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Resumen

Nota

Crecimiento de especies del género
Ascobolus. 11. (Pezizales - Ascomycota)

Diana Ana Dokmetzian y Maria Esther Ranalli

Departamento de Biodiversidad y Biologia Experimental, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina

Se estudio la cinética del crecimiento en cultivo en medio liquido de seis
especies del género Ascobolus. Los resultados obtenidos muestran variacion
entre las especies, que difieren entre si en la extensién de las fases de la curva.
Considerando la duracion de la fase de crecimiento exponencial, se reconocen
cuatro grupos. La fase estacionaria, de variada longitud, frecuentemente es muy
corta, entrando rapidamente en la fase de muerte, acompafiada por la autdlisis

del micelio.
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Growth in species of the genus Ascobolus. 11.
(Pezizales- Ascomycota)

Summary

The kinetics of growth of six heterothallic species of the genus Ascobolus was

studied in liquid culture media. The results obtained showed variation among
the species in the duration of the different phases of the growth cycle.

Four groups can be recognized considering the extension of the exponential
phase of growth. The stationary phase, wich differs in its length, is frequently
very short, entering quickly in the phase of death, accompanied by the autolysis

of the mycelium.
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Desde hace aproximadamente cuarenta afios, a partir
de las investigaciones de Chang et al. [1] en Neurospora
spp y de Clare [4] en Phytophthora spp, ha habido un
notable interés en aplicar andlisis moleculares en la identi-
ficacion y clasificacion de los hongos.

Los sistemas de clasificacién biolégicos procuran
colocar a los organismos en una disposicién ordenada y
conveniente, se basa en general, en relaciones genéticas,
constituyendo una clasificaciéon natural. La misma estd
firmemente arraigada, y tiene sin duda, valores sobresa-
lientes. Sin embargo, tiene limitaciones y éstas pueden y
deben ser reconocidas.

La caracterizaciéon molecular de los organismos ha
avanzado rapidamente. Esto es de particular valor en gru-
pos criticos, donde existe dificultad para la utilizacién de
los métodos cldsicos de la taxonomia tradicional. Sin
embargo, los componentes celulares utilizados como para-
metros son influenciados, en muchos casos, por la compo-
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sicién y el pH de los medios de cultivo, la temperatura de
incubacién, asi como por el tipo y edad fisiolégica del cul-
tivo. Por tal motivo, debe procurarse estandarizar las con-
diciones culturales para realizar comparaciones entre los
individuos.

Con tal fin, en este trabajo, se encaré el estudio de
la cinética del crecimiento de seis especies del género
Ascobolus, algunas de ellas cercanamente relacionadas
entre si y dificiles de separar por los métodos tradicio-
nales.

Ascobolus gamundii Dokmetzian & Ranalli, Asco-
bolus michaudii Boud., Ascobolus bonaerensis Dokmet-
zian, Giménez M, Cinto & Ranalli, Ascobolus campanen-
sis Dokmetzian, Giménez M, Cinto & Ranalli son especies
heterotélicas y Ascobolus crenulatus P. Karst. y Ascobolus
stictoideus Speg. son homotdlicas. Todas pertenecen a la
familia Ascobolaceae (Ascomycota - Pezizales), cuyo
habitat natural, aunque no excluyente, es el estiércol de
animales herbivoros.

Se han realizado varios estudios nutricionales en
especies del género Ascobolus: Ascobolus immersus [13],
Ascobolus crenulatus [6], A. furfuraceus [8]. En Ascobolus
biguttulatus se estudi6 el crecimiento vegetativo en dis-
tintas concentraciones de glucosa, asparagina y vitami-
nas [2,3], sugiriéndose un medio de cultivo sintético ade-
cuado para su crecimiento y sin variacion de pH a lo largo
de la curva [6].

En este trabajo se realizaron y compararon las cur-
vas de crecimiento de las especies homotalicas y de las dos
cepas sexualmente compatibles de cada una de las especies
heterotdlicas estudiadas, utilizando peso seco como
medida de estimacién del crecimiento, con estos datos se
realizaron las curvas de crecimiento y se delimitaron las



distintas fases de las mismas. Asimismo, se compararon
los dias en que el crecimiento vegetativo del micelio llega
a su punto maximo y la cantidad de biomasa obtenida en
dicho punto.

Materiales y métodos

Organismos utilizados. Se utilizaron las siguientes
cepas: A. gamundii BAFC 748 y 765, A. michaudii BAFC
807 y 815, A. bonaerensis BAFC 1062 y 1063, A. campa-
nensis BAFC 1067 y 1068, A. crenulatus BAFC 827 y
A. stictoideus BAFC 860. Todas las cepas pertenecen a la
coleccién de cultivos del Departamento de Biodiversidad
y Biologia Experimental de la Facultad de Ciencias Exac-
tas y Naturales de la UBA.

Se realizaron cultivos monospéricos para cada
especie, siguiendo la metodologia empleada en trabajos
anteriores [7], los que se conservaron a 5 °C en medio PF
en tubo en pico de flauta. En las especies heterotilicas se
seleccionaron dos pares compatibles y para determinar la
polaridad se cruzaron entre si cada uno de los cultivos
monospéricos de un par compatible con cada uno de los
cultivos monosporicos de otro par compatible, en cajas de
Petri con medio PF. La tabla 1 muestra los pares compati-
bles, la polaridad, localidad, sustrato y fecha de recoleccién.

Medios de cultivo

PF: extracto de levadura 3 g, agar: 18 g, agua des-
tilada 1000 ml, papel de filtro.

AA: agar 18 g, agua destilada 1000 ml.

GA (glucosa-asparagina): SO:Mg.7H-0: 0,5 g,
PO:H:K: 0,5 g, PO:HK:: 0,6 g, ClMn.4H-0: 0,09 mg,
BO:H:: 0,07 mg, MoO:Na:: 0,02 mg, Cl:Fe: 1 mg, glucosa:
15 g, L(-) asparagina: 4 g, biotina: 5 pg, tiamina. 0,1 mg,
agua bidestilada hasta completar 1000 ml. Todas las dro-
gas utilizadas fueron de grado analitico. Las soluciones
stock de vitaminas fueron esterilizadas por filtracion.

Los cultivos en medios sélidos se realizaron en
cajas de Petri con 20 ml de medio y un disco de papel de
filtro estéril y en tubo de ensayo con medio en pico de
flauta y una tira de papel de filtro de 1 x 5 cm y el liquido
en frascos erlenmeyers de 125 ml con 50 ml de medio, se
taparon con tapones de algodén forrados con gasa quirtr-
gica y se cubrieron con papel de aluminio.

Todos los medios de cultivo se esterilizaron en
autoclave a 120 °C, durante 20 minutos. Los frascos
erlenmeyers y las cajas se inocularon con cubos de AA de
9 mm’ provenientes del borde de una colonia de 3-4 dias
de crecimiento y se incubaron en cdmara de cultivo New
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Brunswick G-27 a 23 °C con luz provista por 4 tubos fluo-
rescentes de 20W cada uno y con agitacion constante de
125 rpm en el caso de los cultivos liquidos.

El micelio fue cosechado por filtracién en embudo
Buchner a presion reducida a través de papel de filtro
Whatman GP. El micelio retenido fue lavado con agua
bidestilada, secado en estufa a 70 °C hasta peso constante.

Estimacion del crecimiento. Se utilizé el peso seco
como estimador del crecimiento. Los resultados presenta-
dos son el promedio de tres mediciones para cada punto
con un error estdndar inferior al 5 %.

Resultados

La figura 1 muestra las curvas de crecimiento de las
especies del género Ascobolus estudiadas en medio liquido
GA. En las especies heterotélicas, el comportamiento entre
las dos cepas compatibles no presenta diferencias entre si
o son leves (Figura la,b,c,d). Todas las especies mostraron
un buen crecimiento y los maximos se registraron entre los
dias 6 y 35. Los valores maximos de peso seco obtenidos
fueron de alrededor de 6.5 mg/ml para A. gamundii
(Figura 1b) y un minimo de 4 mg/ml para A. campanensis
(Figura 1d).

Considerando las distintas fases de las curvas de
crecimiento encontramos que los periodos de preparacion
(lag) muestran marcadas diferencias; en A. crenulatus,
A. stictoideus, A. michaudii y A. gamundii es alrededor de
cinco dias; en A. campanensis de ocho dias y en A. bonae-
rensis es mucho mas prolongado llegando a los quince dias.

Al considerar la fase de activo crecimiento (expo-
nencial) vemos que las curvas de crecimiento de las dos
cepas de A. michaudii tienen mayor pendiente, alcanzando
el pico maximo antes que las demas (Figura la).

Después de alcanzar el maximo crecimiento, A. bo-
naerensis (Figura 1c) y A. campanensis (Figura 1d) entran
en una fase estacionaria corta que lleva a un decaimiento
abrupto en el peso seco, mientras que en A. gamundii
(Figura 1b) y A. michaudii (Figura la) la fase estacionaria
es mas larga y el decaimiento mucho mas gradual. Las
especies homotdlicas presentan curvas de crecimiento
semejantes entre si con un periodo lag corto, fase estacio-
naria intermedia y decaimiento gradual (Figura le y f).

En cuanto a la morfologia de las colonias, se
observé que éstas desarrollan en masas esféricas con una
zona marginal de activo crecimiento alrededor del micelio
mads viejo crecido sobre el in6culo. Estas colonias varian
en forma y /o textura como consecuencia de la ramifica-
cion de las hifas. Las seis especies estudiadas presentan un
patrén de crecimiento «globoso».

Tabla 1. Especies de Ascobolus, pares compatibles, polaridad, sustrato y fecha de recoleccion.

Especie Cepa Polaridad Localidad (Sélt?é:?:?l) Fecha

A. gamundii 4 + Recreo, SF, Arg Vaca Junio, 1971
A. gamundii 5 - Recreo, SF, Arg Vaca Junio, 1971
A. michaudii 6 + Cdad. Universitaria, BA, Arg. Vaca Abril,1994
A. michaudii 5 - Cdad. Universitaria, BA, Arg. Vaca Abril, 1994
A. bonaerensis 7 + Cdad. Universitaria, BA, Arg. Vaca Abril, 1994
A. bonaerensis 5 - Cdad. Universitaria, BA, Arg. Vaca Abril, 1994
A. campanensis 1 + Campana, PBA, Arg. Vaca Abril,1994
A. campanensis 3 - Campana, PBA, Arg. Vaca Abril, 1994
A. crenulatus 2 homo Campana, PBA, Arg. Vaca Abril, 1994
A. stictoideus 6 homo Campana, PBA, Arg. Vaca Abril, 1994

SF: Provincia de Santa Fe, BA: Ciudad de Buenos Aires, PBA: Provincia de Buenos Aires.
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Figura 1. Crecimiento de las especies de Ascobolus en medio de cultivo liquido medido como mg de peso seco de micelio/ml de medio de cultivo.



Discusion

El crecimiento es un fenémeno complejo que invo-
lucra cambios morfolégicos, moleculares y celulares, que
dependen del organismo y de las condiciones experimen-
tales. El estudio de organismos filamentosos en cultivo
liquido presenta algunas dificultades practicas, tales como
la presencia de heterogeneidad dentro de la biomasa, la
cual puede deberse a la fijacion y crecimiento del orga-
nismo sobre las paredes del recipiente de cultivo, o bien a
la formacién de «pellets». Estos son masas esféricas o
elipsoidales de hifas con estructura variable, entrelazadas
laxamente a densamente empaquetadas [11]. Yanagita et
al. [12] proponen la existencia de cuatro regiones en el
«pellet», la mds externa con hifas viables, que rodean a
una capa de hifas con signos de autdlisis. En «pellets»
huecos, existirfa una tercera capa, con hifas de paredes
irregulares, mientras que el centro contiene micelio no
reconocible.

La existencia de estos factores conduce al estable-
cimiento de areas discontinuas de crecimiento los que
afectan la producciéon de biomasa. Ademds, la heteroge-
neidad intrinseca del cultivo surge del tipo de crecimiento
de las hifas, con extensién, pero poca biosintesis de novo
en el dpice, activa biosintesis detrds del dpice y reducida
actividad en regiones mds distantes cuando la hifa enve-
jece y se vacuoliza.

Los resultados obtenidos muestran una gran varia-
bilidad en el comportamiento de las especies de Ascobolus
estudiadas variabilidad también observada en otras espe-
cies de Ascobolus [5] y en Coprotus [10]. Si bien la bio-
masa obtenida en el punto de mdximo crecimiento no
difiere mayormente entre las especies, la cinética del cre-
cimiento es marcadamente distintiva, pudiéndose destacar
los siguientes hechos:

En A. bonaerensis y A. gamundii, las dos cepas
compatibles alcanzan el mdximo crecimiento el mismo
dia, mientras que en A. campanensis y A. michaudii lo
hacen con uno o dos dias de diferencia lo que podria inter-
pretarse como una pequefia diferencia en la bateria enzi-
matica disponible.
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Si consideramos la duracién de la etapa de creci-
miento exponencial, podemos diferenciar cuatro grupos:
a) periodo mas extendido, en A. bonaerensis que alcanza
la fase estacionaria alrededor del dia 35 de la inoculacion,
b) Intermedios, en A. campanensis dia 20 y A. stictoideus
dia 17, c) corto, en A. crenulatus 'y A. gamundii el dia 11,
d) periodo mas corto en A. michaudii el dia 6 y el 8. Estas
diferencias en la velocidad especifica de crecimiento
podrian deberse a que los nutrientes pueden ser metaboli-
zados a diferentes velocidades controlando de esta manera
su disponibilidad para la sintesis de macromoléculas.

La declinacién de la velocidad de crecimiento esta-
ria producida por el envejecimiento del medio, el consumo
exhaustivo de los nutrientes que se tornan limitantes, asi
como también, por la acumulacién de productos de dese-
cho. Al alcanzar el maximo crecimiento, A. bonaerensis 'y
A. campanensis entran en una fase estacionaria muy corta,
que lleva a una disminucién brusca del peso seco, entrando
rapidamente en la fase de muerte, acompafiada por la auté-
lisis del micelio. En las restantes especies la fase estacio-
naria es mas larga y el decaimiento es gradual.

Finalmente, podemos decir que los resultados obte-
nidos nos permiten concluir que la cinética del crecimiento
muestra marcadas diferencias dentro de las especies estu-
diadas del género Ascobolus, lo que lo diferencia neta-
mente del género Saccobolus, en el que las curvas de cre-
cimiento son similares en las distintas especies, sin fase
estacionaria y con una disminucién abrupta del peso seco,
al comenzar la autdlisis [9].

El conocimiento de la cinética del crecimiento bajo
condiciones controladas y perfectamente definidas, nos
permitird la obtencién de muestras de micelio de las dis-
tintas especies, en estados fisiolégicos comparables. Dado
los resultados obtenidos para cada una de las especies
estudiadas se ha determinado el intervalo de 1 a 3 dias
previos a la iniciacién de la fase estacionaria como el ideal
para obtener dichas muestras.
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