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ESTUDIOS NUTRICIONALES EN ASCOBOLUS BIGUTTULATUS (FUNGI,
ASCOMYCETES). CRECIMIENTO VEGETATIVO

Por ALEJANDRO G. PARDO y FLAVIA FORCHIASSIN*

Summary Nutritional studies in Ascobolus biguttulatus. Vegetative growth. Vegetative growth of two
compatible strains of Ascobolus biguttulatus Ranalli et Gamundi was investigated, in liquid synthetic media
with different carbon and nitrogen sources. Maximum growth was obtained with a high concentrated glucose-
urea medium (C: 1.66%; N: 0.14%). pH variation of the culture medium suggests the extracellular hydrolysis
of urea. Besides glucose, the best carbon sources for growth were fructose, maltose and cellobiose. among
the nitrogen sources tested, asparagine produced a good growth while the inorganic sources were only
utilized atlow concentrations.The two strains showed a similar behaviour, but one of them always grew more

vigorously.

INTRODUCCION

Ascobolus biguttulatus Ranalli et Gamundi es un
Ascomycete copréfilo y heterotélico descripto por
Ranalli y Gamundi (1975) quienes también realiza-
ron estudios acerca de su ciclo biolégico y su

citologia. Los estudios de nutricién en los hongos

son la base del conocimiento de su fisiologia ya que
permiten comprender la influencia de determina-
dos factores sobre sus funciones, como primer paso
a la elucidacion de procesos fundamentales, tales
como caminos metabdlicos, produccién y utiliza-
cién de energfa, incorporacién de nutrientes y regu-
lacién génica.

Varios estudios nutricionales se han realizado en
miembros del géneroAscobolus: A inmersus (Yu-sun,
1964), A. crenulatus (Galvagno, 1976), A. furfuraceus
(Lima y Mercuri, 1984; Cinto et al, 1986). En A.
biguttulatus se ha determinado el crecimiento en
funcién de distintas concentraciones de glucosa,
asparagina y vitaminas (Cinto et al, 1977; 1978),
sugiriéndose un medio de cultivo adecuado para el
crecimiento de este hongo.

El objetivo del presente trabajo fue profundizar
estos estudios, determinando la influencia de dis-
tintas fuentes carbonadas y nitrogenadas, asf como
la concentracién de carbono y de nitrégeno sobre el
crecimiento vegetativo de A. biguttulatus. Dado que
esta especie es heterotalica, dos cepas compatibles

para la reproduccién sexual fueron utitizadas como
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organismos experimentales, con el propésito de in-
vestigar si entre ambas existian diferencias en su
comportamiento frente a 1guales tratamientos
nutricionales.

MATERIALES Y METODOS

Organismo: Para todas las experiencias se utiliza-
ron las cepas 7 y 8 de Ascobolus biguttulatus (BAFC
23346), correspondientes a un par compatible para
la reproduccion sexual. Los cultivos se conservaron
a 4°C en tubos de ensayo con medio de cultivo PF en
pico de flauta (Gamundi y Ranalli, 1966).

Medios de cultivo: El medio de cultivo basal con-
sistié, por litro de agua bidestilada, de: SO Mg -
7H,0,0,5 g; PO,HK,, 0,6 g; PO,H)K, 0,5 g; SO,Cu - 5
H,0, 0,4 mg; CLMn - 4 H,0, 0,09 mg; BO,H,, 0,07
mg; MoO,Na - 2H,0, 0,02 mg; Cl,Fe, 1 mg; Cl,Zn, 10

- mg; C1H-Tiamina, 0,1 mg; Biotina, 5 ng.

Las fuentes de carbono y de nitrégeno se varia-
ron y se adicionaron a las concentraciones md1ca—
das en cada experimento.

Fuentes de carbono: Glucosa (G), fructosa (F),
sacarosa (S), maltosa (M), celobiosa (C), almidén
(Al), carboximetilcelulosa (CMC).

Fuentes de nitrégeno: Urea (U), asparagina (A),
glicina, NO,Na, CO,(NH,),, SO,(NH,),, PO,H(NH,),.

Para determinar la relacién carbono/nitrégeno

‘del medio de cultivo més favorable para el creci-

miento vegetativo se realizaron las combinaciones
de cinco concentraciones de glucosa y cuatro de
urea (Tabla I).

Todas las drogas utilizadas fueron de grado ana-
litico. Las soluciones stock de las vitaminas y las
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Tabla I.— Relaciones C/N utilizadas. Relaciones C/N
obtenidas al combinar las concentraciones indicadas de
glucosa y de urea en los medios de cultivo

Urea (%)
Glucosa (%) 0,05 0,1 0,2 0,3
0,5 8,7 43 2:2 1,4
it 17,4 8,7 4,3 29
2 348 17,4 8,7 5,8
3 52,2 26,1 13,0 8,7
4 69,6 34,8 17,4 11,6

peso seco (mg/ml)

fuentes de nitrégeno fueron esterilizadas por filtra-
cién. El medio basal y las fuentes de carbono fueron
autoclavadas por separado y todos los componentes
mezclados estérilmente. Los cultivos se realizaron en
erlenmeyers de 125 ml con 50 ml de medio que se
inocularon con un disco de 3 mm de didmetro toma-
do de la parte externa de una colonia de cinco dias de
crecimiento sobre Bacto-agar 2%. La incubacién tuvo
lugar en cdmara termostatizada a 23° C bajo ilumina-
cién continua de 4700 lux y agitacién rotativa cons-
tante de 125 rpm. La cosecha del micelio fue realizada
en los dias prefijados para el caso de la curva de
crecimiento en el medio glucosa-urea (G-U). En el
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Fig. 1.— Curvas de crecimiento, medido como peso seco del micelio, de las dos cepas de Ascobolus bzguttulatus crecxendo

en medio G-U (glucosa-urea).

4
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resto de las experiencias la cosecha fue establecida en
base a la curva de crecimiento correspondiente.

El micelio fue separado por filtracién a través de
papel de filtro en embudo Buchner a presién redu-

cida. La estimacién del crecimiento vegetativo se-

realiz6 por determinacién del peso seco del micelio
secado en estufa a 70°C durante 18 hs. Se determiné
el pH inicial y final de los medios de cultivo con un
pH-metro Photovolt.

Los resultados son el promedio de tres experien-
cias realizadas por triplicado, con un error standard
en todos los casos menor al 5%.

RESULTADOS
Curvas de crecimiento

Alrealizar las curvas de crecimiento en medio G-
U (glucosa 1%, urea 0,05%) se observé una marcada
diferencia en.el crecimiento entre ambas cepas, sien-
do mucho mayor el de la cepa 8 (Fig. 1). La cepa 7
presenté un periodo lag més prolongado, alcanzan-
do el maximo crecimiento un dia después que la
cepa 8, aunque notablemente menor.

En base a las curvas realizadas se fijaron como
dias de cosecha para los experimentos posteriores el
décimo dia para la cepa 8 y el onceavo para la 7.

peso seco (mg/ml)
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Efecto de I relacién carbono/nitrégeno

El comportamiento de las dos cepas, crecidas en
los medios con distintas concentraciones de glucosa
y urea, fue similar, pero siempre con mayor nivel de
crecimiento en la cepa 8.

Para concentraciones de glucosa relativamente
bajas (1 y 2%) se observé que el crecimiento era
favorecido por bajas concentraciones de urea (0,05%
y 0,1%), mientras que al aumentar la cantidad de
glucosa el crecimiento disminuyé con las mismas
concentraciones de urea (Figs. 2 y 3). En cambio
altas concentraciones de glucosa produjeron mayor
crecimiento cuando se combinaron con altas con-
centraciones de urea, obteniéndose el maximo creci-
miento con las concentraciones mas elevadas de
glucosa y urea ensayadas (4% de glucosa y 0,3% de
urea), equivalentesa 16 g C/ly 1,4 g N/L

Se observé una variacién del pH inicial de los

medios de cultivo (pH = 6) al final del periodo de
crecimiento (Tabla 2). A altas relaciones C/N se
observé acidificacién del medio de cultivo, mien-
‘tras que bajas relaciones C/N provocaron una
alcalinizacién del medio. Para la cepa 7 la relacién
C/N limite entre estos comportamientos seria
aproximadamente 15, mientras que para la cepa 8 la
misma serfa 12.
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Fig. 2.— Crecimiento de la cepa 7 de Ascoboluis biguttulatus con concentraciones variables de glucosa. Las curvas

representan el crecimiento con distintas concentraciones de urea.

235

— yrea 0.3 %



Bol. Soc. Argent. Bot. 29 (3-4) 1993

peso seco (mg/mi)
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Fig. 3.— Crecimiento de la cepa 8 de A. biguttulatus con concentraciones variables de glucosa. Las distintas curvas
representan el crecimiento con distintas concentraciones de urea.

Tabla II.— Variacién del pH. Se indica la variacién del
pH final respecto del pH inicial (6) en cada medio de
cultivo al momento de la cosecha, para ambas cepas de
A. biguttulatus (7 y 8). Los medios contenian distintas
concentraciones de glucosa y de urea, que producen
distintas relaciones C/N (ver Tabla I)

Urea (%)
Glucosa (%) 0,05 0,1 0,2 0,3
cepa 7
0,5 0,1 2,4 2,8 3,0
1 —03 2,0 24 3,0
2 —14 —16 09 34
3 —1,1 —1,2 —0,6 2,0
4 —15 —15 —0,5 1,7
cepa 8
0,5 1,7 2,0 2.2 2,7
1 —04 1,1 2,5 2,7
2 —0,7 —0,2 2,6 3,1
3 —0,8 —19 0,8 2,1
4 —0,6 —18 —04 - 22

Fuentes de carbono y de nitrégeno

Se midi6 el crecimiento vegetativo de las dos
cepas de Ascobolus biguttulatus en todos los medios
de cultivo resultantes de la combinacion de las fuen-
tes carbonadas y nitrogenadas, a una concentracién

- equivalentea16 g C/ly 1,4 g N/L

Para las fuentes organicas de nitrégeno (Fig. 4)
se observaron tres grupos de medios en cuanto a la
produccién de biomasa: para la cepa 8, G-U, F-Uy -
M-A permitieron el maximo crecimiento; luego G-
A, F-A, M-U y por dltimo C-A y C-U con el menor
ctecimiento. Para la cepa 7, también G-U, F-U y M-
A fueron los mejores medios, siguiéndoles en otro
grupo G-A, F-A, M-U y C-A y por dltimo C-U.

Sacarosa y glicina fueron totalmente inefectivas
para promover el crecimiento de ambas cepas, inde-
pendientemente de la fuente de nitrégeno o de car-
bono con la que se combinaron, respectivaménte.

Con las fuentes inorgénicas de nitrégeno auna -

.concentracién de 1,4 g N/1, no se obtuvo crecimien-

to, independientemente de la fuente de carbono
utilizada. A menores concentraciones, con glucosa
como fuente carbonada, se comprobd que el
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5 Peso seco (mg/mi)

GUE BgAs Vel vEal, D UMA g0/ oA
Medios de cultivo

N cepa 7 Elcepa 8

Fig. 4— Crecimiento de ambas cepas de A. biguttulatus (7
y 8), en medios conteniendo distintas fuentes carbonadas y
nitrogenadas. GU: glucosa-urea; GA: glucosa-asparagina;
FU: fructosa-urea; FA: fructosa-asparagina; MU: maltosa-
urea; MA: maltosa asparagina; CU: celobiosa-urea; CA:
celobiosa-asparagina. :

CO,(NH,), y el PO,H(NH,), pudieron ser utilizados
para el crecimiento vegetativo (Tabla III), siendo la
concentracién mas efectiva 0,7 g N/1 en ambos ca-
sos y para las dos cepas; mientras que el SO,(NH,),
y el NO,Na fueron inefectivos ya que sélo hubo
trazas de crecimiento en todas las concentraciones
de N ensayadas.

El almidén y la CMC no pudieron ser probados
en la misma concentracién de C que el resto de las
fuentes, debido a su insolubilidad a esa concentra-
cién; por lo tanto se determind el crecimiento
vegetativo de las dos cepas en los medios Al-U, Al-
A, CMC-U y CMC-A con concentraciones de Cy N
inferiores (4 g C/ly 0,46 g N/1). Los medios Al-U y
Al-A fueron tan efectivos como el medio G-U co-
rrespondiente, para ambas cepas, mientras que con
. CMC s6lo hubo trazas de crecimiento (Fig. 5).

DISCUSION

Las dos cepas compatibles de Ascobolus
biguttulatus presentaron un comportamiento simi-
lar, ya sea respecto al tipo de fuente utilizada como

A. G. Pardo y F. Forchiassin, Ascobolus biguttulatus

Tabla IIL.— Crecimiento con fuentes inorganicas de
nitrégeno. Crecimiento, expresado como mg de peso
seco de micelio/ml de medio de cultivo, de ambas cepas
de A. biguttulatus (7 y 8), con distintas concentraciones de
fuentes inorganicas de nitrégeno, utilizando en todos los
casos glucosa como fuente de carbono

Concentracion (g N/1)
Fuente
Nitrogenada 0,35 0,7 1,4
cepa 7
CO,(NH,), 0,94 1,39 0
PO,H(NH,), 1,29 1,62 0,41
SO,(NH,), 0,11 0,42 0,09
NO,Na 0,08 0,12 0,31
cepa 8
CO,(NH,), 0,78 1,18 0
PO,H(NH,), 1,16 2,66 0,71
SO,(NH,), 0,18 0,30 0,04
NO,Na 0,12 0,13 0,10

Peso seco (mg/ml)

P s

CMCA

AU AA CMCU
Medios de cultivo

XS cepa 7 [ cepa 8

Fig. 5.— Crecimiento de ambas cepas de A. biguttulatus, en
medios conteniendo almidén y celulosa: AlU: almidén-
urea; AlA: almidén-asparagina; CMCU: carboxi-
metilcelulosa-urea; CMCA: carboximetilcelulosa-
asparagina. ’
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a su concentracién. Sin embargo en todos los casos
la cepa 8 present6 un crecimiento mucho més vigo-
roso que la 7, siendo, segtin el medio utilizado hasta
un 100% mayor. Por lo tanto consideramos vilida,
la utilizacién de una cepa de Ascobolus biguttulatus
como modelo experimental, ya que las diferencias
observadas fueron cuantitativas y no cualitativas.
El crecimiento vegetativo fue favorecido por al-
tas concentraciones de carbono y de nitrégeno.
Sobre la base de las variaciones de pH observa-
das se propone como hipdtesis un mecanismo de
hidrélisis extracelular de la urea asociado a la
fijacién heterotréfica de HCO,. La urea seria
hidrolizada extracelularmente en HCO,  y NH,*;
bajas relaciones C/N (menor a 12 para la cepa 8 y
menor a 15 para la cepa 7) se produciria una absor-
cién més rdpida de HCO, que de NH,", elevandose
el pH del medio debido a los OH" de intercambio.
En cambio cuando la relacién C/N es mayor a las
citadas, y dado que el C no seria limitante en este
caso, la absorcion de NH," seria mayor que la de
HCO,, produciéndose una acidificacién del medio
de cultivo debida a los H* de intercambio. La utili-
zacién de carbono inorganico (HCO,) ha sido cita-
da para varios hongos (Cantino, 1949; Robinson,
1978; Parkinson et al., 1990). Roon y Levenberg
(1970) postularon un patrén de hidrélisis de urea,
asociado con la fijacién heterotréfica de HCO," para

Candida utilis. Lima y Mercuri (1984) plantean la’

posibilidad de fijacién heterotréfica de HCO, en
Ascobolus furfuraceus, hipétesis que podria ser vali-
da para el caso de A. biguttulatus dados los resulta-
dos de este trabajo.

Al variar simultdneamente las concentraciones
de glucosa y urea se observé que para bajas concen-

traciones de urea, al aumentar la concentracion de

glucosa se llega a un plateau, debido a una disminu-
cién en la tasa de crecimiento cuando un factor se
hace limitante en el medio de cultivo. Una disminu-

cién en la biomasa puede deberse a diferentes

cinéticas de crecimiento con las distintas concentra-
ciones. Con altas concentraciones de urea el
nitrégeno deja de ser factor limitante, permitiendo
entonces la utilizacién de mayores concentraciones
de glucosa; obteniéndose asi la mayor produccién
de biomasa con las concentraciones mads altas utili-
zadas.

Los medios de cultivo més favorables para el
crecimiento de ambas cepas fueron los que conte-
nian glucosa o fructosa en combinacién con urea, y
maltosa en combinacién con asparagina.

En las condiciones experimentales ensayadas la
sacarosa, la carboximetilcelulosa y la glicina no fue-
ron aprovechadas para el crecimiento. La incapaci-
dad de A. biguttulatus de utilizar CMC podria de-
berse a la ausencia del sistema celulolitico o bien al

bajo potencial osmético de estos medios. Dados el
habitat natural de esta especie (estiércol de herbivo-
ros) y la presencia comprobada de sistema
celulolitico en otras especies del género Ascobolus
(Mercuri, 1987), nos inclinamos por la segunda po-
sibilidad.

El amonio pudo ser aprovechado sélo a partir de -
CO,(NH,), y PO,H(NH,), con concentraciones de N
menores que las consideradas 6ptimas para urea. El
SO,(NH,), fue inefectivo para el crecimiento proba-
blemente debido a que es una sal cuyo anién es el de
un 4cido fuerte, y suponiendo una més rdpida in-
corporacién de NH,* que de SO,*, se produciria un
brusco descenso del pH del medio de cultivo debi-
do a los H* de intercambio, el cual inhibiria el creci-
miento del hongo (Byrde, 1965; Nicholas, 1965;
Kraft y Erwin, 1967; Lima y Mercuri, op cit). Si bien
el pH final (4,5) en este caso fue similar al obtenido
en el medio con PO,H(NH,),, e incluso al de algunos
medios G-U, en éstos el descenso del pH fue grat
dual, permitiendo asi el crecimiento del hongo.

Con NO,Na, se registraron apenas trazas de cre-
cimiento independientemente de la concentracion
utilizada. Algunos autores (Lima y Mercuri, op. cit.;
Morton y Mac Millan, 1954) han citado una fuerte
alcalinizacién del medio de cultivo al utilizar esta
fuente de nitrégeno, lo que inhibiria el crecimiento

“de los hongos estudiados. Para A. biguttulatus des-

cartamos esta posibilidad, ya que no se observé
aumento del pH en el medio de cultivo. Por otra
parte A. crenulatus es capaz de crecer con nitrato, sin
que se observe alcalinizaciéon del medio de cultivo
(Galvagno, 1976). Tampoco podemos atribuir el re-
sultado obtenido a la incapacidad de A. biguttulatus
de sintetizar nitrato reductasa, ya que en medios
sélidos con esa fuente nitrogenada se produjo un
leve crecimiento e incluso formacién de cuerpos
fructiferos (Pardo y Forchiassin, 1993), sin embargo,
al cambiar las condiciones experimentales (medio
liquido) es posible que se vea alterado el patrén de

“produccion o de activacién de dicha enzima.
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