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SUMMARY

A synthetic medium for vegetative growth and apothecial formation of a strain of
A. crenulatus has been formulated as follows: KjHPCL, 0.6 g; KH2P04, 0.5 g;
MgSQiYLLO, 0.5 g; trace elements sol. lml; asparagine, 5g (for vegetative growth),
or urea, 0.5 g (for apothecial production); glucose, 20 g (for v.g.) or 10 g (for
a.p.); biotin, 5 thiamine, 100 Mg; and bi-distilled water 1 lit. For the production
of apothecia “Difco’s Bacto-agar” 20 g and “Whatman’s” cellulose powder 10 g
added. This strain can utilize (NH4)2HP04 and organic N as asparagine, urea and
casein hydrolisate for vegetative growth, and KNOj, urea and asparagine for apo¬
thecial production, whereas (NH4}2HP04 and casein hydrolisate were very poor or
inhibitory N sources for sporulation. A concentration of 0.05 % KNO3 produced
ascocarps with abnormal ontogenetic development. Mannose, glucose and di- and
polysaccharides producing glucose by hydrolisis were the best C sources both for
vegetative growth and for sexual reproduction; dextrine was a good C source for
sporulation but not for vegetative growth. This strain could not use galactose,
sorbose, lactose, sucrose, inulin and Na acetate under the experimental conditions
investigated.

The optimum C/N ratio was 1 % glucose and 0.05 % urea. The concentration
of urea in the medium conditions the formation of ascospores with exosporium. The
strain of A. crenulatus tested exhibited defficiency in the synthesis of biotin and
thiamine.

was

INTRODUCCION

Ascobolus crenulatus P. Karst., es un Ascomycete homotálico, pertene¬
ciente al orden Pezizales, familia Ascobolaceae, que desarrolla normalmente
en estiércol, principalmente de herbívoros. El micelio crece por debajo
de la superficie del sustrato, y produce fructificaciones que emergen de
éste; en la madurez, los ascos expulsan las aseosporas con violencia, las

1 Trabajo realizado con el aporte de un subsidio otorgado por la U.N.B.A. a la
profesora María E. Ranalli de Cinto.

2 Departamento de Ciencias Biológicas. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
(U.N.B.A.).
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que se adhieren al follaje. Cuando éste es ingerido por algún animal, las
ascosporas pasan a través del tracto digestivo del herbívoro, y bajo con¬
diciones favorables germinan en el estiércol expulsado.

Varias especies del género Ascobolus fueron cultivadas con éxito en el
laboratorio por diversos autores en sus sustratos naturales (Dangeard,
1907; Dodge, 1912 a, 1912 b-, Ramlow, 1915; Dowding, 1931; Rizet,
1939) y en medios naturales y semisintéticos, entre otros por: Gwynne-
Vaughan y Williamson, 1933; Wood, 1953; Yu, 1954; Gamundí y Ra-
nalli, 1963, 1964, 1966, 1969; Ranalli y Cinto, 1972. El primer ensayo
llevado a cabo en un medio sintético fue realizado por Green ( 1931 ) con
A. stercorarius; más tarde Yu-Sun (1964) realizó estudios nutricionales en
A. immersus utilizando diversos medios sintéticos.

Hasta el momento no se conocen estudios sobre los requerimientos nu¬
tricionales de A. crenulatus P. Karst. El presente trabajo tuvo por objeto
la obtención de un medio de cultivo sintético, sencillo y fácil de reproducir
para el crecimiento vegetativo y la reproducción sexual de una cepa de
A. crenulatus que ya ha sido estudiada desde el punto de vista de su ciclo
de vida y desarrollo (Gamundí y Ranalli, 1966). La obtención de tal
medio es un prerrequisito indispensable para estudios posteriores dirigidos
a dilucidar los mecanismos que condicionan las respuestas de ésta y otras
especies del género Ascobolus frente a estímulos externos, su metabolismo,
citología y posición taxonómica, aspectos que ya se están estudiando en
este laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajó con la cepa C-2179 de A. crenulatus P. Karst, depositada en
la micoteca de nuestro Departamento, de la cual se hicieron aislamientos
monospóricos a partir de ascosporas obtenidas de cultivos en estiércol de
vaca tindalizado; éstos se repitieron periódicamente para evitar el alarga¬
miento del ciclo de vida debido al continuo repicaje de la cepa y a la per¬
manencia a bajas temperaturas, que pueden conducir a su esterilización al
cabo de dos años (Gamundí y Ranalli', 1966). Las ascosporas obtenidas
en agar-agua al 2.5 % fueron tratadas con una solución de OHNa al 0.05 %
para inducir la germinación. Los aislamientos monospóricos se mantuvie¬
ron en medio standard (PF) (Gamundí y Ranalli, 1966) en el refrige¬
rador a 10° C hasta el momento de su utilización. El inoculo para los
ensayos nutricionales fue un disco de 2 mm de diámetro tomado de una
colonia que creció en 25 mi de un medio agarizado en el cual el hongo no
esporula y al que llamamos medio Inoculo 3.

1 El medio Inoculo consiste en: K2HPO4, 0.6 g; KH2PO4, 0.5 g; MgSCLVELO,
0.5 g; d-glucosa, 10 g; 1-asparagina, 5 g; sol. de elem. vestigiales (Mycological Socie¬
ty of America, 1970), 1 ml; biotina, 5y“g; HC1 de tiamina, 100 Mg; bacto-agar
(Difeo), 20 g; agua bidestilada, 100 mi.
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El material de vidrio fue sometido durante 24 horas a la acción de una
solución de bicromato de potasio y ácido sulfúrico, lavado luego con
detergente especial, enjuagado 6 veces con agua de canilla caliente y 3

agua bidestilada por vidrio. En las experiencias que involucra¬
ron sustancias de crecimiento, los enjuagues con agua bidestilada fueron
aumentados a 6.

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave durante
20 min. a 121° C. Los mono-, oligo- y polisacáridos se esterilizaron sepa¬
radamente y se añadieron estérilmente al medio basal para evitar su alte¬
ración (Maillard, 1912; Englis y Hanahan, 1945; Lilly y Barnett, 1951 L
Las sustancias de crecimiento se esterilizaron a través de filtros esterili¬
zantes Seitz y se añadieron al medio basal en las concentraciones reque¬
ridas. Se prepararon soluciones acuosas madre, las que fueron congeladas
hasta el momento de su uso. Las soluciones preparadas a una concentra¬
ción de 100jU.g/ml fueron las de: 1-ácido ascórbico, ácido fólico, ácido ni-
cotínico, ácido p-aminobenzoico, HC1 de piridoxal, riboflavina, HC1 de
tiamina; las soluciones de biotina e /-inositol contenían respectivamente:
5 /J.g/mi y 5 mg/ml de dichas vitaminas. En las experiencias que involucra¬
ron sustancias de crecimiento, los medios de cultivo básales, sin la adición
de los elementos vestigiales, fueron calentados 2 veces hasta ebullición con
carbón activado (Norit A, 5 g/1); los medios empleados para estas expe¬
riencias se consideraron libres de vitaminas (Lilly y Barnett, 1951). Los
tapones de algodón de los Erlenmeyer en donde creció el hongo fueron
protegidos con gasa medicinal para evitar la contaminación de los medios
de cultivo con partículas de algodón, las que pueden aportar sustancias
de crecimiento (Leonian y Lilly, 1942; Sherwood y Singer, 1944).

El pH inicial de todos los medios varió entre 6.3 y 6.6 (rango que se
consideró satisfactorio tanto para el crecimiento vegetativo como para la
producción de apotecios ). Cuando fue necesario ajustar los valores de pH .
dentro de ese rango, se utilizaron soluciones 0.1 N de NaOH o de HC1.
El ajuste se realizó antes de esterilizar en autoclave; experimentos explo¬
ratorios mostraron que el pH no cambiaba apreciablemente por este pro¬
cedimiento. Las soluciones de oligo- y polisacáridos se ajustaron a pH 7,
para minimizar las posibilidades de hidrólisis durante la esterilización por
calor (Bretzloff, 1954). El pH de los medios agarizados fue determinado
con papel Macherey Nagel & Nagel: 516 Düren, escala 0.2 unidades, y el
de los líquidos con pH-metro Photovolt.

Para producción de apotecios, el hongo se cultivó en cajas de Petri de
90 mm diam., conteniendo 25 mi de medio de cultivo agarizado, con el
agregado de 1 % de polvo de celulosa (Whatman). Experimentos pre¬
liminares mostraron que esta concentración de polvo de celulosa es la
apropiada para la obtención de fructificaciones (Forchiassin, comunicación
oral); Yu (op. cit.) encontró que A. viridulus ( = A. crenulatus )
cisaba papel de filtro para la producción de apotecios. En los ensayos sobre
crecimiento vegetativo, el hongo fue cultivado en Erlenmeyer de 125 mi,
conteniendo 25 mi de medio líquido. De cada experiencia se hicieron

veces con

no pre-
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cultivos por triplicado, repitiéndose al menos 2 veces; los cultivos infec¬
tados fueron descartados.

El crecimiento vegetativo se valoró tomando el peso seco del hongo cre¬
ciendo a 25° C durante un período de 7 días; el micelio fue filtrado por
embudo Buchner a través de papel de filtro (Carl Schleicher & SchulI
N° 595) y secado en estufa a 90° C hasta peso constante (Beadle y Horo¬
witz, 1943); durante estas operaciones se tomaron las precauciones nece¬
sarias para evitar el fenómeno de “sopping” (Bretzloff, op. cit. ). Los va¬
lores de peso seco, aproximados al miligramo, fueron registrados en una
balanza analítica Mettler H5. Las determinaciones de pH final fueron
tomadas del líquido remanente.

La producción de apotecios se estimó visualmente teniendo en cuenta
la abundancia relativa de fructificaciones formadas por caja de Petri de
acuerdo al método utilizado para Neurospora crassa por Westergaard y Mit¬
chell (1947), quienes asignaron al número relativo de peritecios valores
arbitrarios desde 0 a 10, computando la producción de esporas como + o—;
los valores asignados a la producción de apotecios en estas experiencias
incluyen la expulsión y abundancia relativa de ascosporas. En las expe¬
riencias de reproducción sexual los cultivos se mantuvieron a 23-24° C y
los resultados se registraron al cabo de un período de 14 días (en algunos
casos al cabo de períodos más prolongados). El control lo constituyó un
cultivo del hongo creciendo en un medio con: extracto de levadura (Difeo),
3 g; d-glucosa, 10 g; polvo de celulosa (Whatman), 10 g; sales y agar;
al que se le dio el valor 8 en la escala precitada.

Para todas las experiencias los cultivos se incubaron en cámara de cre¬
cimiento a luz continua suministrada por 3 tubos fluorescentes de luz fría
de 20 watts.

RESULTADOS

A) Efecto de las sustancias de crecimiento

En ensayos preliminares se estudió el crecimiento vegetativo de la cepa
C-2179 dé A. crenulatus en el medio Inoculo líquido, no suplementado

vitaminas, ál que llamamos medio A; observándose sólo vestigios de
crecimiento, planteándose la posibilidad de que el* crecimiento casi nulo
del hongo en esas ,condiciones podría deberse a la ausencia de esas dos
vitaminas en el medio de cultivo. A fin de estudiar el efecto de las sus¬
tancias de crecimiento sobre el desarrollo vegetativo del hongo, se utilizó
como medio basal el medio A.

Se hicieron once cultivos, cada uno por triplicado; en 9 de ellos fue
omitida una de las 9 sustancias de crecimiento y las otras 8 agregadas, se
utilizaron 2 controles: uno consistió en el medio A y el otro en el medio
A conteniendo las 9 sustancias de crecimiento. Biotina e i-inositol se utili¬
zaron en concentraciones de 0.125 y 125 /xg/25 mi respectivamente, las

con
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restantes fueron agregadas a una concentración de 2.5 /tg/25 mi (Hack-
barth y Collins, 1961).

Al cabo del período de incubación, se tomaron los valores de peso seco
del hongo y de pH final del medio de cultivo, observándose que en aque¬
llos tratamientos donde se omitió biotina o tiamina, el crecimiento volvió
a resultar prácticamente nulo, explicándose el escaso crecimiento en estos
casos como debido a vestigios de esas dos vitaminas aportados por el
inoculo, siendo los valores de peso seco y de pH finales semejantes a los
del testigo no suplementado; en cambio, en los tratamientos en los cuales
se había omitido una de las restantes sustancias de crecimiento, los valores
de peso seco y de pH finales fueron semejantes a los del control suple-
mentado con las 9 sustancias de crecimiento y a los del medio A suple-
mentado con biotina y tiamina. Se concluyó que de las sustancias de
crecimiento ensayadas, solamente biotina y tiamina limitan el crecimiento
vegetativo de la cepa C-2179 de A. crenulatus, en las condiciones experi¬
mentales ensayadas.

Los resultados de estas experiencias se ilustran en la Tabla 1.

TABLA 1

Efecto de las sustancias de crecimiento sobre el crecimiento vegetativo de la cepa

C-2179 de « A. crenulatus» : cada sustancia de crecimiento fue agregada, en las

concentraciones indicadas (ver texto), al medio basal que contenía : d-glucosa,

1 »lo ; l-asparagina, 0.5 °/o ; sales y micronutrientes. 1

Peso seco
(mg/25 mi)

Sustancia de crecimiento l>Hi pHf

Ninguna

Todas menos ácido ascórbico

» fólico

» nicotíuico

» p-aminobenzoico .
HCl-piridoxal

» riboflavina

» HCl-tiamina

biotina....
i-inositol

Tr 6.6 6.6

93 6.6 5.9

90 6.6 5.9» »

85 6.6 5.9» »

86 6.6 5.8»»

91 6.6 5.9» »

84 6.6 5.8»

Tr 6.6 6.5»

10 6.6 6.6» »

96 6.6 5.8» »

89 6.6 5.7Todas

Biotina y HCl-tiamina 5.992 6.6

•Cada valor representa el promedio de 9 Erlenmeyer triplicados en 3 experien¬

cias.

Tr : Valores inferiores a 10 mg/25 mi.
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Gráfico 1. — Peso seco de la cepa C-2179 de A. crenulatus creciendo en varias concen¬
traciones de biotina (A) y tiamina (B). Cada punto representa el peso seco promedio
de 9 cultivos, triplicados en 3 experiencias. “C” en abcisas representa el testigo sin
vitaminas.
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Con el objeto de determinar las concentraciones óptimas de biotina y
tiamina para el crecimiento vegetativo, se hicieron las siguientes expe¬
riencias: se agregaron concentraciones variables de biotina a 27 Erlenmeyer
con 25 mi de medio A al que se le adicionó una concentración constante de
10-1/¿g de tiamina/ml de medio A. Se utilizaron concentraciones de bio¬
tina que variaron desde 4 X 10-5 a 10~2/¿g/'ml de medio A. El promedio
de los pesos secos de micelio que creció en medio líquido, indicó que el
crecimiento vegetativo óptimo ocurrió en el medio en el cual la concen¬
tración de biotina fue de 3 X 10_4/¿g/ml de medio A, o mayor, como lo
muestra el Gráfico 1-A.

Se siguió el mismo procedimiento para la determinación de la concen¬
tración óptima de tiamina. La concentración de biotina se mantuvo cons¬
tante en 5 X l(L3/rg/ml de medio A. Se agregaron concentraciones va¬
riables de tiamina a 24 Erlenmeyer, aumentándose éstas desde 1.5 X 10~3

X lCL’jUg/ml de medio A. El promedio de los pesos secos obtenidos
indicó que el crecimiento vegetativo óptimo ocurrió en el medio en el
cual la concentración de tiamina fue de 2.5 X 10“2 pg/mi de medio A, o
mayor, como lo muestra el Gráfico 1-B.

De acuerdo con estos resultados se incorporaron concentraciones ópti¬
mas de biotina y tiamina al medio A para los posteriores ensayos nutri-
cionales.

a 2

B) Efecto de las fuentes nitrogenadas sobre el crecimiento vegetativo y la
reproducción sexual.

Se utilizó el medio A suplementado con cantidades óptimas de biotina
y tiamina al cual llamamos medio B, el que se utilizó para los ensayos
subsiguientes,

Se realizaron experiencias a fin de determinar las concentraciones ópti- .
mas de asparagina y glucosa del medio B para el crecimiento vegetativo.
Los mejores valores de peso seco se obtuvieron con 0.5 % de asparagina
y 2 % de glucosa.

Para la determinación de las concentraciones óptimas de fuentes nitro¬
genadas y carbonadas para la reproducción sexual, se utilizó el medio B
agarizado y suplementado con 1 % de polvo de celulosa (Whatman), al
que llamamos medio BC. Previamente se realizaron ensayos comparativos
de producción de apotecios utilizando asparagina v urea como fuentes nitro¬
genadas. Los mejores resultados se obtuvieron con 0.1 y 0.2 % de aspa¬
ragina, y con 0.05 % de urea. Al superar’ estas concentraciones la esporu-
lación se vio disminuida en cada caso, aumentando la producción de mice¬
lio aéreo. Al trabajar con una concentración de urea de 0.1 %, también
se obtuvo una buena producción de apotecios, pero las ascosporas expul¬
sadas no poseían exosporio, y germinaron espontáneamente en la tapa de
la caja de Petri donde quedaban adheridas; las ascosporas fueron recogidas
en agar-agua al 2,5 % y puestas a germinar, los cultivos obtenidos se
sembraron en estiércol de vaca tindalizado, en medio standard ( PF ), en
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medio BC con una cantidad de nitrógeno libre equivalente a la contenida
en 0.05 % de urea pero aportada por asparagina y en medio BC con
0.05 % de urea. En todos los casos se produjeron apotecios que expul¬
saron ascosporas normales. Cuando los cultivos obtenidos a partir de
ascosporas hialinas se repicaron en medio BC con una cantidad de nitró¬
geno libre equivalente a 0.1 % de urea pero aportada por asparagina,
sólo se desarrollaron primordios de fructificaciones que no produjeron as¬
cosporas, mientras que en el medio BC suplementado con 0.1 % de urea
se obtuvieron apotecios que volvieron a expulsar ascosporas sin exosporio,
demostrándose así la influencia de la fuente nitrogenada utilizada en la
producción de ascosporas de la cepa C-2179 de A. crenulatus. Se compro¬
bó además, que al utilizar urea como fuente nitrogenada, el hongo com¬
pletó su ciclo de vida en una semana; en concentraciones óptimas de aspa¬
ragina el ciclo vital se alargó de 3 a 4 días (cf. Gamundí y Ranalli, 1966).

La producción de apotecios de A. crenulatus aumentó con la concen¬
tración de glucosa, hasta una concentración de dicha fuente del 1 %; con
concentraciones mayores se observó una paulatina disminución en la pro¬
ducción de fructificaciones y paralelamente un aumento en la producción
de micelio aéreo.

De acuerdo con los resultados anteriores, en los ensayos sobre creci¬
miento vegetativo se trabajó con el medio B suplementado con 0.5 % de
asparagina, u otra fuente nitrogenada, y 2 % de glucosa, u otra fuente
carbonada. En las experiencias en las cuales se estudió la esporulación
del hongo en el medio BC, se trabajó con 0.05 % y 0.1 % de urea, u otra
fuente nitrogenada, y con 0.5 % y 1 % de glucosa u otra fuente car¬
bonada.

Para estudiar el efecto de varias fuentes nitrogenadas sobre el creci-
rqiento vegetativo y la esporulación, se utilizaron tanto fuentes de nitró¬
geno inorgánico como orgánico. La Tabla 2 ilustra los valores de peso
seco obtenidos con las distintas fuentes nitrogenadas utilizadas, así como
los valores de pH iniciales y finales registrados.

Los resultados tabulados indican que A. crenulatus puede utilizar tanto
nitrógeno inorgánico como orgánico, y que el mejor crecimiento vegetativo
ocurrió en el medio suplementado con caseína (hidrol. enzim.), asparagina
o urea; la caseína (hidrol. ácida) y el' (NELLHPCÿ resultaron buenas
fuentes nitrogenadas, no así el KNCL. Comparando el crecimiento vege¬
tativo en las dos fuentes inorgánicas de amonio, se observa que los valores
de peso seco en (NELLSCL son significativamente inferiores, lo que coin¬
cidió con un desarrollo anormal, que se tradujo en una baja densidad de
micelio, y con valores de pH inhibitorios para el crecimiento, posiblemente
por acumulación de H2SO4 en el medio de cultivo (Hawker, 1950); cuando
se utilizó glutamina como fuente nitrogenada, también se observó baja
densidad de micelio y bajos valores de pH final.

Los valores de peso seco en los aminoácidos ensayados resultaron in¬
termedios.
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TABLA 2

Efecto de las distintas fuentes nitrogenadas sobre el crecimiento vegetativo de la
cepa C-2179 de «A. crenulatus» ; cada fuente nitrogenada fue agregada, en las

concentraciones indicadas, al medio basal que contenía: d-glucosa, 2 °/o ; sales,

micronutrientes, biotina y tiamina.1

Fuente nitrogenada
(0.5 •/.)

Peso secó

(rag/25 mi)
pHfpHi

Ninguna

KNOs
(NHJ.HPO
(NHJ.SO,
l-asparagina

dl-ácido aspártico . .
1-glutamina

1-ácido glutámico

Caseína (hidrolizada ácida)

Caseína (hidrolizada enzimática).

Urea (esterilizada por Seitz): . . .

6.5Tr 6.5

6.618 6.4
5.5

4.4
95 6.4

6.3Tr
5.5130 6.5

6.36.549
4.56.321
6.448 6.5
5.098 6.5

5.6164 6.5

8.26.5125

1 Cada valor representa el promedio de 9 Erlenmeyer triplicados en 3 experien¬

cias.

El crecimiento, aunque escaso, en el tratamiento testigo, puede expli¬
carse sobre la base de la pequeña cantidad de nitrógeno aportada por el
inoculo, o porque el agar de por sí puede servir como fuente nitrogenada
(Leal et al., 1967).

En la Tabla 3 se muestran los efectos de algunos compuestos nitroge¬
nados sobre la producción de fructificaciones.

De la tabla anterior se deduce que la mejor producción de apotecios se
obtuvo con urea al 0.05 %. En el caso de las otras fuentes, en las cuales
se obtuvo una buena producción, la concentración óptima fue del 0.1 % de
fuente nitrogenada.

Las fructificaciones obtenidas cuando se utilizó KNO3 al 0.05 % eran
totalmente cerradas y contenían ascosporas hialinas no encerradas por una
pared ascal evidente, no observándose formación de paráfisis, en un pe¬
ríodo de 14 días; a los 25 días aparecieron fructificaciones normales en
el borde de las cajas de Petri.

Cuando se usaron aminoácidos y caseína al 0.1 %, las fructificaciones,
en muy pequeño número ( = 1 de la escala) aparecieron al 12? día y
maduraron cinco días más tarde. Con estas fuentes, la mayoría de las
fructificaciones quedaron sumergidas en el medio de cultivo agarizado.
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TABLA 3

Efecto de las distintas fuentes nitrogenadas sobre la reproducción sexual de la ce¬
pa C-2179 de « A. crenulatus » ; cada fuente nitrogenada fue agregada, en las

concentraciones indicadas, al medio basal que contenía: d-glucosa, 1 °/o ; sales,

micronutrientes, biotina, tiamina, agar y polvo de celulosa, 1 °/o. '

Producción de apotecios

Fuente nitrogenada

0.1 700.05 »/o

Ninguua

KNO„ .
(NHJ.HPO,
1-asparagiua

dl-ácido aspártico

1-glutamina

1-íícido glutámieo
Caseína (hidrolizada enzimática). .
Urea (esterilizada por Seitz)

0 C

3 6

0 0

75

Tr Tr

0 0

Tr Tr

TrTr

10 6

* Cada valor representa el promedio de 9 cajas de Petri triplicadas en 3 expe¬
riencias.

Tr : Valores inferiores a 1.

C) Efecto de las fuentes carbonadas sobre el crecimiento vegetativo y la
reproducción sexual.

Se utilizó el medio B para estudiar el crecimiento vegetativo, y el medio
BC para estudiar la producción de apotecios, reemplazando la glucosa por
otra fuente carbonada, y utilizando como fuente nitrogenada asparagina
al 0.5 % para el primer caso y urea al 0.05 % para la producción de apo¬
tecios; de acuerdo a los resultados de las tablas 2 y 3.

La Tabla 4 muestra el efecto de varias fuentes carbonadas, que inclu¬
yen: hidratos de carbono, bajo la forma de mono-, di- y polisacáridos, ácidos
grasos y un alcohol derivado de la glucosa, sobre el crecmiento vegetativo
de A. crenulatus.

Los valores registrados en la tabla 4 indican que A. crenulatus es capaz
de usar hidratos de carbono como única fuente carbonada, y que tanto los
monosacáridos glucosa y mañosa, el disacárido maltosa y el polisacárido
almidón soluble son excelentes fuentes carbonadas para el crecimiento vege¬
tativo de esta cepa. La peníosa ensayada resultó una buena fuente carbo¬
nada para el crecimiento vegetativo.
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TABLA 4

Efecto de las distintas fuentes carbonadas sobre el crecimiento vegetativo de la ce¬
pa C-2179 de «A. crenulatus» ; cada fuente carbonada fue agregada, en las con¬
centraciones indicadas, al medio basal que contenía: l-asparagina, 0.5 “ o; sales,
micronutrientes, biotina y tiamina. i

Fuente carbonada
(2 •/„>

Peso seco
{mg/25 mi)

pHi pHt

Ninguna

d( + )xilosa
d-glucosa .......
Galactosa
d( + )manosa
Fructuosa
l-sorbosa

Maltosa

Celobiosa

Lactosa
Sacarosa

Almidón soluble *

Dextrina

Inulina

Tween 40 **

Tween 80 **

Acetato de Na. . . .
Sorbitol

Tr 6.6 6.6

95 6.5 5.9

135 6.5 5.6

25 6.5 6.4
186 6.5 5.6
35 6.4 6.3

0 6.4 6.5

160 6.4 5.8
103 6.5 5.5
10 6.5 6.5
20 6.5 6.6

66 6.5 5.7
6.5 6.711

20 5.2 5.1
25 5.2 5.1

6.6 8.014

6.728 6.5

' Cada valor representa el promedio de 9 Erlenmeyer triplicados en 3 experien¬

cias.
* No se pudieron registrar valores de peso seco, ni de pH, pero el crecimiento,

estimado visualmente, fue comparable al obtenido en Glucosa o Maltosa.
** En estos casos los valores de pH fueron registrados con papel para pH.

El desarrollo en el resto de los monosacaridos ensayados, resultó com¬
parativamente inferior al obtenido en glucosa o mañosa. Los resultados
obtenidos en sorbosa, son significativos ya que se obtuvo menor creci¬
miento en dicha fuente comparado con el tratamiento testigo (no suple-
mentado).

Respecto del crecimiento vegetativo del hongo en celobiosa, sacarosa y
lactosa, comparado con el mismo en maltosa, resultó bueno en el caso del
primero y muy pobre en el de los dos últimos.
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TABLA 5

Efecto de las distintas fuentes carbonadas sobre la reproducción sexual de la cepa

C-2179 de «A. crenulatus» ; cada fuente carbonada fue agregada, en las concen¬
traciones indicadas, al medio basal que contenía : urea (estéril por Seitz),

0.05 «/o ; sales, micronutrientes, biotina, tiamina, agar y polvo de celulosa, 1»/0. 1

Producción de apotecios

Fuente carbonada

* °/o0.5 ®/o

Ninguna

d(+ )xilosa
d-glucosa

Galactosa

Mañosa
Fructosa
Maltosa

Celobiosa

Almidón soluble

Dextrina

Span 20.

Tween 80

Acetato de Na. . ,

Tr Tr
5

6 10

00

6 8

3' 2

86

6 7
5 6

. 7 9

0 0

3Tr

0 0

Cada valor representa el promedio de 6 cajas de Petri duplicadas en 3 expe¬
riencias.

i

El desarrollo miceliano en dextrina e inulina, resultó inferior al mismo
en almidón soluble, y también menor que en sus productos de hidrólisis.

El sorbitol, alcohol derivado de la glucosa, resultó una fuente carbo¬
nada inferior a ésta; aparentemente el grupo aldehido del azúcar debe
estar presente para una eficaz utilización.

El crecimiento vegetativo en acetato de Na y en los monoderivados
polioxietilén-sorbitán de los ácidos grasos de alto PM,’ palmítico y oleico
(Tween 40 y 80 respectivamente), resultó escaso.

La influencia de las distintas fuentes carbonadas sobre la producción de
apotecios se puede visualizar en la Tabla 5.

Comparando los resultados de la tabla anterior con los obtenidos en las
experiencias en donde se estudió la influencia de distintas fuentes carbo¬
nadas sobre el crecimiento vegetativo, resulta evidente que aquellas fuentes
carbonadas que originaron los valores de peso seco más altos, fueron las
mismas que produjeron una buena producción de apotecios, excepto en
el caso de la dextrina. Con galactosa se observó un escaso crecimiento mice¬
liano, pero resultó inhibitoria para la esporulación, al igual que con Span
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20 ( sorbitán monolaurato ) y con acetato de Na; por el contrario un escaso
crecimiento vegetativo en Tween 80, correspondió a una producción de
apotecios moderada.

La producción de apotecios en el caso del tratamiento testigo, suple-
mentado solamente con polvo de celulosa como fuente carbonada (sin
tener en cuenta la pequeña cantidad de carbono aportada por la urea), se
explica por ser éste un hongo celulolítico.

D ) Efecto de la variación de las concentraciones de glucosa y urea sobre la
reproducción sexual. Relación carbono/nitrógeno.

Se estudió la relación C/N en la reproducción sexual de la cepa C-2179
de A. crenulatus, para determinar qué combinación de dichas concentra¬
ciones es la mejor para una esporulación óptima.

Estas experiencias se llevaron a cabo en 24 medios de cultivo agarizados
(medio BC), en los cuales se varió las concentraciones de urea y glucosa.
Los resultados se observan en la Tabla 6 y en las Láminas 1 y 1'.

Se observó que a medida que se aumentó la concentración de urea más
allá de 0.07 %, una concentración de glucosa inferior a 0.75 % resultó
limitante; además, a medida que se aumentó la concentración de urea debió
aumentarse también la concentración de glucosa para obtener fructifi¬
caciones que expulsen ascosporas .con exosporio.

Entre las combinaciones de urea y glucosa ensayadas, la combinación:
0.05 % de urea y 1.00 % de glucosa, dio los mejores resultados.

TABLA 6

Efecto de la variación de las concentraciones de glucosa y urea sobre la reproduc¬

ción sexual de la cepa C-2179 de «A. crenulatus ». La glucosa y la urea fueron
agregadas, en las concentraciones indicadas, ai medio basal que contenía: sales,

micronutrientes, biotina, tiamina, agar y polvo de celulosa, 1 °/0.‘

Concentración de urea* (°/0)
Concentración

de glucosa (°/o)
0.05 0.07 0.080.06 0.09 0.10

5(N) 3(H) 2(H) 1(H)

6(N) 5(N) 3(H) 2(H)

8(N) 7(N) 6(H) 4(H) 3(H) 2(H)

9(N) 8(N)
'

8(H) 7(H) 6(H)

0.25

0.50

0.75
1.00

Tr 0
1(H) Tr

10(N)

1 Cada valor representa el promedio de 9 cajas de Petri triplicadas en 3 expe¬
riencias.

(N): Expulsión de ascosporas con exospeiio.

(H): Expulsión de ascosporas sin exosporio.
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Láminas 1 y V. — Producción de apotecios de la cepa C-2179 de A. crenulatus en rela¬

ción con las concentraciones de glucosa y urea en el medio de cultivo. El control

se muestra en la parte inferior izquierda de la lámina 1.
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E) Efecto del tiempo de incubación sobre el crecimiento vegetativo y el
pH del medio de cultivo.

Se estudió el crecimiento vegetativo de A. crenulatus en función del
tiempo de incubación (curva de crecimiento) en relación con la variación
del pH del medio de cultivo durante un período de 16 días; se trabajó
con el medio B suplementado con 2 % de glucosa y 0.5 % de asparagina.

peso
seco (mg)

160-

crecimiento

pH----pH

8

/
120- /

j
/

I
80- I

I

6
/

j

-5

12T ~8~ 16
dias

Gráfico 2. — Crecimiento vegetativo de la cepa C-2179 de A. crenulatus, y variación del
pH del medio.de cultivo en función del tiempo de incubación. Cada punto represen¬
ta el peso seco y pH promedio de cultivos triplicados en 3 experiencias.

Las determinaciones de peso seco de micelio y de pH final del medio se
realizaron en el momento de la cosecha. El pH inicial para todas las expe¬
riencias, fue ajustado a un valor de 6.5 luego de la esterilización. Los re¬
sultados obtenidos se ilustran en el Gráfico 2.

Se observó que a medida que el hongo crece se registra una disminución
del pH inicial, alcanzándose el mínimo valor al 10° día de incubación, y
luego un aumento del mismo, que se hizo evidente al 14" día, lo que
coincidió con los primeros valores registrados de la fase de autolisis. Al
mismo tiempo se observó un continuo aumento del peso seco hasta el 8o
día de incubación, siendo proporcionalmente menor basta el 12° día.
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CONCLUSIONES

A partir de las investigaciones de Schopfer ( 1934 ) en Phycomyces
blakesleeanus, se ha encontrado que muchos hongos requieren un sumi¬
nistro exógeno de vitaminas para su normal desarrollo. Es frecuente que
exista entre los hongos filamentosos,, una deficiencia múltiple para bio-
tina y tiamina (Lilly y Barnett, 1951). Entre los Ascomycetes que pre¬
sentan este tipo de deficiencia podemos citar a Óphiostoma (Robbins y
Ma, 1942), Chaetomium (Lilly y Barnett, 1949), Lachnum y Spathularia
(Fries, 1950), Endothia y Podospora (Lilly y Barnett, 1951), Sordaria
(Fields y Maniotis, 1963) y Ascobolus immersus (Yu-Sun, op. cit. ). Te¬
niendo como base estos antecedentes y ante el hecho de que la cepa C-2179
de Ascobolus crenulatus es incapaz de desarrollar en un medio líquido con¬
teniendo glucosa, asparagina y sales minerales, y de que sólo presenta un
crecimiento evidente cuando este medio es suplementado con biotina y
tiamina, resultó evidente que estas dos vitaminas son sustancias de creci¬
miento indispensables para el desarrolló vegetativo del hongo. Aunque no
se han hecho experiencias tendientes a demostrar la existencia de una
deficiencia parcial (Lilly y Barnett, 1951) o condicionada (Robbins y Ka-
vanagh, 1942), que por otra parte escapan a los objetivos del presente
trabajo, podemos asegurar que tanto la biotina como la tiamina son limi¬
tantes para el desarrollo de la cepa C-2179 de A. crenulatus. Es de desta¬
car que en lo referente a las cantidades óptimas requeridas de estas dos
vitaminas, el comportamiento de nuestra cepa coincide casi exactamente
con el de la cepa + K5 de A. immersus ( Yu-Sun, op. cit. ) .

Brock (1951), trabajando con Morchella esculenta, destaca que en el
estudio de la relación nutrición-crecimiento hay que tener en cuenta que
siendo éste un proceso fisiológico complejo, un único factor de por sí, no
determina el grado de crecimiento de un organismo, sino que están invo¬
lucrados un complejo de factores más o menos interrelacionados; y que
cualquier ensayo para dilucidar los requerimientos en compuestos nitro-

. genados y carbonados de un hongo, involucra necesariamente el control de
todas las variables excepto las ensayadas. Los ensayos que se llevaron a
cabo en el presente trabajo son limitados en extensión, ya que las expe¬
riencias de utilización de compuestos nitrogenados y carbonados se reali¬
zaron utilizando concentraciones fijas de dichas fuentes (que no corres¬
ponden necesariamente a las cantidades de nitrógeno o carbono libres en
el medio), y empleando respectivamente, glucosa como fuente carbonada
y asparagina, o urea, como fuentes nitrogenadas, en los ensayos respectivos.
En la discusión que sigue, cualquier interpretación será considerada válida
bajo las condiciones experimentales empleadas.

Al analizar las concentraciones óptimas de fuentes nitrogenadas para el
crecimiento vegetativo y la reproducción sexual, se observó que una- con¬
centración óptima para el crecimiento resultó inhibitoria para la esporu-



112 BOLETíN DE LA SOCIEDAD ARGENTINA DE BOTáNICA, XVII (1-2), 1976

lación; además se observó que a una concentración de 0.1 % de urea las
ascosporas no formaron exosporio. Este hecho, regulado por la calidad y
la cantidad de la fuente nitrogenada, fue registrado en el género Ascobolus
por varios investigadores y como consecuencia de distintas condiciones
ambientales: Dodge (1912 b) en A. magnificus; Gwynne-Vaughan y Wi¬
lliamson (op. cit. ) trabajando entre otras especies, con A. viridulus
(= A. crenulatus) ; y más recientemente Ranalli y Cinto (op. cit.) en
A. albidus.

En las experiencias para determinar las concentraciones óptimas de glu¬
cosa para el crecimiento vegetativo y la reproducción sexual, se observó
que una concentración óptima para el primero resultó inhibitoria para la
esporulación. Hechos similares fueron observados en Ascomycetes por
Hawker (1939), Hawker y Chaudhuri (1946) y Hawker (1947) entre
otros.

Comparando las concentraciones tanto de fuentes nitrogenadas como
carbonadas para el crecimiento y la esporulación, se verificó que los esta¬
dios reproductivos se vieron favorecidos por un medio más diluido en
sus fuentes carbonadas y nitrogenadas (Hawker, 1957); Page (1960)i
asocia este comportamiento a la ecología del hongo ( en este caso coprófilo ).

Al estudiar los requerimientos en fuentes nitrogenadas para el creci¬
miento vegetativo de A. crenulatus, se observó que puede utilizar tan,to
nitrógeno inorgánico, bajo la forma de sales de amonio, como orgánico, bajo
la forma de asparagina, urea y caseína hidrolizada. De acuerdo con estos
resultados se puede incluir a esta cepa en el grupo III de la clasificación
propuesta por Robbins (1937), y en este sentido se asemejaría a otros
hongos coprófilos (Page, 1952 y Fríes, 1955) y no a A. immersus (Yu-Sun,
op. cit.). A pesar de que no hemos hecho experiencias para verificar si
este organismo es capaz de fijar nitrógeno atmosférico, es de esperar, de
acuerdo con las predicciones de Robbins (op. cit.), que ello no ocurra.

Cuando se estudió el efecto de las distintas fuentes nitrogenadas para
la esporulación no se observó una correlación entre estos resultados y los
hallados para el crecimiento vegetativo; así la cepa C-2179 de A. crenulatus
no puede utilizar nitrógeno bajo la forma de KNO3 ( en ensayos con NaNO?
se obtuvieron resultados similares ) , pero sí para la reproducción sexual. El
escaso crecimiento en un medio suplementado con. KNO3 puede deberse a
una lenta utilización de dicha fuente, como sucede en algunas especies de
Basidiomycetes (Hacskaylo et al., 1954; Fries, 1955), que no permitió
un buen desarrollo del micelio vegetativo pero sí una buena producción de
apotecios en los períodos de tiempo empleados.

Cuando se utilizó KNO3 al 0.05 %, se obtuvieron fructificaciones que
no presentaron el desarrollo hemiangiocárpico típico de A. crenulatus
(Gamundí y Ranalli, 1969), cleistohimenial abierto en la fase mesóhimenial
en el sentido de van Brummelen ( 1967); un comportamiento similar, aun¬
que con algunas diferencias, fue observado por Ranalli y Cinto ( op. cit. )
en A. albidus al crecer en condiciones de oscuridad.
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Cuando se utilizó nitrógeno bajo la forma de (NtLhHPCL y de caseína
(hidrol. enzim.) se notó que si bien fueron buenas fuentes para el creci¬
miento vegetativo no lo fueron para la esporulación. Recientemente varios
autores han encontrado que la formación de estructuras reproductivas en
Ascomycetes superiores, se ve afectada por los compuestos inorgánicos de
amonio (Ross y Hamlin, 1965; Ross y Bremmer, 1971 y Qureshi y Page,
1972). Hirsch (1954) encontró que la formación de protoperitecios en
Neurospora crassa se vio inhibida por altas concentraciones de caseína
hidrolizada, lo que coincidiría con los resultados hallados en A. crenulatus
con dicha fuente.

Estas diferencias de respuesta del hongo creciendo en medio líquido y
medio agarizado y utilizando la misma fuente nitrogenada, reflejaría la
importancia de los factores ambientales en la asimilación de compuestos
nitrogenados (BJrock, op. cit. ).

Los aminoácidos ensayados no resultaron buenas fuentes nitrogenadas
ni para el crecimiento vegetativo ni para la esporulación, y aunque no
hemos trabajado con otros aminoácidos, podemos postular de que no se
ajustarían a la clasificación de Pelletier y Keitt (1954). En el caso del
ácido aspártico, podría sugerirse que la pobre utilización de dicha fuente
se debe a que se empleó la mezcla racémica en lugar de la forma levorrota-
toria (Lilly y Barnett, 1951; Pelletier y Keitt, op. cit.), y comparando

los resultados obtenidos al trabajar con asparagina, la amida resultó
mejor fúñete nitrogenada que su correspondiente aminoácido; existiendo
una extensa literatura al respecto (Leonian y Lilly, 1940 y Leaphart, 1956;
entre muchos otros ) y que podría explicarse por un mayor aprovechamiento
del nitrógeno de la amida o por permeación diferencial a través de la
membrana celular (Page, 1952; Fries, 1955).

Aunque el método usado en estas experiencias para la valoración de la
producción de apotecios no permitió detectar diferencias sustanciales entre
algunos de los distintos tratamientos y entre algunos de los tratamientos
entre sí, en líneas generales se observó una correspondencia entre creci¬
miento vegetativo y reproducción sexual, en cuanto a la utilización de las
distintas fuentes carbonadas. Los mejores resultados se encontraron en
glucosa y en aquellos di- o polisacáridos que dan esta hexosa por hidró¬
lisis, y en mañosa ( aldohexosa muy relacionada a la glucosa ) .

Los resultados obtenidos con fructosa, comparados con
glucosa, concuerdan con lo hallado por Margolin ( 1942) en varias especies
de hongos. Estas diferencias en cuanto al distinto aprovechamiento de
este azúcar, así como del resto de los azúcares ensayados, pueden basarse
en las diferencias estructurales entre éstos (Steinberg, 1942; Cantino,
1949 a y 1949 b), o porque esta cetohexosa (al igual que la sorbosa)
sufren una mayor alteración que la glucosa durante el proceso de esteriliza¬
ción por calor, formándose compuestos furfurales (Newth, 1951).

La galactosa resultó una mala fuente carbonada para el crecimiento vege¬
tativo; los bajos valores de peso seco en este azúcar pueden explicarse por
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un lento aprovechamiento de este monosacárido, que se traduce en una
lenta velocidad de crecimiento en el medio de cultivo suplementado con
galactosa (Horr, 1936); Edgecombe, 1938), postulándose la necesidad de
producir enzimas adaptativas para el aprovechamiento de este monosacá¬
rido (Spiegelman, 1950). El escaso crecimiento en galactosa parece ser
bastante frecuente en los distintos grupos de hongos (Hawker, 1939;
Shade, 1940; Margolin, op. cit.; Page, 1952; Lilly y Barnett, 1953; Fries,
1955; Howard y Bigelow, 1969, entre otros). El efecto francamente inhi¬
bitorio de este compuesto (que se manifestó durante un período muy
prolongado de incubación) sobre la reproducción sexual de la cepa C-2179
de A. crenulatus es comparable al efecto tóxico de la galactosa en las
plantas verdes (Knudson, 1915, 1917), efecto que en general no se en¬
cuentra en los hongos (Edgecombe, op. cit.).

La sorbosa resultó inhibitoria para el crecimiento vegetativo. Barnett y
Lilly (1951), encontraron inhibición de la extensión hifal y muerte de
extremos hifales de varias especies de hongos creciendo en un medio suple-
mentado con sorbosa como única fuente carbonada; más recientemente
Moore y Stewart (1972), también observaron inhibición de la extensión
hifal en Coprinus lagopus.

La diferencia de respuesta de la cepa C-2179 de A. crenulatus en maltosa
y celobiosa demostraría que el enlace a 1-4 de la maltosa es roto con
mayor facilidad que el fi 1-4 de la celobiosa; no pasa lo mismo con el
P 1-4 de la lactosa, que resultó una fuente carbonada muy pobre para el
crecimiento vegetativo de esta especie; el escaso crecimiento en lactosa
( azúcar de la leche de los mamíferos, no encontrado en plantas superiores )
es un hecho bastante generalizado en los hongos, sobre todo cuando el
tiempo de incubación es corto, lo que sugeriría la posible intervención de
una enzima adaptativa, la que llevaría a cabo la hidrólisis de la lactosa
(Lilly y Barnett, 1953). El escaso crecimiento en sacarosa coincide con
lo hallado por Hawker (1939, 1947) en Melanospora destruens 'y por
Margolin ( op. cit. ) en un considerable número de hongos y reflejaría tam¬
bién una deficiencia en la síntesis de la sacarasa.

Los resultados encontrados en los polisacáridos ensayados mostraron
gran variación. El menor crecimiento vegetativo en ínulina y dextrina,
comparado con el mismo en almidón soluble, podría explicarse en el primer
caso por la lentitud en la síntesis de la enzima hidrolítica correspondiente
(Cochrane, 1963); el segundo caso resultó llamativo porque si bien la
dextrina resultó una fuente carbonada comparable al almidón soluble •

para la esporulación, no lo fue para el crecimiento vegetativo, a pesar de
que los valores de pH finales registrados parecieron demostrar lo con¬
trario; este resultado merece una verificación posterior.

Las conclusiones respecto a la deficiencia en la síntesis de las enzimas
hidrolíticas correspondientes son limitadas en cuanto no se han realizado
experiencias utilizando mezclas de azúcares simples, aunque Horr ( op. cit. )
y Hawker (1947) establecen que no siempre es posible hacer este tipo
de extrapolaciones.
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El acetato de Na resultó una mala fuente carbonada, tanto para el
crecimiento vegetativo como para la esporuláción, esto posiblemente se
debió a que se alcanzaron rápidamente pH alcalinos inhibitorios para el
desarrollo del hongo, debido a que el ión acetato fue intercambiado rápida¬
mente del medio de cultivo. Según Cochrane ( op. cit. ) este compuesto es
tóxico para la mayoría de los hongos, y de acuerdo a Lilly y Barnett (1961 )
inhibitorio del crecimiento.

A pesar de su mayor permeación a través de la membrana celular (Page,
1952), los Tweens ensayados, en general, no resultaron buenas fuentes
carbonadas, tal vez porque el pH inicial no pudo ajustarse dentro del
rango óptimo, o porque de acuerdo con la procedencia de la droga no po¬
demos asegurar su calidad.

Excepto en el caso de la urea se observó, en líneas generales, que un
buen crecimiento vegetativo estuvo acompañado por una acidificación del
medio en los períodos de incubación empleados.

Podemos concluir que los requerimientos en fuentes carbonadas de la
cepa C-2179 de A. crenulatus coinciden, en rasgos generales con los encon¬
trados por Yu-Sun ( op. cit. ) en las cepas estudiadas de A. immersus.

Se comprobó que la esporuláción y las características morfológicas de
las ascosporas de A. crenulatus, se vieron afectadas por el balance C/N, lo
que ya se ha verificado para varias especies de hongos (Nitimargi, 1937),
Ñeurospora crassa (Westergaard y Mitchell, op. cit. y Hirsch, op. cit.),
Pilobolus kleinii (Page, 1960) y algunas especies de Phytophthora (Leal
et al., op. cit.).

Los resultados obtenidos cuando se estudió el tiempo de incubación
sobre el crecimiento vegetativo y las variaciones de pH del medio de cul¬
tivo, están de acuerdo con los conceptos de Lilly y Barnett (1951), que
expresan que los procesos de formación de ácidos predominan en los
primeros estadios del crecimiento. Además, el tipo de curva obtenida de
variación de pH con el tiempo, es frecuente en los hongos: Dimond y
Peltier (1945 ) en Penicillium notatum en un medio con glucosa y distintas
fuentes nitrogenadas; Lilly y Barnett (1947) en Sordaria fimicola, en un
medio glucosa-caseína; y finalmente, en rasgos generales, con Yu-Sun (op.
cit.) en la cepa + Ks de A. immersus, en un medio dextrina-asparagina.
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