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ABSTRACT: Cinto, I. E. & Dokmetzian, D. A. 200&dophanus granulipolari$Ascomycota
-Pezizales): first record from Argentina. A morphological and physiological stditienia
3(62): 277-284.

In this paperlodophanus granulipolariss recorded for the first time for Argentina. It's life
cycle, development, cytology and physiology were studied. Culture studies showdd that
granulipolaris is homothallic and cellulolitic. Light plays an important role in sexual
development and biosynthesis of carotenes. Cytological studies revealed aproximately six
chromosomes per nucleus.
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RESUMEN: Cinto, I. E. & Dokmetzian, D. A. 2006dophanus granulipolari§Ascomycota
-Pezizales): primera cita para la Argentina. Un estudio morfologico y fisiolGbfioienia
3(62): 277-284.

En el presente trabajo se cita por primera vez para el pais y se ddscliphanus
granulipolaris (Ascomycota-Pezizales). Se estudio su ciclo de vida y su desarrollo, asi como
también su citologia y fisiologia. De los estudios de cultivo monosporico se pudo demostrar que
esta especie es homotdlica y celulolitica. La luz juega un papel fundamental en el desarrollo
sexual del hongo y en la sintesis de carotenos. De los estudios citolégicos se pudo evidenciar
gue tiene aproximadamente 6 cromosomas por nucleo.

Palabras clavdodophanusmorfologia, desarrollo, influencia de la luz.

INTRODUCCION

Desde que Boudier (1869) reconocié dentrearacteres morfologicos tradicionales.

de la familia Ascobolaceae la subfamilia Asco- Boudier (1885) dividio la familia Ascobo-
bolei Spurii (méas tarde llamada Pseudoascdaceae en dos subfamilias: Ascoboles, espe-
bolaceae) y en ella ubicé a las especies d@es con ascosporas pigmentadas y Pseudo-
Ascoboluscon ascosporas hialinas creando logscoboles, especies con ascosporas hialinas.
géneros Ascophanus (8-16 ascosporas por Este sistema ha sido aceptado por la mayoria
asco), Thecotheug16 ascosporas por asco) yde los especialistas en Discomycetes; la prime-
Ryparobius (humerosas ascosporas por ascoja excepcion fue la de Seaver (1928) quien divi-
nuevos géneros han sido segregados utilizanddo la familia Pezizaceae en numerosas tribus,
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ubicando a los grupos con esporas pigmentad®MATERIALES Y METODOS

en la tribu Ascoboleae y las formas con esporas se tilizo la cepa monospérica BAFC 3020
hialinas en la tribu Humarieae. de 1. granulipolaris perteneciente a la colec-

En una revision de la clasificaciéon de |a$:|()n de cultivos del Departamento de Biodi-
PeZizaleS, Korf (1954) reconocio 11 tribus dentrQersidad y Bio|ogia Experimenta| de la Facul-
dePezizaceay propuso ubicar a aquellas espetad de Ciencias Exactas y Naturales de la Uni-
cies deAscophanu®oud. con ascos amiloides yersidad de Buenos Aires. La muestra seca de
y esporas con ornamentacion caloso-pécticafonde proviene esta cepa se cita como material
en la tribu Pezizeae. Kimbrough (1966), concluy@xaminado.

que el lectotipo de Ascophanus Peziza Medios de cultivo:a) medio ET (estiércol
subfuscu€rouan, caia dentro de los limites natingalizado): trozos de estiércol tindalizado so-
turales del génerdhelebolusTode ex Fr. bre papel de filtro en cajas de Petri; b) medio

Kimbrough y Korf (1967) abandonaron elpp (agar-agua): agar, 18 g; agua bidestilada
nombreAscophanuy crearon el nuevo género hasta 1000 mi: ¢) medio CMC (caboxi-metil-
lodophanusKorf para aquellas especies COtelulosa): NaNQ 2 g; KHPO, 0,5 g; MgSQ,
ascos amiloides, ascosporas con exosporio cgp g; CaCJ.2H,0, 0,02 g; MnSQH,0, 0,02 g;
ornamentaciones caloso-pécticadedocepha- FeSQ.7H,0, 0,02 g: agar, 15 g; CMC, 5 g; agua
lum como estado imperfecto en algunas espgjgestialda hasta 1000 ml; d) medio PF (papel
cies y otras caracteristicas similares a la tribge filtro): extracto de levadura, 3 g; agar, 18 g;
Pezizeae. agua bidestilada hasta 1000 ml; e) medio GA

A partir de ese momento, hubo una gran dis{glucosa-asparagina): SKag.7H,0, 0,5 g;
crepancia en la ubicacion del género; en un eﬁ’OAHZK, 0,5 g; PQHK,, 0,6 g; SQCu.5HO,
tudio de las Pezizales de Australia, Rifai (1968@)’4 mg; CIMn.4H,0, 0,09 mg; BGH,, 0,07
reconoci6é el génerdodophanusy aceptd su mg; MoQNa.2HO, 0,02 mg; CFe, 1 mg;
ubicacién dentro de la familia Pezizaceae@zZn' 10 mg: biotina, 5 pug; HCl-tiamina, 0,1
Eckblad (1968), por el contrario, encontré mé\%g; glucosa, 7,5 g; L-asparagina, 1 g; agar, 18
razonable ubicarlo como un tipo primitivo den-g; agua bidestilada hasta 1000 ml; f) medio ME
tro de la familia Pyronemaceae, con los que CoMiaxtracto de malta): extracto de malta, 12,5 g;
parte la estructura del excipulo y las paréfisi@ucosa’ 10 g; agar, 20 g; agua bidestilada hasta
con carotenoides. Dennis (1968) también acepi)oo ml. Los medios de cultivo fueron esterili-
el género lodophanusy lo ubic6 en la tribu z5dos en autoclave a 121°C y 1,2 atm durante
Pseudoascoboleae dentro de la familia Ascob@g minutos.

laceae Condiciones de cultivdos cultivos se reali-
Mas adelante, los estudios de herbario y dgyron en cajas de Petri de 90 mm de diam. con 20
colecciones frescas de discomycetes copren| de medio y en el caso del medio PF, un disco
filos, especialmente de especimenes pertenge papel de filtro estéril y en tubo de ensayo con
cientes al génerdAscophanusensuBoudier, medio en pico de flauta y una tira de papel de
dieron como resultado la transferencia de cuati@tro de 1 x 5 cm. Las cajas fueron incubadas en
especies al génertodophanusy al descubri-  camara de cultivo New Brunswick Psicrotherm
miento de especies nuevas. G-27, a 23°C con luz provista por 4 tubos

Hasta el momento, para la Argentina, solo sfyorescentes de 20 W cada uno (salvo en caso
ha citado la especie tipocarneusGamundi & especial sefialado).

Ranalli, 1964), que ha sido ampliamente estudia- peterminaciones:el crecimiento en medio

da por Mouso de Cachi & Ranalli, 1989; Danunsglido se estimé midiendo el diametro de la colo-
cio etal., 1993; Diorio & Forchiassin, 1995, 1997 i a distintos dias de inoculado, hasta alcanzar

1998; Diorio et al., 1995; Diorio & Mercuri, 1996; e| horde de la caja. Las observaciones macro y
Diorio, 1996, 1999; Pardo etal., 1997. microscoépicas de la colonia y las fructifi-
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caciones se realizaron “in vivo” sobre cultivos Paréfisis: simples, regularmente septadas y
monosporicos desarrollados en cajas de Petijeramente ensanchadas en el apice (Fig. 1 D).
con ET o medio PF, a temperatura constante duy pigmentadas, con acumulacion de “granu-
23°C y luz continua. Se utiliz6 hematoxilinalos” pigmentados de color naranja-marréon.
propiono-férrica como colorante para las tinciobiam: 6,5-9,1 um.

nes citologicas de micelio vegetativo y fructifi- Ascosporas:elipsoidales con los polos re-
caciones. Para determinar el efecto de la luz sdendeados, hialinas, uninucleadas, ornamenta-
bre el desarrollo sexual y crecimiento vegetativdas (Fig. 1 E y F). La ornamentacion esta irregu-
se inocularon cajas de Petri con medio ET y PFlgrmente repartida siendo mucho mas densa ha-
fueron envueltas en papel opaco negro y col@ia los polos; 24,7-26 x 14,95-15,55 um.

cadas en cdmara de cultivo. Como control positi- Excipulo: de textura globulosa, con células
vo los duplicados de las mismas fueron colocade 22,96-41 x 18,04-32,8 pm.

dos en la camara a la luz, para poder determinar el
comienzo de la fructificacion. Una vez apareci-
das las fructificaciones en las cajas iluminadallaterial examinado

se observaron las cajas puestas en oscuridad. SIARGENTINA. Entre Rios. Hernandez, leg. Ce-
no hubo fructificacién, se las dej6 unos diasilia Giménez, 24/04/2002, sobre estiércol de vaca.
mas, para descartar que la falta de luz haya aldBAFC 51523)

gado el periodo de maduracion sexual del opseryacionesEsta especie pareceria estar
micelio. Si después de varios dias, siguieron Siacionada cor. venezuelensideng & Krug
fructificar, se las ilumino para ver si existe Ung, con 1. bermudensigSeaver) Kimb. et Korf
dependencia a la luz en el desarrollo sexual dEbn las que comparte el tipo de ornamentacion
hongo. Se determiné el poder celulolitico inoCUye |55 ascosporas, donde las ornamentaciones
lando cajas de Petri con CMC. Alos tres dias d@aloso-pécticas se hacen mas densas hacia los

c:ehcwlmzntodse m(ljdlo.?l d(ljametrp dg la colcl)nla @Ios. Difiere dd. venezuelensien el tamafio
€l halo de degradacion despues de revelar Cfl |55 ascos y ascosporas, siendo loslde

rojo congo (0,1%) durante 10 minutos y pOStegranulipolaris 60-100 pm magortos. De I.

rior lavado con una solucién de NaCl 1M. bermudensisse diferencia principalmente por
el tamafio y ornamentacion de las ascospbras.
RESULTADOS bermudensipresenta ascosporas 5-10 pm mas
lodophanus granulipolaris Kimbrough, grandes, asll como tacrjnbllen es ConS|der§1bIemen-
Amer. J. Bot. 56(10): 1201. 19609. Holo-ltgsr‘;%{g; el tamano de las ornamentaciones en

Habitat: fimicola.

tipo: Estados Unidos, Florida, Gainesville,
sobre estiércol de vaca, 7/02/19E9West Germinacién de las ascosporas

and Bratley s.n(FLAS F 3749). No exa-  Ajgunas ascosporas recogidas en AA prove-
minado. nientes del estiércol original, asi como las pro-

Apotecios:pequefios de 0,6-1,2 mm de diavenientes de cultivos sobre ET y PF, germinaron
metro (Fig. 1 A), superficiales, aislados a dengsponténeamente. Se ensayaron tratamientos
samente gregarios, pilosos y globosos en todaductores con soluciones de NaOH al 0,1; 0,2;

su superficie. Cuando jévenes tenuemente ré3 Y 0,4% durante 20 o0 30 minutos y posterior
sados, volviéndose de un color rosa “carne” fcubacion a 37°C durante 24-48 hs. Los resulta-

salmén intenso al madurar. dos obtenidos se resumen en la Tabla 1.

Ascos:octosporados, subclaviformes (Fig. 1  De los resultados obtenidos se puede inter-
B), con opérculo central (Fig. 1 C), unitunicadosPretar que la pared de las ascosporas es
Pared gruesa que da una intensa reacci®¢meable, ya que los porcentajes de alcali ne-

amiloide; 276,84-319,48 x 32,6-45,64 ym. ~ Ccesarios para producir la germinacion son
muy bajos.
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Fig. 1.-lodophanus granulipolarisA: fructificaciones sobre estiércol tindalizado (barra: 365 um); B: asco

con ascosporas (barra: 50 pum); C: asco con opérculo central (barra: 35 um); D: parafisis con pigmentos
(barra: 25 pm); E: ascosporas (barra: 15 um); F: ascospora con detalle de la ornamentacion (barra: 10 um); G-
J: coloracién con hematoxilina propiono-férrica. G: hifa vegetativa (barra: 8 um); H-J: distintos estadios en la
formacion del ascogonio (barra: 8 um).

Al iniciarse la germinacion, las paredes s€recimiento y desarrollo en medio nutritivo

separan, el volumen de la ascospora se dupliestandar (PF)

y el contenido aparece removido. Se producen |as colonias son de crecimiento moderado,
uno o dos tubos germinativos subpolares y s&n margen parejo, alcanzando un diam. entre
ramifican a corta distancia. El micelio originado4,5y 6 cm al tercer dia de la inoculacién, alcan-
puede ser de dos formas: a) hialino y laxo, copando el borde de la caja al 5° dia. Los
hifas largas, ramificadas y multinucleadas y bprimordios de fructificaciones aparecen aproxi-
hifas con crecimiento moniliforme, en este casehadamente a los 20 dias, y maduran 10-15 dias
las células son mas cortas y mucho mas anch@sspués. Los apotecios son grandes, de 0,6-1,2
y se produce un estrechamiento en la zona dgim, de color naranja fuerte. El micelio sumer-
tabique. gido, esta constituido por hifas hialinas al co-
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Tabla 1 Porcentaje de germinacion de ascosporaglillas de 3 a 10 apotecios juntos, muy apreta-
Se probd, ademas, 0,4 % de NaOH durante 3§os. Entre 15-20 dias después de aparecidos los
minutos  sin obtener germinacion (porcentaje N@yimordios, los apotecios maduran, comenzan-
mostrado) por lo que se disminuy6 el tiempo dgyq 5 jiherar las ascosporas, lo que nos permite

tratamiento. 0 % NaOH = germinacién espontanea. - .
comprobar que esta especie es homotalica.

Tiempo Tiempo en
o . ) % de
% NaOH tratamiento germinar S . . . .
(minutos) (hs) germinacion Cultivo en distintos medios variando las
condiciones de iluminacion
0 24 36 : : :
En este ensayo se inocularon cajas de Petri
con medios PF, GA, MEy ET y se distribuyeron
0.1 30 24 9% en dos series: a) sometidas a luz continua y b)
oscuridad completa, ambas en camara de cultivo
0.2 30 24 75 durante 30 dias.
El crecimiento miceliano fue normal en GA, PF
0.3 30 24-48 24 y ET, no presentando buen crecimiento en me-
dio ME, por lo que se descartaron las cajas. Las
0,4 20 24-48 1 colonias crecidas en medios GA y PF presenta-

ron una zona central mas densay el borde de las
colonias un crecimiento irregular, reflejando una
Namificacion de las hifas tipo dicotomica. En

ranja-rosado tenue alrededor del 10° dia de 'r.]euanto a la coloracion del micelio, s6lo se obser-

culacion, empezando por el centro de la €35 micelio de color salmoén-anaranjado en las

alrededor del in6culo y extend|e,ndose hac'a_loéajas iluminadas: las colonias crecidas en oscu-
bordes con el correr de los dias. Estas hif

bund ificadas ti Fdad absoluta no presentaron coloracion algu-
abundantemente ramificadas tienen un conteng, - g, se obtuvieron fructificaciones en los

do muy de_ns_o, refringente y vacuo[ado. Emrﬁwedios expuestos a la luz (Fig. 2 Ay B).

ellas se distinguen unas hifas mas gruesas, En las cajas con medio GA y PF expuestas a la

:jnultlmtjcleadas, Iylpoco ragwlﬂcagas, dedrecorrlruz las cajas exhibieron 4 zonas, 3 de las cuales
0 recto con celulas grandes y de paredes grueqaniaron fructificaciones: la zona I, en el cen-

sas. El diametro de las hifas dlsmln_gye ©ONSto de la caja, corresponde al micelio crecido en
derablemente a lo largo de las ram|f|caC|0nesff

| +s delaad 1ul | 0s primeros dias alrededor del in6culo y presen-
as mals dega ars] p(t)seten ce ’u f‘s genera r,‘?el%efructiﬁcaciones bien grandes (0,9-1,2 mm de
uninucieadas o hasta res nNucleos por cell aiémetro) y de color naranja intenso, a ésta le

muy retorudlas y t[anlwlﬂcadas. It_as r,"ffs ma ié;ue una zona Il en la que no se observaron
gruesas sueien entrelazarse entre Si, 10rMmangg iicaciones, la zona I, inmediatamente por

cordones micelianos de los que derivaran Ioﬁfuera de la zona II, present6 muchisimas

ascogonios. fructificaciones de un tamafio considerablemen-
te menor (0,7-1,0 mm de diametro) que el ob-
Sexualidad servado en la zona |, y por Ultimo, en la zona
Los primordios de los ascogonios que puel_\/ se observaron_pocas fructificaciones y de
den observarse a simple vista se forman entre@€NOr tamafno ubicadas cerca del borde de la
dia 20-21 en la zona central de la colonia, proxinz?@ (0.6-0,8 mm de diametro). .
al inoculo; al principio son sumergidos y Las_ cajas en oscurld_ad que no fr_uctn_ﬂcaron
globosos, de color rosado tenue, luego emerg&h €! timpo de la experiencia se las ilumino con
sobre la superficie del agar tornandose de HZ continua, en este caso, solo fructificaron las
color naranja fuerte. Los apotecios se encuef@as con medios GA y PF y no lo hicieron en
tran densamente gregarios, formando almoh&edio ET. Las cajas fructificadas no presenta-
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Fig. 2.-lodophanus granulipolarisA: caja con medio PF mantenida a luz continua. Nétese las distintas zonas
de fructificacion; B: caja con medio PF mantenida en oscuridad absoluta.

ron la zonacion observada en las cajas iluminanmiento la colonia alcanzé un diametro de 5,1 cm
das desde el comienzo. Aqui, hubo grandesel halo de degradacion presenté el mismo dia-
fructificaciones (0,8-1,2 mm de diametro) demetro de la colonia. La existencia de una clarifi-
color intenso, irregularmente esparcidas enacion en el medio indicaria la presencia de
toda la caja. enzimas celuloliticas, de lo que se desprende
gue esta especie es celulolitica. Podemos supo-
. . ner, ademas, que esta especie crece mas rapido
Citologia X i
en este medio que en PF, ya que este medio es
Se observaron dos tipos de hifas vegetativagopre en los nutrientes necesarios para el hon-
1) gruesas, de recorrido recto, poco ramifiyg y gste se extiende en busca de los mismos. El
cadas, que oscilan entre 2,6-4 pm de diametrgecimiento del micelio evidenciaria esta hipote-
de 3-10 ndcleos por célula formando nudog;s ya que el mismo crece de una forma mas laxa
(enrollamientos) de los cuales se originan Io§ no compacta como se observa en las cajas con
ascogonios (Fig. 1 G, H, 1y J) y 2) delgadasyedio PF.
retorcidas, muy ramificadas, generalmente uni-
nucleadas o hasta tres nucleos por células y g8s 510N
0,65-1,0 um de diametro. i ,
En las hifas vegetativas se observaron figu- lodophanus granulipolarispertenece por

ras mitéticas, siendo el eje de la division trans3YS caracteristicas macro y micromorfologicas

versal, oblicuo o paralelo a la hifa. Al comienzdug;?zzéaezgegﬁsizﬁpzcé%sr:iglngzng?ai Is;ag:g"s
de la division los nucleos aumentan el tamafio : P

aparecen menos densos. En la prometafase .tabban Eblcadas dentrcIJ delébs\as;lcobolaceae,
pueden distinguir aproximadamente 6 cromo- imbrough y van Brummelen ( ) aseguran

somas de gran tamafio. gue tanto la ornamentacién del perisporio como
el anamorf@®edocephalumue presentan algu-
nas especies del género son caracteristicos de la
Poder celulolitico familia Pezizaceae y, por lo tanto, no podrian
Se midio el diametro de la colonia y el halo dgermanecer dentro de la familia Ascobolaceae.
degradacion al 2° dia de inoculadas las cajas deEl desarrollo sexual de esta especie fue total-
Petri con medio CMC. Al segundo dia de crecimente fotodependiente. Se sabe que en muchos
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hongos la luz puede afectar diversos aspect@$BLIOGRAFIA

de su desarrollo como el crecimiento vegetativo ) o

la reproduccion sexual y la biosintesis d 0”‘2?' Sétl?egayggogefgllgi ,;Zgobolésn.
pigmentos. Si bien no hay muchos estudios de - eatulr. Lo ;
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