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ABSTRACT: Dokmetzian, D. A., Giménez, M. C., Cinto, |I. E. & Ranalli, M. E. 2004.
Systematic and biological study of Ascobolaceae of Argentina XIX. Two new species of
AscobolugAscomycota) Hickenia3(49): 205-211.

In the present contribution, two new speciedstobolusare describedd. campanensisp.
nov. and A. bonaerensissp. nov. Both species are heterothallic and belong to section
Dasyobolus. Ontogenetic studies showed a “cleistohymenial” ascocarp development which
generally opens at late “telohymenial” phase. In darkness neither fructifications are formed nor
esporulation occurs iA. bonaerensishowever inA. campanensiascomata are formed with
ascospores without perisporium, few paraphyses and hymenial mucilage that difficults ascocarp
opening and ascospore discharge.

Key words: Diversity, Fungidscobolus Development.

RESUMEN: Dokmetzian, D. A., Giménez, M. C., Cinto, I. E. & Ranalli, M. E. 2004. Estudio
sistematico y biologico de las Ascobolaceas de Argentina XIX. Dos nuevas especies de
AscobolugAscomycota)Hickenia3(49): 205-211.

Se describen dos nuevas especigssdebolus: A. campanensig. nov. YA. bonaerensisp.
nov. Ambas son heterotdlicas, cleistohimeniales abriéndose en la fase telohimenial y pertenecen
a la seccién Dasyobolus. La luz es determinante para la produccién de fructificacidnes en
bonaerensigjue no esporula en oscuridad completad Esampanensisg obtienen ascomas en
oscuridad pero con ascosporas sin perisporio, con pocas parafisis y escaso mucilago himenial, lo
que dificulta la apertura de la fructificacion y la liberacion de las ascosporas.

Palabras clave: Diversidad, HongAscobolusDesarrollo.

INTRODUCCION

Continuando con el estudio sistematico yespecies son heterotélicas y por sus caracteris-
biolégico de las Ascobolaceas de Argentinajcas micro y macromorfologicas, asi como por
en este trabajo se describen dos nuevas espée-tipo de desarrollo, se encuentran ubicadas
cies deAscobolusPers. per Hook.Ascobolus dentro de la seccion Dasyobolus (Sacc.)
bonaerensiy Ascobolus campanensiémbas  Brumm. (Brummelen, 1967).
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MATERIALES Y METODOS leg.Maria Esther Ranallil.0-06-99, in fimo

A partir de los apotecios obtenidos en las Vaccino (holotipo, BAFC 51250 conser-
camaras himedas con el estiércol original, reco- Vatus est.).

gimos ascosporas, y siguiendo la metodqlogia Apothecia sessilia, 260-700 mm diam.

que empleamos en trabajos anterioréReceptaculum initio subglobulare vel

(Gamundi & Ranalli, 1966) obtuvimos cultivos oygideum deinde oblongo—ellipsoideum vel

monospdricos axénicos en medio nutritiveyyjindricum, saepe basi angustatum, albidum.

estandar (PF) que conservamos a 5 °C. Para Iegcipulum textura intricata.

estudios de sexualidad, crecimiento y desarro-

llo utilizamos medios sélidos semisintético GA  Asci clavati, 180-270 x 20—27 mm, 8-spori,

(glucosa-asparagina) (Galvagno, 1976) y natipariete iodo saturate caeruleo.

rales ET (estiércol tindalizado) en camara incu- o

badora a temperatura constante de 23 °C y luz Paraphyses 2-2,5 mmrassae, simplices,

continua (Ranalli & Gamundi, 1975). pluriseptatae in matrice mucilaginosa,
Utilizando ascosporas de cultivos seco§'SCOSPorae 18-21 x 810 mm.ellipsoideae

de A. amoenusonservados en nuestro laboP"iMo hyalinae, deinde violaceae, denique

ratorio, obtuvimos aislamientos monospé-castanea.

ricos_ que empleamos en en,sfayos de inte_rcru- Apoteciospequefios 260—700 mm didm. por
éam|e_ntos. Cep:;s m_gnosponcz_isdcofmpafc;_bl%soo_Soo mm de altura, superficiales, solitarios a
eA. immersubtenidas a partir de fructifi- gregarios, transltcidos de color blanco con tin-

caciones emstiércol de vaca coleccionado engq 105 Cleistohimeniales, abriéndose en la
la granja de la Ciudad Universitaria de la Cludacflase telohimenial tardia, piriformes a sub-

Auténoma de Buenos Aires y recientemente a'%jlobosos cuando jévenes, con una porcion
ladas fueron utilizadas con el mismo propésito. basal lisa que corresponde al excipulo y una

g Metodo(sj_ls?enﬂmatlcok)sl micelios crec]:- porcién superior que emerge de la anterior,
os en medio liquido GA (Galvagno, 1976) fue.,titiida por los apices de las parafisis y los

ron cosechados el dia de maximo crecimientq ., maqyros, sumergidos en abundante muci-
(Dokmetzian & Ranalli, 2003), molidos con nltro-lago himenial. transltcido e incoloro

geno liquido y posteriormente con buffer de

extraccion (Dokmetzian, 1999). Se empled latéc- Ascos180—270 x 20—27 mm, cilindricos a sub-
nica de electroforesis horizontal en geles deilindricos, curvados generalmente hacia la luz
poliacrilamida (Beckman & Johnson, 1964) akuando ésta incide lateralmente. Opérculo cen-
7 % a 4 °C con una diferencia de potencial de 123fxl persistente en el asco que ha expulsado sus
volts. Los sistemas isoenzimaticos analizadogscosporas. Octosporados, con ascosporas
fueron SOD (superoxido dismutasa) y ESTuniseriadas cuando jovenes, biseriadas al ma-
(esterasa) para los cuales se utilizo Tris-citrat@urar, ubicandose en la porcion apical del asco
pH 8,5 como buffer de gel y borato de litio pH 8,Jmaduro. Reaccion amiloide positiva.

como buffer de corrida (Scandalios, 1969;

Saidman, 1985). La tincion de los geles se realizo Ascosporas18-21 x 8-10 mm, biseriadas,
seglin Wendel & Weeden (1989) y se determinglipsoidales alargadas, al comienzo hialinas, lue-
la movilidad relativa (Rf) de cada banda corfl© Violado intenso y finalmente castafas.

respecto al frente de azul de bromofenol. Perisporio con espinas muy finas. Cada espora
rodeada por mucilago dispuesto lateralmente.

RESULTADOS . . o Parafisis 2-2,5 mm deliametro, simples,
Ascobolus campanensiBokmetzian, Giménez, pluricelulares, con células alargadas, pluri-

Cinto & Ranalli, sp. nov. TIPO: Argentina. nucleadas, hialinas, embebidas en la zona apical
Buenos Aires: Partido Campana, Otamenden abundante mucilago transparente.
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Excipulo de textura “intricata”, no diferen-  Ascos 400—600 x 52—60 mm, claviformes a
ciado en corteza y médula, con células de pareilindricos cuando completan su desarrollo,
des engrosadas, con pigmento intercelulasctosporados, ascosporas inmaduras unise-
amorfo, de color ferrugineo. Hacia afuera sueleniadas, finalmente biseriadas, ocupando el tercio
encontrarse grupos de células globosas de cosuperior del asco. Opérculo central persistente
tenido pobre y pared gruesa constituyenden el asco vacio. Reaccién amiloide positiva
furfuraciones. cuando jovenes, con reaccion leve en ascos

. . maduros.
Observacionesesta especie parece estar re-

lacionada coi. hawaiiensi8rumm. de la cual Ascosporas?9-36 x 16,5-19 mm, al principio

se distingue por el mayor tamafio de las fructifihialinas, luego violado intenso y finalmente cas-
caciones, los ascos mas pequefios y las asctafio violaceo. Perisporio finamente asperulado
poras con una relacién largo-ancho mayor. Tangon 1 6 2 grietas longitudinales. Abundante mu-
bién se encuentra aparentemente relacionaddago que rodea asimétricamente la ascosporay
conA. elegand. Klein, del cual se distingue porse disuelve facilmente en agua; al secarse las
el color de las fructificaciones, el tamafio de laascosporas expulsadas, sobre algunas de ellas
ascosporas y el mucilago himenial. se deposita formando cristales que tienen fosfo-

) ] o ro y potasio en su composicion.
Ascobolus bonaerensi®okmetzian, Giménez,

Cinto & Ranalli, sp. nov. TIPO: Argentina.  Paréfisis filiformes, pluricelulares y multi-
Ciudad Auténoma de Buenos Aires: Ciu-nucleadas, simples o ramificadas en la base, su-
dad Universitaria, legM. E. Ranalljiin fimo  mergidas en abundante mucilago incoloro.
vaccino, 12-08-99 (holotipo, BAFC 51249

conservatus est.). Excipulo de textura “globulosa” a “angu-

laris”.

Apothecia sessilia, superficialia, 360—-600
mm diam. Receptaculum globulare, initio Observacionessi bien existen diferencias
clausum denique prope apicem irregularitermorfologicas, esta especie esta relacionada con
fissum, sordide albidum, laeve vel pilis hyalinisA. inmersu®ers. per Pers. del cual se diferencia,
villosum. Excipulum textura globulosa. Asci 8-fundamentalmente, por el tamafio de las as-
spori, clavati, pariete iodo coerulescentibuscosporas, el color de las fructificaciones y el
400-600 x 52-60 mm. Ascosporae biseriatagnucilago himenial. No obstante estas diferen-
ellipsoideae, 29-36 x 16,5-19 mm primccias, aislamos y seleccionamos pares de cepas
hyalinae, deinde violaceae, denique castanegompatibles dé. immersuslel mismo estiércol
perisporio fissuratoParaphyses pluriseptatae y realizamos los cruzamientos interespecificos
in matrice mucilaginosa incolora inmersis que no produjeron fructificaciones en ningun
2,5-3 mm diam. caso. También supusimos que podria estar cer-

canamente relacionada c#n amoenusOud.,

Apoteciospequefios 360-600 mm diam. porge| cual se diferencia fundamentalmente, por el
195-550 mm de altura, solitarios pero mas cqolor de las fructificaciones y la ornamentacion
muanmente gregarios. Blancos, superficiales, lije |las ascosporas. Pero, dado que &n
sos 0, mas frecuentemente, revestidos con hiféﬁnoenuspuede genéticamente variar el tipo de
hialinas, especialmente cerca de la basgmamentacion de las ascosporas, sin que pier-
cleistocarpicos, abriéndose en la fase telohian |a capacidad de cruzarse sexualmente
menial tardia, empujando el techo por la presidfbokmetzian et al., 1995), decidimos reaiglar
de las paréfisis y los ascos maduros, que &oenusa partir de ascosporas de cultivos
nimero variable emergen netamente por sobre@antenidos en nuestro laboratorio. Una vez ob-

niVel de |aS pal'é:fisis. MUCI'lagO himenial abun'tenidos IOS ais'amientos Compatib|es' IOS
dante y translicido.
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intercruzamos en todas las combinaciones pos EST SOD

bles y no obtuvimos fructificaciones en ningln

caso. . 1
Finalmente, y dado que el andlisis de los pa :

trones isoenzimaticos puede ser una herramiel @ R a

ta que nos ayude a comparar y relacionar esp
cies del génerédscobolugDokmetzian, 1999) i3
utilizamos la comparacion de los patrones par. | &' ;
superéxido dismutasa y esterasa enfe E . — 50
amoenusy A. bonaerensislLas dos especies — 61

presentan patrones de bandas diferentes pa - —45 4l
los dos sistemas utilizados lo que confirmé que =35
ambos son entidades taxondmicas distinta "

(Fig. 1). —39

Estudios de cultivo

Tanto las ascosporas dA. campanensis
cuanto las dé\. bonaerensisecogidas en agar & = s
agua no germinaron espontanemente. Se ens
yaron tratamientos inductores con solucione:
de HONa de concentracion variada. Los mayo-. . o )
res porcentajes de germinacion (100 %) se obtfi9: 1.- Patrones isoenzimaticos de bonaerensis

. L on) yA. amoenugéamo). A: superdxido dismutasa.

vieron con ascosporas d&. bonaerensisin - estorasa. Los nimeros indican los RY.
periodo de reposo, tratadas al 0,3 % de HOI\E’:\' '
durante 30 minutos e incubadas a 37 °C durante E| crecimiento miceliano es rapido, alcanzan-
24 horas. Las ascosporas de campanensis do las colonias el borde de la caja entre el 4to. y
germinaron con dificultad. Solo se obtuvo un 2&to. dia de siembra. Las hifas son de dos tipos,
% de germinacion con concentraciones dhifas gruesas, superficiales, de paredes gruesas
HONa al 0,2 % e incubacién a 37 °C durante 2don citoplasma denso y multinucleadas, 4,5-5
horas. Esporas recogidas sobre medio GA mm diam.; hifas finas muy ramificadas de recorri-
tratadas del mismo modo que las recogidas efo tortuoso, 2-2,5 mm diam.
agar agua germinaron mejor, con un 30 % de El desarrollo del ascoma, en ambas especies,
germinacion. No se descarta la posibilidad de qusomienza con la diferenciacién del ascogonio
haya inhibicion nutricional de la germinacion.  circinoide en el que no distinguimos la presencia

A partir de las ascosporas germinadas, segular de un tricogino funcional. El desarrollo
realizaron cultivos monosporicos de ambas egosterior conduce a la formacion de un ascoma
pecies, con los que se inocularon cajas de Peleistohimenial. La apertura se produce en la
con medio nutritivo estandar (Ranalli & Gamundifase telohimenial tardia, como consecuencia de
1975). En ninguin caso obtuvimos fructificacionesla presién que ejercen sobre el techo, las
de modo que cruzamos en forma sistematica vparéafisis sumergidas en abundante mucilago y
rios aislamientos monosparicos, obteniendo crues ascos maduros que se alargan abruptamente.
zamientos compatibles que produjeron en amb@nA. campanensjsos apotecios maduros tienen
casos abundantes primordios que madurarongntre 10y 20 ascos (Fig. 2 A, By C) que emergen
expulsaron sus ascosporas. Ambas especies simultdneamente. Bl bonaerensisen cambio,
heterotalicas y no producen oidios. 2 6 3 ascos maduros a la vez, apuntando en

direcciones variadas (Fig. 2 Dy E).

bon amo bon amo
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Fig. 2.-A. campanensis-C, G. A: fructificaciones sobre estiércol tindalizado (bar: 500 mm); B: apotecios con

el conjunto de ascos emergiendo simultaneamente (bar: 200 mm); C: ascos (bar: 90 mm); G: ascosporas (bar: 20
mm). A. bonaerensi®-F, H-I. D: fructificaciones sobre estiércol tindalizado (bar: 500 mm); E: conjunto de
ascos (bar: 100 mm); F: ascos con ascosporas (bar: 24 mm); H: ascosporas (bar: 22 mm); |: ascosporas con
mucilago cristalizado (bar: 13 mm).

209



Hickenia3. 2004

Desarrollo en luz y oscuridad con las paréfisis y ascos maduros, a la ruptura

En Ascobolus bonaerensi®n luz continua, del techo, y en consecuencia a la liberacion de
los cultivos maduran y expulsan las ascospor@scosporas. La deposicién de pigmento
entre el 7mo. y 8vo. dia de la inoculacion pero effitercelular en el excipulo le confiere a la fructifi-
oscuridad hay abundante crecimiento miceliang2cion madura, un tinte rojizo.
sin fructificaciones en todos los medios ensaya- L& morfologia y la citologia de las hifas
dos. EnA. campanensison luz continua, las Vegetativas coincide en ambas especies con lo
fructificaciones se producen y maduran normafpobservado anteriormente en otrasscobolus
mente en todos los medios ensayados, aungggtudiados (Ranalli & Gamundi, 1975; Ranalli &
son mas abundantes y de mayor tamaifio en EE'C;)rChiaSSin, 1979; Dokmetzian & Ranalli, 1995)
completan su ciclo en siete dias y expulsan lag€ observaron hifas gruesas con células multi-
ascosporas en forma continua durante 2 6 fcleadas que estan relacionadas fundamental-
dias, al cabo de los cuales, los apotecios cBente con la formacién de ascogonios e hifas
mienzan su descomposicién. En oscuridad gvolventes, e hifas finas, muy anastomosadas,
producen abundantes fructificaciones en todddue ligan y entrelazan entre si a las hifas grue-
los medios ensayados. Sin embargo, [a32S:
ascosporas son hialinas, sin perisporio y que- Laluz es un factor determinante para la repro-
dan retenidas dentro de los ascos, los que, salgccion sexual eA. bonaerensisno asi erA.
en casos aislados, no emergen rompiendo @mpanensisdonde en oscuridad completa se
techo, pocas parafisis, los apotecios son confoducen fructificaciones, aunque las
pletamente hialinos, sin pigmento intercelular eASCOsporas no depositan perisporio y general-
el excipulo. mente los cleistotecios no se abren. Este com-

TantoA. campanensisuantoA. bonaerensis Portamiento coincide con el dé. albidus
son coprofilos, las ascosporas son liberadas céRanalli & Cinto, 1972) y A. stictoideus
violencia por los ascos, poseen mucilago laterdPokmetzian & Ranalli, 2003).
que se disuelve rapidamente en agua, y qu.e.Los cristales que se depositan sobre la super-
puede proteger a las ascosporas contra la deselé@l€ de algunas ascosporas &nbonaerensis
cion y contribuir a su adhesion a los pastos cilR0Siblemente contribuyan a la proteccion de las
cundantes (Fig. 2 F, G y H). B bonaerensjs €SPoras adherldas a los pastos, que depen resis-
muchas esporas aparecen cua@por cristales tr el pasaje a tr_avés del trqcto intestinal del
(Fig. 2 1), en cuya composicion intervienen fosnerbivoroy germinar en el estiércol.
foro y potasio y que parecen ser el resultado de
la cristalizacién del mucilago lateral. Todas laAGRADECIMIENTOS
esporas poseen mucilago, pero no en todas estdAl CONICET (PIP 4560/96) y a la Universidad de
cristalizado lo que podria deberse a variaciondduenos Aires (UBACYT, X018) por la financiacion

en la composicion del mismo. de este trabajo.
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