 x 108 tienen el exosporio delgado, con crestas y
depresiones, y sumamente friable. Las ascosporas
de los heterocigotas (54 x 108, 55 x 107), segregan
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Laming 2.— Produccion de apotecios y tiempo de desarrollo a 15°C, en condiciones de luz y oscuridad en medio PF, GU
y GA. c cantidad de apotecios, referidos al control en PF, luz continua, 23°C. p: dia en que aparecen los primordios. m:
dia de maduracién de ascosporas. Cepa BAFC 2357, cruzamientos 54 x 108. e

.

en el asco cuatro salvajes y cuatro rugosas, cada
tipo con las caracteristicas idénticas descriptas para
los homocigotas respectivos.

Esta diferencia en la naturaleza del exosporio,
probablemente sea la consecuencia de deficiencia/
s enzimatica/s producidas en el proceso de sintesis
y deposicién del pigmento que formard el
exosporio, y que esta relacionado con la presencia
del alelo mutante.

Los tratamientos inductores de la germinacion,
que fueron ensayados, tendieron a permear el
exosporio, y permitir la imbibicién de las esporas
que no mostraron otro tipo de dormicién. La dife-
rente naturaleza del exosporio se vio corroborada
por el hecho de que fueron necesarias concentra-
ciones més bajas de NaOH en el tratamiento de
ascosporas mutantes que en el de ascosporas salva-
jes. Un tratamiento con NaOH al 0,3% durante 30

. minutos, dio préacticamente un 100% de
germinacion de ascosporas salvajes a las 24 horas;
un resultado equivalente se obtuvo con NaOH al
0,1% o al 0,2% con ascosporas mutantes.

La naturaleza friable del exosporio mutante se
puso de manifiesto en preparaciones microscopi-
cas de aplastados de fructificaciones, donde la pre-
sién ejercida sobre el cubreobjetos fue suficiente
para romperlo y permitir la germinacién «in situ»
de la espora (lam. 3, fig. E).

C) Ubicacion de las ascosporas en los ascos de los
heterocigotas

Lo que inmediata e indudablemente llamo nues-
tra atencién al observar las fructificaciones del
heterocigota en el estiércol original, fue la presen-
cia en el asco de los dos tipos de ascosporas. La
bibliografia con respecto a mutantes para color de
esporas en Ascomycetes es extensa: podemos citar
entre otros, a Bistis & Olive, 1954; Bistis, 1956;
Olive, 1956, 1959; Kitani et al, 1962; Stadler & Towe,
1971 y Paquette, 1978. Pero en nuestro caso, no sélo
cambiaba el color, sino la apariencia externa de la
ascospora, y sus dimensiones aparentes, a tal pun-
to, que si en lugar de observar el asco del

Lémina 3.— A, ascospora salvaje, x1500; B, detalle de la ornamentacién, x3000; C, ascospora mutante, x1500; D, detalle de
laornamentacién, x3000; E, ascospora mutante germinada, x100; F, asco conascosporas mutante en dos series, x300; G, asco
con ascosporas uniseriadas, x300; H, I, J, K ascos heterocigotas mostrando distintos ordenamientos de las ascosporas x500.

A, B, Cy D con microscopio electrénico de barrido (MEB).
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heterocigota, hubiéramos observado el homocigota Un segundo hecho nos llamé la atencién y fue
mutante, hubiéramos estado tentados de conside- que todos los ascos observados presentaban una
rarlo como otra especie. segregacion 4: 4. Esto se confirmé y se mantuvo a

Lamina 4.— Diferentes ordenamientos de las ascosporas en el asco heterocigota. B, C, E, F y H ascosporas uniseriadas; A,
Dy G ascosporas parcialmente ordenadas. x500.
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través de todos los cruzamientos heterocigotas que
estudiamos posteriormente. El orden en que estas
ascosporas se encontraban dispuestas en los ascos,
no siempre respondia a los cldsicos 6 tipos que es
dable esperar en la segregacion de un par de alelos
que pueden hacerlo en la primera o en la segunda
divisién, segin haya o no sobrecruzamiento. Ob-
servabamos que dos pares de ascosporas adyacen-
tes, donde cada par supuestamente aparece por
mitosis de un tnico producto meidtico, se encon-
traba erréneamente emparejado, con respecto a esa
diferencia alélica detectable en los padres del cru-
zamiento.

En Neurospora crassa 'y N. sithophila el patrén de
- disposicién con respecto a cualquier par de alelos
es una réplica ordenada de la segregacién meidtica
en el asco, ya que no hay superposicién de husos ni
migracién nuclear o de ascosporas en el asco (Ryan,
1943; Lindegren, 1953).

En Ascobolus stercorarius (Bisti, 1956), la situa-
cién es bastante mds compleja: los husos de la
segunda division pueden ser paralelos o ligera-
mente oblicuos, pero no transversales. En cambio,
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los husos de la tercera divisién pueden encontrarse
en Cﬁalquier direccioén, lo que determina la posibili-
dad de superposicién de los mismos y, como inme-
diata consecuencia, la aparicion de maés de seis
patrones de disposicién de las ascosporas en el
asco.

Lo primero que tuvimos que determinar fue: si
la ubicacién de las ascosporas en el asco reflejaba
una disposicién ordenada de los nticleos producto
de las sucesivas divisiones, o bien las ascosporas
aparecian desordenadas en el asco, lo cual podria
deberse a distintas causas, tales como: superposi-
cién de los husos de las divisiones meidticas y/o
mitéticas, o bien a un desplazamiento de las
ascosporas en formacién durante la maduracién de
los ascos.

La observaciéon continuada de numerosisimos
ascos heterocigotas, en variados cruzamientos, nos
permitié concluir, finalmente, que esta tltima cau-
sa expuesta ocurre, sin dudas, en los ascos
heterocigotas de A. amoenus. Durante el proceso de
division nuclear en el asco en formacidn, el huso de
la primera division meiética es transversal al eje
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7] 000CC

Lamina 5.— Diferentes ordenamientos de las ascosporés en el asco heterocigota. A, B, G, H, I y J patrones clasicos de
segregacion para un par de alelos. C, D, E y F disposiciones anémalas. La linea equivale a 20 pm.
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longitudinal del asco, y ligeramente oblicuo; los
husos de las dos divisiones siguientes (Meiosis II y
Mitosis) son paralelos al eje longitudinal del asco
resultando ocho ncleos, dispuestos en dos series
paralelas, ligeramente desplazadas.

Mientras transcurre el proceso de divisién nu-
clear, el asco se alarga notablemente, y también se
ensancha, y las ascosporas maduras se disponen
finalmente en dos series, ligeramente desplazadas,
que ocupan el tercio superior del asco turgente.
Durante la posterior pérdida de turgencia del asco,
que trae aparejada una disminucién del volumen,
las ascosporas tienden a ubicarse en una serie, a lo
largo del asco completo; es en este movimiento de
desplazamiento, que surgen las distintas posibili-
dades observadas, y que son ilustradas en la lam. 3,
fig. F-K; 1dm. 4, fig. A-H y lam. 5, fig. A-J.

Claro estd, y la bibliografia abundante al respec-
to lo demuestra (Lindegren, 1953; Roman, 1956;
Mitchell, 1955a, b, 1959; Case & Giles, 1958;
Strickland, 1958; Stadler, 1959 a, b; Whitehouse,
1963; Holliday, 1964), que dejamos abierta la posi-
bilidad que un estudio posterior, llevado a cabo
por genetistas, pueda decidir si, ademas, también
aqui estamos en presencia de una segregacién
postmeidtica, como ha sido observada en mutantes
de Ascobolus immersus (Leblon, 1972; Leblon &
Rossignol, 1973; Lissouba et al., 1962; Stadler &
Towe, 1971; Paquette, 1978), y que pueda conducir
a la formacién de ascos aberrantes con segregacion
4: 4. . .
Durante el desarrollo de nuestro trabajo pudi-
mos comprobar que esta mutacién que observa-
mos no afecta ni incluye a los factores de compati-
bilidad sexual, que segregan normalmente y que
permiten la obtencién de los homocigotas salvaje y
mutante. Por otro lado, los pardmetros estudiados
en cuanto a crecimiento y fructificacién, tampoco
indican diferencias notables entre el homocigota
salvaje, el homocigota mutante y el heterocigota.
- Cabe entonces preguntarse, ;por qué el mutante es
tan poco abundante en la naturaleza? Después de
muchos- afios de estudiar las Ascoboldceas, es la
primavera vez que lo encontramos y no lo hemos
visto citado en la bibliografia.

Las razones que se nos ocurren son fundamen-
talmente dos y estan relacionadas con la fragilidad
del exosporio:

1) Hemios observado y comprobado que es muy
fino y quebradizo y es probable que las ascosporas
germinen facilmente, una vez expulsadas, antes de
ser ingeridas por los herbivoros, y no puedan com-
pletar su ciclo normalmente fuera del sustrato ha-
bitual.

2) Otra situacién podria presentarse: que no pu-

diera la ascospora, dada la naturaleza fragil del

exosporio, resistir normalmente el paso por el

~ tracto intestinal del herbivoro, y en consecuencia,

sea incapaz de germinar sobre el estiércol.
También cabria preguntarse, ;serd ésta una mu-
tacion reciente?
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