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MORFOGENESIS DE FIBULAS 1. DESDICARIOTIZACION
DE MICELIOS DE PSILOCYBE CAERULESCENS
MURRILL EN DIVERSOS MEDIOS
LIQUIDOS DE CULTIVO

CeLia DuBovoy *
TEoriLo HERRERA **

RESUMEN

Se presenta un estudio sobre los factores fisicoquimicos que influyen en la morfogé-

nesis de fibulas en micelios de Psilocybe caerulescens Murrill,

Por primera vez se encontré una pérdida constante de fibulas en cultivos estacionarios

sumergidos, en caldo-extracto de malta, en 13 cepas sometidas a prueba.

Cultivos sumergidos mantenidos en agitacion desde que iniciaron su crecimiento, no

perdieron las fibulas; con esto, se tuvo una evidencia clara de que un buen intercambio
de gases, es uno de los factores de mayor importancia para la persistencia del dicarion.

Se hicieron estudios en varios medios sintéticos y semisintéticos, con el objeto de ver

su influencia en la desdicariotizacion de los micelios; los resultados de estos estudios
son discutidos en detalle.

La baja tension superficial en el fondo del tubo, con relacion a la existente en las

hifas aéreas, no tiene influencia en la formacion de fibulas; las presiones osméticas
elevadas tampoco tienen influencia en la desdicariotizacion, asi como el pH, que unica-
mente tiene una influencia indirecta por su accién en el potencial de oxidorreduccion
total.

Un bajo potencial de oxidorreduccién tiene el papel mas importante como causante

de la pérdida de fibulas. En casi todos los casos, las fibulas no se pierden en el prin.
cipio del desarrollo del micelio, sino Gnicamente después de que un cierto metaholismo
se ha presentado; esto fue concluyente, para pensar que algunos productos catabdlicos
del micelio originan la pérdida de fibulas. Unicamente medios con un potencial de
oxidorreduccion muy bajo, o con substancias téxicas como Fe** en dosis toxica (0.03%),
‘originaron desdicariotizacién del micelio desde el principio del crecimiento.

La desdicariotizacion puede ser total o parcial, de acuerdo con el potencial redox

del medio.

* Becaria del Instituto Nacional de la Investigacion Cientifica en el Instituto de Biologia

** Del Instituto de Biologia UNAM.
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Como resultado de otro estudio se encontré que la acumulacién de CO, en ciertas
cantidades, es uno de los factores que originan desdicariotizacién del micelio; pero,
por diversas razones que son detalladamente discutidas en este trabajo, no se pensd
que sea el Gnico factor que actia en la desdicariotizacién en cultivos sumergidos, ya que
se tienen evidencias de un cierto tipo de crecimiento microaerofilico en Psilocybe
caerulescens. Por los resultados de estudios hechos con CO, y con azida de sodio, se
ve que existe una gran posibilidad de que la desdicariotizacion también sea debida a
productos catabdlicos de un crecimiento microaerofilico,

La desdicariotizacion origina formaciéon de diversos tipos de heterocariones que, en
transferencias sucesivas a malta-agar, originan micelios monocariéticos con oidios.

La desdicariotizacién se realiza especialmente en 2 formas:
1) Formacién de ramificaciones subseptales.
2) Presencia de dos fibulas en la misma célula, desarrolladas en direccion opuesta.

La recuperacion del dicarion a partir de cultivos parcialmente desdicariotizados, se
logré en malta-agar, y probablemente sea debida a un fenémeno de Buller unilateral.

Han sido iniciadoe algunos estudios con el objeto de observar si uno de los nicleos
se pierde por el tratamiento y, en este trabajo se presentan los primeros resultados,

En transferencia a malta-agar de micelios que perdieron totalmente las fibulas, no se
logré la recuperacién del dicarion; en lugar de ello, se recuperaron micelios monoca-
ridticos.

De estudios hechos hasta el momento, parece ser que se pueden recuperar ambos
nicleos, pero uno de ellos con menor frecuencia que el otro.

Una continuacion de estos estudios se esta realizando actualmente en nuestro labora-
torio. La importancia de la desdicariotizacion de micelios, por cambios en el potencial
redox, es discutida, pensando que esto también pueda suceder en la naturaleza, espe-
cialmente en micelios que se encuentran demasiado profundos en el substrato, y se
discute la posibilidad de la restriccion de formacion de carpéforos en la naturaleza
por este método.

SUMMARY

A study of the influence of physicochemical factors in morphogenesis of clamp con-
nections in mycelia of Psilocybe caerulescens Murrill was undertaken in our laboratory.

It was found for the first time, a constant loss of clamp connections in submerged
stationary cultures in Malt Extract Broth Medium, in 13 strains tested.

Submerged cultures kept in agitation since the beginning of their growth, did not
lose clamp connections; with this founding we got a clear evidence that a good gas
—exchange i3 one of the major factors for persistence of the dikaryon.

We made studies in several synthetic and semisynthetic culture media, to see their
influence in dedikaryotization of mycelia; the results are detaily discussed.

The low surface tension in the bottom of the tube, as related with the surface tension
in aeral hyphae, has no influence in clamp connection formation; also high osmotic
pressures, as well as pH, do not have an influence in dedikaryotization; pH has only
an indirect influence by its action on total oxidation-reduction potential.

A low oxidation-reduction potential plays a major role in loss of clamp connections.

Almost in all cases, clamp connections are not lost in the beginning of the growth,
but only after some metabolism has occured; this was conclusive to think that some
catabolic products of the mycelium lead to loss of clamp connections. Only media with
a, very low oxidation reduction potential or with some toxicants like iron in- toxical
dostes (0.03%) lead to dedikariotization of the mycelium since the beginning of the

growth.



MORFOGENESIS DE F{BULAS I

Dedikaryotization can be total or only partial, according to the redox potential of
the medium.

As a result of another study it was found that CO, accumulation in certain amounts
is one of the factors which lead also to dedikariotization of the mycelium but, for
several reasons which are discussed in this paper, it should not he the only factor
which acts in dedikaryotization in submerged cultures. The authors of this paper have
evidences of some type of microaerophilic growth in Psilocybe caerulescens from studies
made with CO, and with sodium azide, and there is a great possibility that dedi-
karyotization will be due also to some catabolic products of microaerophilic growth.

Dedikaryotization leads to the formation of seversl types of heterokaryons which on
further transferences to Malt Agar give monokaryotic mycelia with oidia.

Dedykariotization takes place specially in two ways:

1) Formation of subseptal branches.

2) Presence of two clamps in the same cell, in opposite direction one to the other.

Recovery of dikaryons from partial dedikaryotized cultures was achieved in Malt
Agar, probably due to a unilateral Buller phenomenon.

Some studies to see if one nucleus is lost by treatment were started, and in this paper
the first results are given.

The dikaryon was not recovered, from mycelia with a complete loss of champ con-
nections on transference to Malt Agar, in stead, monokaryotic mycelia were recovered.

From studies made until now it seems that both nuclei can be recovered, but one of
them with a lower frequency than the other; further studies on this regard are being
carried in our laboratory.

The importance of the dedikaryotization of mycelia with changes in redox potential
is discussed thinking that this can also happen in nature, specially in mycelia which
are very deep in the substratum, and the possibility of restriction of formation of fruit
bodies in nature, by this method, is discussed.

INTRODUCCION

47

El estudio de los factores genéticos que
determinan la formacién de fibulas, ha te-
nido un gran incremento en los ultimos
anos, habiendo muchos trabajos a este res-
pecto (Raper, J. R., 1966 Miles, P. G. &
Raper, J. R. 1956 Parag, Y. 1962 Ahmad,
S. S. comunicacién personal, etcétera). Aiin
asi, Unicamente se estd principiando a
comprender la morfogénesis de dicbas es-
tructuras, consideradas durante mucho
tiempo como un caracter taxonémico de
significacién considerable en el diagnosti-
co de Basidiomycetes.

Estudios mas recientes han revelado que
este caracter no es tan generalizado en

Basidiomycetes como anteriormente se pen-
saba y, debido a la irregularidad de su
presencia en ciertos grupos, se ha puesto
en duda su valor taxonémico.

Aunque la genética ha avanzado mucho
en los estudios de estas estructuras, practi-
camente los trabajos sobre la influencia de
diversos factores fisicoquimicos que permi-
tan o inhiban la expresién de dicha poten-
cialidad genética son muy escasos: uUnica-
mente encontramos cuatro (Kniep V. H.,
1918; Miles, P. G. & Raper, J. R., 1956;
Kerruish R. M. y Da Costa E. W. B., 1963).

El presente trabajo fue enfocado par-
ticularmente al estudio morfogenético de di-
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chas estructuras, en diversos medios liqui-
dos sintét’'cos y semisintéticos en micelios
de Psilocybe caerulescens Murrill, dado
que para esta” especie, no hay estudios de
este tipo y que Heim (1957) asienta en
su libro constancia de la existencia de fibu-
las en las hifas de esta especie, la cual no
fue obhservada por nosotros desde nuestros
estudios iniciales sobre morfogénesis de mi-
celios del mencionado P. caerulescens.
Desde la iniciacion de nuestros estudios
sobre esta especie, en forma casual se ob-
servé que en dos matraces con el mismo
medio de cultivo, el micelio de uno de ellos
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presentaba fibulas, mientras que el otro no
las presentaba, asegurédndose por morfolo-
gia restante del micelio, que esto no era
una contaminacién, y siendo la misma cepa
la sembrada, teniendo como tunica diferen-
cia en uno y otro caso el tamaiio del matraz
empleado y el volumen de medio, que fue
el mismo para los dos matraces, se consi-
deré que el oxigeno era un posible factor
en la presencia de fibulas. Esto condujo
posteriormente a un estudio intensivo de
la influencia de factores fisicoquimicos en
la morfogénesis de fibulas, del cual presen-
tamos la primera parte.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron diversas cepas de Psilocybe
caerulcscens obtenidas de contexto de pileo,
de estipite y de esporas, parte de las cuales
fue aislada de hongos procedentes de Huau-
tla de Jiménez (Oaxaca) en el afio de 1965
por Teofilo Herrera y Martha Zenteno, y
otras obtenidas de aislamientos de hongos
procedentes de la misma localidad, hechos
en 1967, por Teéfilo Herrera y Evangelina
Pérez.

Se observara que, en una parte de nues-
tro estudio, se utilizaron unas cepas y pos-
teriormente otras, conservando tres cepas
del estudio inicial para ohservaciones com-
parativas; esto se hizo principalmente, de-
bido a que algunas de las cepas que ya
tenian mas de 15 resiembras, presentahan
una ligera desdicariotizacién parcial, lo
cual no era conveniente para una correcta
evaluacion de nuestro estudio, que se hizo
con cepas que siempre eran dicariones per-
fectos y muy fibuladas, sin areas carentes
de dichas estructuras.

Los aislamientos iniciales de todas las
cepas fueron hechos en malta-agar (Difco).
Este mismo medio fue empleado por nos-
otros como medio control, para observar
la estabilidad del dicarion sin tratamiento;

en este medio se hicieron las resiembras
de cada cepa y asimismo, se resembro
cada uno de los micelios obtenidos en me-
dios liquidos. Nuestros estudios iniciales
fueron hechos en los siguientes medios li-
quidos:

a) Caldo-extracto de malta (Malt ex-
tract broth, Difco).

b) Sabouraud liquido (Difco).

¢) Medio de Raulin.

d) Medio de Kaufmann

e) Papa-dextrosa

/) Tioglicolato-casitona-extracto de leva-
dura-dextrosa (Thioglycollate fluid
Medium Difco).

Los cultivos en la iniciaciéon de nuestro
estudio, fueron hechos en tubos de ensaye
de 15 X 150 mm. De cada medio se hi-
cieron 4 tubos por cepa, dos de los cuales
contenian 3 cc de medio y los otros dos
10 cc de medio, particularmente con la fi-
nalidad de observar la influencia del oxi-
geno sobre la presencia de fibulas y la esta-
bilidad del dicarion.

Cada una de las cepas fue sembrada con
asa, sin asegurar el tamaiio del inéculo,
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tomando un fragmento del micelio obte-
nido en malta agar. Las siembras para cada
vepa se bicieron de la siguiente manera:

Un tubo con 3 cc de medio con indculo
aéreo.

Un tubo con 3 cc de medio con inéculo
sumergido, y lo mismo para cada uno de
los tubos con .10 cc de medio. Los tubos
fueron incubados a temperatura de 26° C
v a los 20 o 30 dias de la siembra se hicie-
ron preparaciones tefiidas con azul lactico;
se hicieron varias preparaciones de cada
micelio, y si en éste habia una ausencia
total de fibulas, era resembrado a malta-
agar, con la finalidad de observar si se
presentaba recuperacion de dichas estruc-
turas.

Por los resultados obtenidos en este es-
tudio se consideré que para una mayor
vomprobacion de la influencia del oxigeno
en la morfogénesis de fibulas (el cual parece
ser uno de los factores fundamentales), era
necesario hacer cultivos sumergidos man-
tenidos en agitacion. Para este estudio se
procedié de la siguiente manera:

De cada cepa, fueron sembrados simul-
taneamente 4 tubos con 10 cc de caldo
extracto de malta, con inéculos sumergidos ;
dos tubos de cada cepa fueron mantenidos
estaticos a temperatura de 26° C, mientras
los otros 2 fueron agitados en agitadora
mecanica, aproximada_mvnte a 175 revolu-
ciones por minuto, mantenidos en cuarto
de incubaciéon a temperatura de 28° C, la
cual tratamos de igualar con la temperatura
le los cultivos estaticos, rodeando de ax-
besto los recipientes en los que estahan los
tubos. De cada uno de los tubos fueron
hechas preparaciones cada 8 dias a partir
del decimoquinto de sembrada la cepa. En
vada caso las preparaciones fueron hechas
de la porcién de desarrollo mas reciente.
para ohservar si habhia cambios en la des-
dicariotizacion con relacion al tiempo. Este
cstudio revelé un dato interesante. ya que
por primera vez se ohservé que en las eta-
pas iniciales del desarrollo del micelin en
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medio sumergido en cultivos en caldo ex-
tracto de malta, siempre se presentaban
fibulas.

Este y otros resultados, que posterior-
mente se indicaran, condujeron a hacer es-
tudios ‘en otros medios liquidos y a que
nuestros estudios no se confinaran a deter-
minadas édreas o a la parte terminal de
desarrollo en un determinado lapso, sino a
hacer estudios zonados desde la iniciacion
del crecimiento del micelio sumergido,
hasta que éste llegaba a la superficie, lo
cual, dependiendo del tipo de medio, du-
raba cerca de 2 meses 0o mas.

Los demas medios liquidos empleados
fueron los siguientes:

Peptona al 19 con dextrosa en concen-
tracion variable. la cual fue variada desde
0.01%. 0.05%. 0.10%, 1%, 2% hasta 7%.

Agua peptonada con 1% de peptona.

Czapek Dox liquido (Difco).

Czapek modificado, con una cantidad

triple de cada una de las sales.

Medio sintético. modificaciéon del de

Czapek. vlahorado con la siguiente {or-
mula:

Dextrosa 5%

Asparagina (0.140%

K.HPO, 0.057%

KCl 0.05¢%

MeS0, 0.05%

pH final 4.1

Caldo-extracto de malta + 0.03% de
sulfato ferroso.

Los estudios con altas y hajas concentra-
ciones de dextrosa. se hicieron particular-
mente con la finalidad de observar la in-
fluencia del potencial total de oxidorreduc-
¢ion en la morfogénesis de fibulas. Para
los estudios en los medios liquidos indica-
dos. se hicieron dos tuhos de cada cepa,
conteniendo cada uno 10 ¢c de medio, uno
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sembrado con inéculo aéreo, y otro con
sumergido (sin asegurar el tamaiio del
inoculo), También fueron incubados a
26° C.

En el caso de los tubos sembrados en
caldo-extracto de malta + sulfato ferroso
al 0.03%, inmediatamente después de sem-
brados, fueron lacrados con parafina, para
evitar la oxidacién del fierro. En la ma-
yoria de los casos fueron hechas prepara-
ciones por zonas; de los micelios sumer-
gidos, a partir de la iniciaciéon de su
desarrollo hasta que éste terminara, se hi-
cieron preparaciones aproximadamente ca-
da 8 dias. En cada caso las preparaciones
se hacian de la zona de crecimiento mas
reciente. En algunas ocasiones en que por
ciertos motivos esto no fue posible, se
esperaba a que el micelio alcanzara su ma-
ximo desarrollo y entonces se le sacaba
cuidadosamente en su totalidad, hacicndo
preparaciones de cada zona, partiendo de
la porcién mas cercana al inéculo.

Dado que en los micelios sumergidos, se
perdian continuamente las fibulas en deter-
minado lapso, como indicaremos posterior-
mente, decidimos ver la influencia de una
mayor concentracién de CO: en la morfo-
génesis de dichas estructuras, para lo cual
se hicieron cultivos en caldo-extracto de
malta y en peptona 1%, dextrosa 4%, en
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tubos con 10 cc de medio, sellados con
parafina; de cada cepa se hicieron 2 tubos
sembrados con inéculo aéreo, pero como
por observaciones anteriores sobre el cre-
cimiento de micelios aéreos, se observé que
éstos en la generalidad de los casos, for-
maban una masa membranosa, y una vez
llena la superficie del tubo ya no crecian,
lo cual era inconveniente porque se per-
derian precisamente las etapas de mayor
concentracion de CO, producido por el rue-
tabolismo del hongo, los autores de este
trabajo decidieron inclinar los tubos, para
dar una mayor superficie de crecimiento.

En estudios de micelios aéreos, en todos
los casos, también se hicieron preparacio-
nes de varias porciones, para asegurar que
no habia ciertas éareas desdicariotizadas.

Todas las preparaciones fueron tefiidas
con azul lactico.

Los micelios carentes de fibulas eran re-
sembrados a malta-agar y de ahi varios de
ellos, han sido entrecruzados entre si, y
con otras cepas del mismo medio para ob-
servar si se restablece el dicarion. También
recientemente fueron entrecruzados con
monocariones obtenidos de cultivos monos-
poricos; éstos son estudios que se estan
realizando actualinente en nuestro labora-
torio y sélo se mencionan en este trabajo
algunos de los resultados iniciales.

RESULTADOS

Antes de proceder al estudio en los di-
versos medios, se hizo un estudio control
de cada una de las cepas en malta-agar.

Se encontré que, en general, las cepas
eran dicariones perfectos y estaban muy
fibuladas. En general, el dicarion de Psilo-
cybe caerulescens es muy estable en con-
diciones adecuadas de medio, y tolera un
gran nimero de resiembras sin monocario-
tizarse; se cont6 con cepas que tienen mas

de 25 resiembras y aiin no presentan areas
afibuladas.

Otras cepas presentan ciertas dreas afi-
buladas pero generalmente, después de mas
de 15 resiembras. Como ya se indicé, éstas
no fueron utilizadas en estudios posteriores
una vez que desarrollaban areas afibuladas.

Se tuvo un caso excepcional, en la cepa
107 (obtenida de contexto de pileo), que
carecia totalmente de fibulas al iniciarse
nuestro estudio en malta-agar.
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Esia cepa no fue utilizada en los estudios
restantes, y es ¢l Unico caso en que parece
haberse presentado una monocariotizacién
espontanea del micelio en malta-agar, por
produccién de una abundante fase asexual
(oidizl) ; sin embargo, esto no indica ines-
tabilidad del dicarion, ya que de 14 cepas,
inicamente ésta presenté desdicariotizacion
espontanea.

En la cepa 78 (obtenida de esporas),
que inicialmente era un dicarion pzriecto,
después de nueve resiembras en malta-agar,
se chservd una desdicariotizacion casi total
del micelio quedando tnicamente un érea
muy pequena, fibulada y con cantidad muy
escasa de fibulas; en la mayoria de los
casos no se observé mas de una por hifa.
Esta cepa, fue abandonada a partir de este
momento, para scr utilizada en estudios
postericrzs. Aqui se ohservé claramente
¢0mo la estabilidad de un dicarion puede
variar segun Ja cepa empleada.

La cepa 81 (obtenida de esporas) des-
pués de 15 resiembras, presenté algunas
areas cidiales desdicariotizadas que, aun-
que escasas, indujeron a los que esto es-
criben, a no continuar con su estudio.

De las cepas restantcs, obtenidas en
1965, se siguié trabajando aun con las
cepas 103 (estipite), cuya desdicariotiza-
cién ha sido muy ligera, 106 (pileo), 106
{estipite) y 82 (esporas) que, ea malta-
agar, se han conservado como dicariones
perfectos, ademas de las cepas ohtenida:
en 1967 como la cepa 6 (pileo), cepa 54
(pilco), cepa 4 (estipite) y cepa 5 (la-
minas) que también son dicariones per-
fectos.

Es importante indicar que lo que con-
sideramos como dicarion perfecto, es va-
riable segiin la cepa, ya que es raro en-
contrar fibulas cada dos células, que seria
el nimero teérico de éstas para un dica-
rion perfecto; esta condicién unicamente
se observé en algunas cepas (cepa 5 [la-
minas], 54 [pileo] y 106 [pileo]). De

entre todas las cepas, se puede decir que,

en las de malta-agar, el 909% de las hifas
son fibuladas, pero también se presentan
algunas hifas afibuladas, particularmente
unas ensanchadas que se tifien intensamen-
te con el azul lactico o, en ocasiones, tam-
bién hifas regulares afibuladas.

Partiendo de estos datos se hizo el ana-
lisis del indice de estabilidad del dicarion
en la siguiente forma:

Indice de Estabilidad del dicarion =

Nimero de hifas fibuladas en malta-agar

Nimero de resiembras de la cepa

De acuerdo con esto, el indice de des-
dicariotizacién para micelios aéreos, some-
tidos a diversos camhios fisicoquimicos del
medio, seria ==

Indice de Estabilidad del dicarion

Namero de hifas dicarigticas para el
tratamiento por variaciones
fisicoquimicas del medio

Consideramos que el indice de desdica-
riotizaciéon para micelios sumergidos debe
considerarse en funcion de los aéreos del
mismo medio. Por lo tanto, indice de des-
dicariotizaciéon para micelios sumergidos =

Indice de desdicariotizacién para
micelio aéreo en medio X

Nuimero de hifas dicariéticas en micelio
sumergido en medio X

ESTUDIOS EN CALDO-EXTRACTO
DE MALTA

Como {ue indicado, los estudios inicia-
les fueron hechos sin tomar en cuenta el
tiempo que llevaba el desarrollo del mice-
lio y, en varias ocasiones, sucedié6 que de
las cepas cultivadas en un mismo medio,
unas eran vistas en una etapa de desarro-
llo menor que otras.
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En la cepa 103 (estipite). cu caldo-ex-
tracto de malta. se observé que el micelio
sumergido. obtenido de tubo con 10 c¢¢ de
medio, carecia totalmente de hifas fibu-
ladas en las areas de crecimiento mas re-
ciates. de donde se hicieron las prepara-
crones.,

El micelio sumergido de la misma cepa,
en tubho con 3 ¢ de medio. presentaba
fibulas en una proporcién ligeramente me-
nor que la inicial. no eran frecuentes cada
dos células. v algunas hifas carecian total-
mente de ellas.

El hecho de que se hubiesen presentado
fibulas. aunque en proporcién disminuida,
en este tipo de micclio, mientras habia
desdicariotizacion total en tubo con 10 ce
de medio. hizo pensar a los que esto es-
criben. en la inlluencia clara del oxigeno
como causante de la desdicariotizacion,
mas en ese momento. se pasé inadvertido
¢l hecho de que la desdicariotizacién po-
dia ser gradual, hecho que, como se in-
dicara mas adelante, se hizo evidente en
estudios posteriores.

El micelio sumergido de la cepa 81 {es-
poras), en tubo con 3 cc de medio, pre-
senté numerosas fibulas, en ocasiones sa-
liendo unas de otras; hay que hacer notar
que aqui las preparaciones fueron hechas
de porciones mas cercanas al indculo vy,
practicamente, no hubo disminucién de fi-
bulas, con relacion al micelio obtenido ¢n
malta-agar.

El micelio sumergido en tubo eon 10 cc
de medio, perdié totalmente las fibulas
en las areas de desarrollo mas reciente. En
un gran numero de preparaciones hechas
de esta zona no se observé ninguna bifa

fibulada.

En la cepa 106 (pileo), en micelios su-
mergidos en fubos con 3 cc de medio, se
ohservaron fibulas en una proporcién igual
a la inicial, mientras que, en forma apa-
rentemente excepcional, con relacién a las
cepas anteriores, en el micelio sumergido
en tubo con 10 cc de medio, se observaron
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{ibulas numerosas en determinadas areas,
en las que su cantidad por hifa era prac-
ticamente igual que la inicial, mientras
que otras ireas eran totalmente afibuladas,
o bhien presentaban una o dos fibulas even-
tualmente. Es decir. en este micelio, por
primera vez, se encontr6 una desdicario-
tizacion parcial. Esto permiti6é suponer que,
posiblemente en todos los casos, la desdi-
cariotizacion podia ser gradual, o bien que
esta cepa presentara otro limite de tole-
rancia a bajas cantidades de oxigeno, y
que el limite del potencial total de oxi-
dorreduccion, que influye en la desdicario-
tizacion. varia segun la cepa. Estas hipé-
tesis sobre la influencia del potencial total
de oxidorreduccién como factor limite en
la presencia de desdicariotizacién, surgie-
ron a raiz de los resultados anteriormente
indicados en los que aparentemente la pre-
sencia de oxigeno es basica para la esta-
bilidad de un dicarion, ya que, en mice-
lios aéreos de todas estas cepas, las fi-
bulas se presentaron en la misma propor-
¢iéon que en malta-agar, sin encontrarse
ninguna 4rea desdicariotizada.

Cuando fueron obtenidas las cepas del
aito 1967, lo primero que se traté de ob-
servar fue si su comportamiento era igual
que el de las anteriores, para lo cual se
sembraron micelios sumergidos en caldo-
extracto de malta. Con sorpresa, se obser-
vO que, en preparaciones hechas 12 dias
después de la siembra, todas las cepas es-
tahan muy f{ibuladas, conservando la mis-
ma proporcién de fibulas que la inicial vy,
en ocasiones, fibulas cada dos células,
como estahan en los aislamientos iniciales.
Esto en un principio puso una gran in-
terrogante, aunque los que esto escriben,
estaban seguros de sus resultados en cepas
anteriores y pensaron que posiblemente la
diferencia estaha en el limite de potencial
total de oxidorreduccién, y que cepas mas
recientes necesitaban un potencial de oxi-
dorreduccién mas bajo para la pérdida de
fibulas, por lo que fueron transferidos los
micelios a diversas concentraciones de dex-
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trosa, observando que se perdian mas ra-
pidamente las fibulas, a una concentracién
de dextrosa entre 4% vy 5%. Mientras
tanto, se dejaron creciendo los micelios en
caldo-extracto de malta, observando que,
posteriormente, todos perdieron las fibulas.
Esto fue el punto clave, que indic6 que la
desdicariotizacion se realiza en funcién del
tiempo y, por primera vez, hizo pensar a
los autores de este trabajo, que la desdi-
cariotizacién, posiblemente, era dehida a
productos catabdlicos del micelio durante
su desarrollo en medio sumergido, dado
que en éste, como en todos los demas me-
dios, se observo posteriormente que la des-
dicariotizacion se realiza en funcién del
dempo y que siempre, en etapas iniciales
y en porciones cercanas al inéculo, el mi-
celio no se desdicariotiza,

ESTUDIOS DE MICELIOS SUMERGIDOS
EN CALDO EXTRACTO DE MALTA,
MANTENIDOS EN AGITACION

Los micelios de las distintas cepas se
mantuvieron en agitacién inmediatamente
después de sembrados los tubos, haciendo
preparaciones cada 8 dias a partir de la
siembra.

A los 8 dias de sembradas, todas las ce-
pas presentaron numerosas fihulas, en va-
rios casos cada dos células y, en algunas
ocasiones, unas saliendo de otras; su can-
tidad no habia disminuido con relacion a
la inicial, y no se present6 desdicariotiza-
cion.

A los 15 dias de sembradas las cepas,
las fibulas persistieron en tolas ellas al
igual que a las tres semanas, no presen-
tandose areas desdicariotizadas en este caso.
Al nies todas las cepas presentaban gran
cantidad de fibulas, y la mayoria de las
hifas eran dicariéticas; sin embargo, de-
bido a efectos de la agitacion, varias hifas
estaban fragmentadas y, logicamente, los
fragmentos perdian las fibulas, asi como
varias hifas habian perdido su individua-
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lidad formando células poliédricas. Sin
embargo, todas las hifas normales presen-
taron {ibulas en todas las cepas.

Esto indicaba en una forma clara que
el oxigeno, o bien el intercambio de gases.
influye en la estabilidad del dicarion, y
comprobaha el efecto de estos factores que
hacen que el micelio aéreo no se desdica-
riotice.

ESTUDIOS DE MICELIOS EN SABOURAUD
LiQuIDO

En la cepa 103 de estipite, los micel os
aéreos presentaron numerosas fibulas. en
proporcion no disminuida con relacién a
la del tubo de malta-agar; éstas se pre-
sentaron tanto en hifas regulares como en
hifas varicosas; tamhién frecuentemente,
se encontraron asas septales.

En ocasiones. las fibulas presentaron el
septo basal desplazado, y en ocasiones
un septo adicional, recto u oblicuo con
relacién al septo hifal.

En micelio sumergido en tubo con 3 cc
de medio, se observaron 2 fibulas en una
hifa, y una rama de ésta-y el resto del mi-
celio se encontraba totalmente desdicarioti-
zado. En micelio sumergido, en tubo con 10
cc de medio, en una porcién se observaron
2- hifas dicaridticas y el resto del micelio
desdicariotizado totalmente;. dejandole unos
dias mas de crecimiento, no se presentd
ninguna area fibulada en las preparaciones
hechas.

En la cepa 81 (de esporas), observamos
un comportamiento practicamente igual al
de la anterior, con persistencia de fibulas
en micelios aéreos, disminucién en sumer-
gido con 3 cc presentandose un 90¢% de
las areas desdicariotizadas y una que otra
area dicariética, con muy escasas fibulas;
pérdida total de fibulas en micelio sumer-
gido con 10 cc de medio..

En la cepa 106 los resultados fueron
iguales que en el caso anterior, con la ex-
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cepcién de que, en el micelio sumergido
con 3 cc de medio, el area aun no desdi-
cariotizada fue algo mayor y en la porcién
aérea formadd de inéculo sumergido, en
un area se encontraron dos hifas con tres

fibulas.

El hecho de no haber observado fibulas
en este caso, con relaciéon a los resultados
obtenidos en caldo-extracto de malta en
esta cepa, nos indica que la desdicarioti-
zacion, aunque gobernada genéticamente,
puede ser afectada en su expresién por
determinados factores del medio. Ademas,
hay que considerar que, en este medio,
el crecimiento del micelio es mas rapido
Yy, por lo tanto, el metabolismo es mas ace-
lerado, produciéndose posiblemente los ca-
tabolitos causantes de la desdicariotizacién
mas rdpidamente, y concentrandose mas
en un lapso menor, causando asi una
mas rapida pérdida total de las {ibulas. =

ESTUD!OS EN MEDIO DE RAULIN

En la cepa 103 (estipite), en medio de
Raulin, los micelios aéreos [ueron muy fi-
bulados. En el aéreo, en tubo con 3 cc
de medio, no todas las hifas presentaron
fibulas, pero un 95% present6 por lo me-
nos una.

El micelio aéreo en tubo con 10 cc de
medio presenté fibulas no disminuidas, en
proporcién, con relaciéon a las del tubo de
malta agar, y es interesante indicar que
presentando dos tipos de hifas, unas muy
modificadas y otras normales, el nimero
de fibulas es mayor en las hifas regulares,
que en las modificadas vesiculosas o va-
ricosas.

El micelio sumergido en tubo con 10 cc
de medio, en el momento en.que se le ob-
servo, presentaba ' desdicariotizacién casi
total, pero ain se encontraron dos fibulas
en. distintas areas.

En la cepa 81 (esporas) los micelios
aéreos presentaron gran cantidad de fibu-
las, en varias ocasiones saliendo unas de

otras. El micelio sumergido en tubo con
3 cc de medio, al llegar a la porcién ae-
rea, presentaba aproximadamente un 80%
de hifas desdicariotizadas y el resto con
un ndmero muy escaso de fibulas; se en-
contraron 7 fibulas en una preparacién, 5
en otra, y otras totalmente carentes de
ellas.

El micelio sumergido en tubo con 10 cc
de medio, se desdicariotizé totalmente. La
cepa 106 (pileo), en este medio, presentd
un comportamiento excepcional; los mice-
lios aéreos se comportaron igual que en las
otras cepas; pero en los sumergidos, tanto
en 3 cc como en 10 cc de medio, se ob-
servO una gran cantidad de fibulas, nu-
merosas hifas las presentaron cada dos cé-
lulas, no se presenté ningin area desdi-
cariotizada, y la proporcién de las fibulas
no disminuyé con relacién a los micelios
aéreos.

A este respecto, hay que indicar que,
como veremos posteriormente, esta cepa
presenté en varios casos un comportamien-
to excepcional, no desdicariotizandose en
muchos medios en que otras lo hacian;
en general, esta cepa en cultivo se com-
porta de modo diferente a las demas, pro-
duciendo una gran cantidad de exopig-
mento anaranjado en la base, y en oca-
siones en el micelio; en algunos medios
produce un pigmento intensamente negro
que, en ocasiones, se difunde en el medio;
estos pigmentos parecen ser derivados de
quinonas, y esto podria indicar un cierto
metabolismo desviado del normal, en el que
las quinonas actian en las reacciones ter-
minales de la respiracion, en lugar de oxi-
geno molecular, lo que podria dar las di-
ferencias observadas en la morfogénesis

de fibulas.

ESTUDIOS EN MEDIO DE KAUFMANN

En medio de Kaufmann, el comporta-
miento de las ' distintas cepas, por lo que
respecta a la morfogénesis de fibulas, esta
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ligado a la capacidad que tiene este medio
de producir en micelios aéreos una fase
asexual (oidial) desdicariotizando al mice-
lio de esta manera por formacién de oidios
monocariéticos, y finalmente produciendo
un monocarion que logramos distinguir
facilmente debido a la abundante fase
asexual oidial, que coincide con una ca-
rencia total de fibulas, tanto en las hifas
que persisten como en los oidiéforos. Se
sabe, por otros estudios que los autores de
este trabajo estan realizando, que el mono-
carion obtenido de germinacion de una
basidiospora, entra en una fase oidial muy
precozmente y, ademas, que la fase asexual
no siempre implica desdicariotizacién, ya
que en otros estudios se ha reconocido fase
asexual (oidial) conservindose numerosas
fibulas (Dubovoy y Herrera 1968). Asi, en
las cepas 81 y 106, en tubos con 3 cc de
medio, se observé ausencia de fibulas en
los micelios aéreos debido a la presencia
de fase asexual.

En la cepa 106 la fase asexual era es-
casa, y muy ahundante el nimero de hifas,
pero ninguna presentaba fibulas; aparente-
mente el micelio, en este caso, se mono-
cariotiza, por formacion previa de un he-
terocarion.

En los micelios aéreos de tubos con 10
cc de medio, estas dos cepas no presentaron
fase asexual y presentaron una cantidad
muy grande de fibulas, alin ‘més que en
malta-agar, siendo frecuentes cada dos cé-
lulas y encontrindose tanto en hifas regu-
lares como irregulares y aiin en hifas pili-
formes. Aqui, el micelio dicariéntico era
un dicarion perfecto en el sentido estricto
de la definicién de este término.

Los micelios sumergidos de la cepa 81
no presentaron fase asexual ni en 3 cc ni
en 10 cc de medio. En 3 cc de medio,
encontramos una cierta cantidad de fibu-
las, pero disminuidas en mas de un 75%
con relacién al micelio aéreo; éstas fueron
encontradas en hifas vesiculosas particular-
mente, y tres fueron encontradas en hifas
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regulares. En 10 cc de medio la desdica-
riotizacion fue total en micelio tomado de
area superior, después de 3 semanas de cre-
cimiento.

En la cepa 106, en micelio sumergido
con 3 cc de medio, en porcién cercana al
inéculo, las fibulas no estaban disminuidas
con relacién al micelio aéreo y se presen-
taban afin en hifas piliformes.

En el micelio sumergido en tubo con
10 cc de medio, se present6 desdicarioti-
zacién total. La cepa 103 no present$ fase
asexual en micelios aéreos, y no hubo
desdicariotizacién, presentindose numero-
sas fibulas, en ocasiones unas saliendo de
otras.

En micelio sumergido, en tubo con 10 ce
de medio, hubo desdicariotizacién total.

ESTUDIOS EN PAPA DEXTROSA

En la cepa 81, los resultados obtenidos
con papa-dextrosa fueron exactamente igua-
les a los obtenidos en medio de Kaufmann,
habiendo también una desdicariotizacién
total en micelio aéreo, en tubo con 3 cc,
por presencia de fase oidial.

En la cepa 103 también se presentaron
los mismos resultados que en el medio de
Kaufmann. Los micelios aéreos de la cepa
106 presentaron numerosas fibulas, pero
su nimero no era tan grande como en
medio de Kaufmann; casi nunca se pre-
sentaron cada dos células. En micelio su-
mergido con 3 cc de medio, se presenté
aproximadamente un 5% de hifas dica-
riGticas, aunque en ocasiones las fibulas,
no eran claramente apreciables, por la di-
ficultad de discernir el septo hifal.

El micelio sumergido, en tubo con 10 cc¢
de medio, presenté desdicariotizacién total.

ESTUDIOS EN MEDIO DE TIOGLICOLATO
CASITONA EXTRACTO DE LEVADURA
DEXTROSA

Estos estudios se emprendieron especial-
mente tomando en cuenta que éste -es un
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medio muy reductor, y que proporciona
una microaerofilia caracteristica, dado que
los resultados obtenidos anteriormente in-
dicaban una clara’ influencia de la escasez
de oxigeno, o bien de-la acumulacién
de CO, en cl medio, en la desdicarioti-
zacién de micelios. En este caso se hicie-
ron -los estudios ftnicamente en micelios
aéreos, dado que los sumergidos no cre-
cieron en este medio. Hay que indicar
también que el medio posee un pH ligera-
mente superior al neutro, pero se ha com-
probado que este factor no influye en la
morfogénesis de fibulas. En todas las cepas
se comprob6 que el oxigeno es uno de los
factores importantes en la morfogénesis de
fibulas, ya que fue el tnico caso en que
los micelios aéreos estudiados, se encontra-
ban completamente desdicariotizados. Esto,
exceptuando la cepa 106 (de pileo), que
en este medio form6 una masa membra-
nosa de micelio con un pigmento negro in-
tenso. Esta cepa presentd numerosas fi-
bulas, con una ligera disminucién con re-
lacion a los controles, la cual se presento
particularmente en hifas vesiculosas, aun-
que éstas también presentaban un cierto
numero de fibulas, pero no tan grande
como en las hifas regulares, en las que.
en numerosas ocasiones, se presentaron
cada dos células. Hahia unas hifas vesicu-
losas intensamente tefiidas con el azul Jac-
tico que particularmente carecian de estas
estructuras.

Debido a que pudiese existir una influen-
cia del potencial total de oxidorreduccién
en la pérdida de [ibulas, con desdicarioti-
zacion consecuente del micelio, se hizo
un estudio de medios con peptona al 19
y diversas concentraciones de dextrosa.

Es necesario indicar que en el transcur-
so del estudio se utilizaron dos peptonas,
una de la Pfanstiehl Chemical Coorpora-
tion, y otra, la bacto-peptona (Difco). Se
hace particular énfasis en la utilizacién
de estas dos substancias, dado que, en el
transcurso de los estudios se observé una

diferencia drastica en la morfogénesis de
fibulas utilizando una o la otra, como sera
indicado posteriormente. ?

Desde la iniciacion de este estudio y de
acuerdo con los' resultados anteriormente
obtenidos, nuestros estudios de micelios
sumergidos fueron zonados desde las pri-
meras etapas del desarrollo hasta la termi-
nacién de éste.

A partir de este momento se empezé . a
trabajar con las 8 cepas seleccionadas, ya
citadas anteriormente.

Los resultados obtenidos en cultivos aé-
reos y sumergidos en peptona (Pfanstiehl
Chemical Coorporation) al 1% 'y concen-
traciones muy hajas de dextrosa, como son
0.05 y 0.019%, se pueden sintetizar de la
siguiente forma:

En general, la desdicariotizacién es gra-
dual y tardia, en micelios sumergidos de
las cepas que llevaban pocas resiembras
o de cepas que en el tubo original presen-
taban fibulas cada dos células y el 95%
de las hifas fibuladas; se presenta en un
lapso mas corto en micelios que -llevan
un 1mayor numero de resiembras, o que
er ¢l tubo original son dicariéticos en
proporcion, con escasas hifas
presentando fibulas cada dos células, como
en la cepa 103 (estipite); tenemos una
excepcion, en la cepa 106 (pileo) que.
babiendo sido muy resembrada, ain pre-
senta desdicariotizacién algo tardia.

una menor

Como dato muy importante hay que in-
dicar que en estos medios, en general, la
desdicariotizacion total no se presenta en
las distintas zonas, y unicamente llega a
presentarse en los micelios aéreos forma.
dos a partir de inéculo sumergido, que
tardan, en ocasiones, dos meses para for-
marse. i

También hay que indicar que, inicial-
mente, pensamos que la desdicariotizacion
era debida a la presencia de la fase asexual
algo atipica, y con artrosporas, que se pre-
senta en estos micelios, pero se comprohé
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que esta idea definitivamente era errdnea,
por un lado al haber encontrado una fi-
bula en un oidiéforo que incidentalmente
se encontr6 en la cepa 81 y, particular-
mente, porque los micelilos aéreos presen-
taban una abundante fase asexual (oidial),
siendo ain mas fibulados que los micelios
en malta-agar, en algunas ocasiones. Se
piensa que la fase asexual tienda a ser
monocariéntica generalmente en micelios
sumergidos, debido- a la accién del medio
en la desdicariotizacion de las hifas y di-
cariontica en aéreos, sin que ésta tenga
una influencia directa cn la desdicarioti-
zacién, aunque puede influir ligeramente
por la produccién incidental de oidios mo-
nocarioticos.

Todas las cepas a los 8 dias de sembra-
das, o sea en porciones muy cercanas al
in6culo, presentaron fibulas. Las cepas 103
y 81 presentaron una proporcién de fibu-
las ligeramente menor que la ‘inicial, y
mucho menor con relacién a la de micelio
aéreo; las restantes la conservaron igual,
para ambas concentraciones de dextrosa.
Estas dos cepas tendieron a desdicarioti-
zarse mas rapidamente; a los 15 dias ya
presentaban mas del 509 de las hifas des-
dicariotizadas y a los 28 dias, en concen-
traciéon de 0.05% de dextrosa, las fibulas
se encontraron unicamente en forma even-
tual, en una que otra hifa en la cepa 103,
y se presentd aparentemente desdicarioti-
zacién total en concentracién de 0.1%
{fue el tnico caso de desdicariotizacion
total antes de llegarse a formar micelio
aéreo).

En la cepa 81 persistié6 una cierta can-
tidad de fibulas en micelios tomados a
1.5 cm de la superficie, aunque eran even-
tuales; y en concentracién de 0.05% de
dextrosa, en varias ocasiones se encontra-
ron fibulas, en las bifas dreas de la prepara-
cién que presentaba reproduccién asexual.

En. las cepas 82, 106 (pileo), 106 (es-
tipite), 6, 5, 54 y 4, a los 15 dias de

sembradas, se observé una ligera dismi-

nucién en la proporcién de fibulas ‘con
relacion a los micelios aéreos y un nimero
ligeramente mayor de hifas desdicariotiza-
das sin presentarse areas afibuladas pro-
piamente, y presentandose aiin varias hifas
con fibulas cada dos células. Las fibulas
se presentaron tanto en hifas regulares
como irregulares (vesiculosas y varicosas),
estas ultimas muy frecuentes en la cepa
106 (estipite). En la cepa 106 (pileo),
se encontr6 que, en esta etapa, se presen-
tan fibulas de cuya parte lateral se origina
una rama, paralela u oblicua con relacién
a la hifa original, lo que posiblemente
tenderia a desdicariotizar al micelio; tni-
camente se observaron unas cuantas fibulas
sin esta caracteristica. la cual tiende a
presentarse fundamentalmente en micelios
con una concentracién de 0.19% de dex-
trosa.

Al mes y una semana de sembradas es-
tas cepas, a 1.5 o 2 cm de la superficie,
la desdicariotizacién era casi total, pero
ain se presenté una que otra hifa dica-
ritica en ciertas preparaciones de todas
las cepas. La desdicariotizacién es mucho
mas rapida a partir de la segunda semana
de la siembra.

Al llegar a la superficie, todas las cepas
estahan totalmente desdicariotizadas, pre-
sentando una fase asexual (oidial) muy
abundante. El micelio de la cepa 106 (pi-
leo) presentd en todos los tubos una in-
tensa pigmentacién negra, al llegar a la
superficie.

Los micelios aéreos en ambas concen-
traciones de dextrosa, presentaron frecuen:
temente un numero-de fibulas mayor que
en malta-agar, siendo frecuentes cada dos
células; su proporcion fue menor en la
cepa 103, en la que habia algunas bifas
afibuladas, y la frecuencia de fibulas en
una hifa no era regular, pero aiin en ella
su cantidad era algo mayor que en malta-
agar y, en forma incidental, se encontro
una bifa que presentaba dos fibulas en
un mismo septo.
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En las cepas restantes con fase asexual
(oidial), las fibulas se encuentran en to-
das las hifas que originan oidiéforos; aun-
que no se presenten -a éstos, propiamente,
cuando ya se estin fragmentando, son muy
abundantes y su presencia es muy regu-
lar cada dos células en la mayoria de las
hifes. En la cepa 106 (estipite) también
se presentd una hifa con dos fibulas en
un mismo septo.

Del estudio en bajas concentraciones de
dextrosa, se llegé a la conclusion de que
el potencial del oxidorreduccién total de!
medio, influia en cierto grado en la des-
dicariotizacién, ya que hacia que el pro-
ceso fuera mas tardio y, en los micelios
aéreos, originaba una situacién muy proéxi-
ma a la tedrica, con fibulas cada dos
células. Se pensé entonces en hacer un
estudio en un medio con ausencia total
de dextrosa como reductora, realizandose el
estudio de los micelios en agua peptonada;
también se hicieron cultivos en lamina de
algunas cepas, dado que en éstos, como el
micelio crecc en una sola capa, hay un
miximo de oxigenacion.

En los cultivos en lamina, hechos colo-
cando una gota de medio (peptona al 1%-
dextrosa al 0.05%) sobre un cubreobjetos,
a su vez colocado en forma diagonal (para
permitir la entrada de aire) sobre un anillo
sellado sobre un portaobjetos, dentro de
una camara himeda, se lograba la condi-
ci6n ideal esperada, presentindose en todas
las cepas estudiadas, todas las hifas y las
ramas de ellas, con fibulas cada dos células,
y encontrindose también fibulas en todas
las anastomosis en “H” y escalariformes.
Esto fue prueba concluyente 100% de que
una oxigenacién buena, ligada a una condi-
cién en la que no se acumulen gases como
CO., son los factores de maxima importan-
cia en la morfogénesis de fibulas, pudién-
dose lograr una condicién dicariética ideal,
que no es facil que se presente en otros
medios, ni ain en Malta-Agar, debido al
crecimiento del micelio en varios planos.

ESTUDIOS EN AGUA PEPTONADA
(PEPTONA PFANSTIEHL AL 1%}

Los micelios sumergidos, de todas las
cepas, presentaron una desdicariotizacion
gradual, algo mas rapida que en peptona
al 1% con baja cantidad de dextrosa.

En forma sorprendente, la cepa 106 (pi-
leo) se desdicariotizd muy rapidamente,
habiendo perdido casi el 90% de las fi-
bulas diez dias después de la siembra. En
general, el comporiamiento de esta cepa
fue algo extrafio también en el micelio
aéreo, como se indicara posteriormente.

Las cepas restantes presentaren desdica-
riotizacién gradual, similar a la encontra-
da en peptona al 1% y dextrosa al 0.1%,
pero los micelios se desdicariotizaron to-
talmente en un lapso menor que los an-
teriores, habiendo una pérdida de fibulas
mas rapida.

Esto indica que es necesaria una cierta
cantidad de dextrosa para la morfogénesis
de dichas estructuras, para iniciar un me-
tabolismo rapido mientras se presenta una
cierta degradacién de la peptona.

En la cepa 106 (de estipite), a los 15
dias, el 75% del micelio estaba desdicario-
tizado, pero aiin se presentaron algunas
areas muy fibuladas, con fibulas muy fre-
cuentes cada dos células; observamos que
de estas fibulas parten ramificaciones afi-
buladas que posiblemente tenderian a des-
dicariotizar posteriormente al micelio.

Las cepas restantes, mis o menos si-
guieron una forma de desdicariotizacién
igual; en todas las cepas, a los 28 dias
de sembradas, se encontré una que otra
fibula eventual, y al mes y 5 dias, la des-
dicariotizacion fue total.

Es importante indicar que la desdicario-
tizacién en todas las cepas en este medio,-
se realiza aparentemente por formacién de
ramas subseptales que corren paralelas u
oblicuas a la hifa que les dio origen, es
decir, se origina la rama inicial de la fi-
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bula; ésta no induce a formacién de rama
telemérfica en la célula adyacente, sino
se continda como una rama normal afibu-
lada.

Estas ramas fueron muy abudantes en
todas las cepas, y, cuando ain habia areas
dicariéticas, observamos que estas éreas
eran las tnicas que carecian de ellas. Tam-
bién, hacemos hincapié en que la desdi-
cariotizacién fue gradual, a pesar de una
fase asexual intensa de muy diversos tipos.

En micelios aéreos se observé que aun-
que todos son muy fibuladoes, la proporcién
de fibulas disminuye en cierto grado con
relacion a la de malta-agar, lo que puede
ser debido a dos causas fundamentales:

1° En estos micelios se observa una fase
asexual muy interisa de diversos ti-
pos, -que ocasionalmente podria dar
origen a pequefias areas monocario-
ticas.

2? Que segiin se indicé para micelios
sumergidos, una cierta cantidad de
dextrosa o de fuente carbonada que
se metabolice més ripidamente que
la peptona, sea necesaria como fuen-
te energética inmediata, para el pro-
ceso de division que implica la for-
macién de fibulas.

En general, en estos micelios observamos
una fase asexual muy intensa que la ma-
yoria de las ocasiones no tuvo influencia
er: la desdicariotizacién, ya que en todas
las cepas se presentaron numerosas fi-
bulas en areas asexuales. En todas las cepas
las fibulas se encontraron en hifas regu-
lares, irregulares y piliformes.

En la cepa 82 encontramos una érea en
la que las fibulas eran sumamente escasas,
careciendo de ellas la mayoria de las hifas;
presentaba hifas con condensaciones cito-
plasmaticas muy frecuentes, y con esporas
endégenas; posiblemente en este caso si
se trataba de un area monocariotizada por
fase asexual, ya que el resto del micelio
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era muy fibulado. Sin embargo, en otras
areas de reproduccién asexual si se encon-
traron fibulas.

En las demas cepas se observa una can-
tidad regular de fibulas menor que en mal-
ta-agar, habiendo hifas que las presentan
en gran nimero y otras totalmente caren-
tes de ellas. Generalmente estas ultimas
presentan el citoplasma retraido, tanto de
las paredes laterales como de las transver-
sales, o presentan algin. tipo de clamidos-

pora.

Se encontraron, sin embargo, también
varias fibulas en &reas completamente
asexuales. En este medio observamos cla-
ramente que el indice de desdicariotizacién
de micelios sumergidos es necesario to-
marlo con relacién a los aéreos del mismo
medio, y en este caso el indice de desdica-
riotizacion para los sumergidos disminuye,
siendo casi equivalente al de los sumer-
gidos con peptona al 1%, dextrosa al 0.05
y al 0.1% considerando que los micelios
aéreos estin muy ligeramente desdicario-
tizados.

. A partir de los estudios hechos en pep-
tona (Pfanstichl Chemical Coorporation)
al 1% y dextrosa desde al 1% hasta el
7%, se observé que, en todas las cepas,
la desdicariotizacién de micelios sumergi-
dos era cada vez mas rapida a medida que
sc aumentaba la concentracién de dextrosa
hasta qne, al llegar a una concentracién
de 4%, por primera vez las fibulas se
perdieron totalmente desde etapas iniciales
del desarrollo del micelio, en todas las
cepas examinadas, sin excepcién.

A partir de esta concentracién de dex-
trosa, ya en ninguna se observaron fibu-
las, produciéndose la desdicariotizacién to-
tal a los 8 dias de sembradas las cepas.

MICELIOS .AEREOS

En micelios aéreos, con peptona Pfans-
tiehl al 1% y dextrosa al 1%, se obser-



60 DUBOVOY - HERRERA

varon numerosas fibulas, practicamente en
proporcién igual a la de malta-agar.

En micelios aéreos en concentracién de
2% v 39 de dextrosa, las fibulas siguie-
ron siendo muy numerosas en todas las ce-
pas, con excepcion de la cepa 103, que
presentd varias hifas afibuladas, y una
irregularidad muy fuerte en el nimero de
fibulas de cada hifa, presentandose en va-
r.as ocasiones una sola por hifa.

En peptona al 19%-dextrosa al 4%, en
general las fibulas fueron numerosas, pero
disminuidas con relacién a las de malta-
agar para casi todas las cepas, con excep-
cién de la 82 y la 106 (pileo) en que su
proporcién fue la misma que la inicial,
presentandose, en la cepa 82, fibulas en
hifas muy irregulares y, en ocasiones,
en base de vesiculas o de receptaculos.

En la cepa 103, su proporcién dismi-
nuy6 algo mas y habia ya algunas areas
muy pequenas desdicariotizadas. Sin em-
bargo, ain habia una cantidad bastante
numerosa de fibulas con distribucién irre-
gular; aproximadamente 5% de las hifas
estaban desdicariotizadas.

En peptona al 1%-dextrosa al 5%, los
micelios aéreos de las cepas 81 y 103 pre-
sentaron una desdicariotizacién franca, es-
tando mas del 509 desdicariotizado y las
_areas restantes con hifas con fibulas que
nunca se encontraron cada dos células.
En las cepas restantes se presenté un cier-
to nimero mayor de hifas afibuladas que
en los micelios con 4% de dextrosa, pero
aun no habia areas completas desdicario-
tizadas.

A partir de una concentracién de 6%
dc dextrosa, hubo un cambio drastico en
todas las cepas y la mayoria se encontra-
ba desdicariotizada, practicamente en su
totalidad.

En varios casos observamos tinicamente,
en la totalidad de los micelios aéreos, de
2 a 6 fibulas.

Se observé que, en general, existe poca

tendencia a la division celular, encontran-

dose septacion muy escasa en las hifas.
Posiblemente en este caso haya una accién
directa de los componentes del medio que
impide la divisién celular, y con ésta, la
formacién de fibulas.

En los micelios aéreos con 7% de dex-
trosa, la desdicariotizacién también fue casi
total, conservandose de una a tres fibulas
en la totalidad de micelio, segiin la cepa.

Haciendo el analisis de los resultados
anteriormente indicados, en.un principio
se pensé que podian ser dos factores fun-
damentales los causantes de la desdicario-
tizacion en este medio:

1) Disminucién del potencial de 6xi-
dorreduccion debida a las altas con-
centraciones de dextrosa.

2) Elevada presién osmética.
Respecto a la: presién osmética ele-
vada, como sera indicado posterior-
mente, se logré demostrar ‘con cla-
ridad que no tiene ninguna . influen-
cia en la morfogénesis de fibulas.

Por otro lado, también se demostrd, pos-
teriormente, que no es la concentracién de
dextrosa elevada propiamente la que causa
desdicariotizacién, por disminucién del po-
tencial de 6xidorreduccién, sino la interac-
cion de ésta, con los componentes de la
peptona (Pfanstiechl Chemical Coorpora-
tion), los cuales desafortunadamente por el
momento son desconocidos, dado que no
se ha podido obtener la férmula de esta
peptona, es la causante de la pérdida de
fibulas. Esto lo demostramos claramente
utilizando bacto-peptona (Difco) con altas
‘concentraciones de dextrosa, medios en los
cuales, como sera indicado posteriormente,
se obtuvieron resultados muy distintos en la
desdicariotizacién de micelios sumergidos,
y no se presenté desdicariotizaciéon en los
aéreos.

Los que esto escriben consideran y han
comprobado en forma indirecta, que apa-
rentemente la peptona (Pfanstiehl) tiene
algunos componentes mas reductores que
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no se presentan en la bacto-peptona (Dif-
co), la cual posee cistina y fierro en forma
de ion férrico, que equilibrarian algo al
sistema.

Se puede indicar que la peptona (Pfans-
tiehl) es mpy probable que tenga compo-
nentes mas reductores, dado que en cultivos
en lamina en los que se logra una maxima
oxigenacion, las fibulas no desaparecen con
peptona al 1% y 6% de dextrosa. Sin em-
bargo, pueden existir posibilidades mucho
mayores que la citada por nosotros y que
no unicamente sea el potencial de o6xi-
dorreduccién el que cause desdicariotiza-
cién, sino su interaccién con otros fac-
tores del medio. Por lo pronto, es impor-
tante indicar la influencia del medio en la
morfogénesis de fibulas, mientras se obtiene
la férmula de la peptona (Pfanstiehl), para
poder entrar en detalles.

ESTUDIOS EN BACTO PEPTONA (DIFCO)
Y DIVERSAS CONCENTRACIONES
DE DEXTROSA

En general, en los micelios sumergidos
de todas las cepas, en las porciones cerca-
nas al inéculo, se encontraron fibulas, in-
dependientemente de la concentracién de
dextrosa empleada.

El nimero de fibulas en etapas iniciales,
varia segun la cepa y segin la concentra-
cién de dextrosa, con tendencia a ser algo
menor a medida que la concentraciéon de
dextrosa aumenta.

A medida que uno se aleja del in6culo,
la proporcién de areas fibuladas va siendo
cada vez menor, variando esto segin la
concentracién de dextrosa y alternando
areas totalmente afibuladas con éreas fibu-
ladas, hasta que las areas fibuladas son
eventuales y, finalmente se alcanza una
desdicariotizacién total.

Al principio, parece presentarse una des-
dicariotizacién gradual pero una vez desdi-
cariotizado el micelio en determinadas
areas, el crecimiento del micelio afibulado

DE FiBULAS I 61

es mas rapido, y la desaparicion total de
fibulas mas drastica.

Esto se present6 en todas las cepas estu-
diadas, con excepcion de la cepa 106 (pi-
leo) que en ninguna concentracién de dex-
trosa lleg a perder las fibulas y se encon-
traron muy numerosas, casi en cada dos
células, ain después de un mes-de realizada
la siembra.

La cantidad de dextrosa tiene una in-
fluencia de cierta importancia para que la
desdicariotizacién total sea mas rapida,
pero no es tan drastica a como se podria
pensar por los estudios hechos con peptona
(Pfanstiehl), y no hace que en ningin
momento el micelio se desdicariotice desde
etapas iniciales por un posible equilibrio
del potencial oxidorreduccién total dado
por otras substancias diferentes de la bacto-
peptona, como es la cistina.

‘En la cepa 54 observamos también un
comportamiento excepcional. En concen-
tracién de dextrosa de 5%, ain después de
pasado un mes y 8 dias de crecimiento,
se presentaron numerosas fibulas, en oca-
siones cada dos células; tanto en porciones
muy cercanas al inéculo, como en porcio-
nes intermedias y distantes de éste, no se
encontr6 ninguna éarea afibulada.

En cambio, en concentraciones de 6%
Y 7% de dextrosa se observé una grada-
cién en la pérdida de fibulas, presentandose
después de tres semanas una desdicarioti-
zacién total, en los micelios con 6% de
dextrosa, y a los 18 dias una desdicario-
tizacion total en los micelios con 7%. En
porciones cercanas al inéculo, aunque las
fibulas fueron abundantes en ambas con-
centraciones, se noté que en la concentra-
cién de 6%, eran mas frecuentes cada dos
células, y en ocasiones unas salian de otras
mientras que su frecuencia fue més irre-
gular en la de 7%, ademas de que habia
una que otra area-afibulada.

Puede apreciarse que en esta cepa el
patrén general de desdicariotizacién es el
mismo que en las otras, pero por alguna
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causa se requieren. en este medio, condi-
ciones max drasticas para que se presente.
La diferencia en un gramo de dextrosa
origina c¢fectos suinamente marcados. Pare-
ce existir una concentracién limite en la
que se pierden dichas estructuras. Posible-
mente esto sca debido a una concentracion
limite de determinados productos catabo-
licos toxicos. que ocasionan dicha pérdida.

Los micelinos sumergidos de las demas ce-
pas se comportaron en la forma general
descrita en la parte inicial de este estudio.
La cepa 82 en medio con una concentra-
cion de 5% de dextrosa, en la porcién
cercana al indculo, presenta numerosas fi-
bulas. en ocasiones cada dos células. Algu-
nas hifas de pared ondulada y en cierto
modo muy ensanchadas, que se tifien in-
tensamente con el azul lictico. carecen de
fibulas.

Hay algunas dreas en las que las fibulas
son algo escasas y muchas hifas carecen
totalmente de ellas. En porciones de mayor
crecimiento se observa una desdicariotiza-
cion parcial, con un 20% aproximadamen-
te de hifas desdicariotizadas; posterior-
mente, la proporcion va aumentando y. a
las tres semanas, ya Gnicamente se presenta
una que otra fibula; al mes, una desdica-
riotizacion total, que en realidad parece
haberse establecido antes de este tiempo,
ya que areas de desarrollo anterior, tam-
hién estaban desdicariotizadas.

Las cepas restantes siguieron mas o me-
nos el mismo comportamiento para esla
concentracion de dextrosa; en la cepa 4 la
proporcion inicial de fibulas en una por-
cién cercana al indculo, fue menor que en
las otras cepas. En varios casos, como en
la cepa 4 y en la cepa 6, la desdicariotiza-
cion aparentemente se, realiza por forma-
cién de ramificaciones subseptales, las cua-
les se presentan con una gran frecuencia.

En la cepa 103 tambhién observamos que
la porcion cercana al indculo tenia un nu-
mero notablemente menor de fibulas que
las restantes, habiendo varias hifas afibu-

ladas, y en raras ocasiones presencia regu-
lar de fibulas cada dos células. Esta cepa
se desdicariotizé totalmente, Gnicamente en
un lapso muy ligeramente menor que la
82, a las 3 semanas y 2 dias de realizada
la siembra.

En concentracién de dextrosa de 6%, las
cepas presentaron en una porcion proxima
al inéculo numerosas fibulas, pero en me-
nor cantidad que en la concentracién an-
terior, no siendo frecuentes cada dos célu-
las y habiendo un mayor nimero de hifas
carentes de ellas. Se encontraron fibulas en
hifas regulares, vesiculosas, varicosas vy
serpentiformes; en algunos casos, como en
la cepa 82, se presentaron hifas piliformes
carentes de ellaz, y en esta misma cepa, en
etapa inicial, se observé una area peque-
fla con hifas no fibuladas. Aqui encon-
tramos una hifa con dos fibulas dirigidas
en sentido contrario una de la otra hacia
la misma célula: éste también seria uno
de los mecanismos de desdicariotizacion del
micelio.

La cepa 103 presenld un irea totalmente
afibulada en porciéon préxima al inéculo.
A los 15 dias de sembradas las cepas, ya
se encontraba en la mayoria, un 90% del
micelio desdicariotizado, siendo la desdi-
cariotizacién total mais rapida que en 5%
de dextrosa.

En una concentracion de 7% de dex-
trosa, se not6 que la desdicariotizacién era
mas drastica. En porciones cercanas al
indculo, se observaron fibulas confinadas
a una cierta area; las areas restantes care-
cen de ellas, aunque en el irea en que se
presentan puedan encontrarse cada dos cé-
lulas, esto indica que si existe una in-
fluencia de la dextrosa, por el cambio que
provoca en el potencial de oxidorreduccidn.
En la cepa 103 las fibulas, en la porcién
proxima, ya fueron extremadamente esca-
sas. )

A los 15 dias de sembrados, todos los
micelios presentarou desdicariotizacién to-
tal.
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En micelios aéreos, en concentraciéon de
4% de dextrosa, se observan numerosas
fibulas muy frecuentes cada dos células, y
que en ocasiones se presentan aun en bases
de receptaculos; wnicamente la cepa 103
presenté un menor niimero de fibulas, con
irregularidad en su presencia y con varias
hifas carentes de ellas.

En dextrosa al 5% las observaciones fue-
ron similares, pero al ir aumentando la
concentracion de dextrosa se observé que
en la cepa 103, con 6% de dextrosa, el
micelio presenta alin un gran nimero de
fibulas, pero mucho menor que el de otras
cepas. Es importante indicar que las fibu-
las tendieron a presentarse con mayor re-
gularidad en las hifas ensanchadas y. en
camhio, se encontré un area de hifas muy
regulares, en la que estas estructuras te-
nian una f{ranca tendencia a disminuir,
siendo sumamente escasas. y estando ausen-
tes en un gran nimero de hifas. En las
cepas restantes excepto 1006 (estipite) y 106
(pileo) en concentracion de 7% de dex-
trosa, entre porciones muy fibuladas, se
encontraron pequefias areas en lax cuales
las fibulas tendian a ser muy escasas y
eventuales. Es de gran interés indicar que.
en concentraciones -altas de dextrosa los
micelios aéreos presentan una tendencia a
la disminucion localizada de fibulas, y so-
hre todo que en todos los casos se encontré
confinada a cierto tipo de hifas. particular-
mente a las mas regulares; en cambio, las
ensanchadas las poseen en una proporcion
mucho mayor. Esto es de gran interés, y
totalmente opuesto a las ideas del Dr. A.
Texeira, (1960, 1962 a y b) quien sostiene
que las hifas ensanchadas, evolutivamente
deben ser afibuladas, ya que en ellas no
hay problema en el paso de nicleos para
Ja dicariotizacion del micelio, mientras
que las hifas mas delgadas deben poseer
fibulas para facilitar el paso de ndcleos.
Sus estudios fueron hasados en cuerpos
fructiferos de polipordceros. No se considera
que el comportamiento de las fibulas sea
diferente en los micelios dicariéticos con
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relacion al de un cuerpo fructifero. No

se considera que pueda ser sostenida su
teoria, por lo siguiente:
1* Durante el proceso de formacion de

una fibula hay citodiéresis y. simplemente.
los nicleos podrian pasar libremente antes
de la formacion del septo hifal. <in nece-
sidad de pasar por la fibula. 2' “ormal-
mente, por la fibula pasa uno solo de los
nucleos, mientras que el otro s¢ unc a su
respectivo nicleo compatible en la forma
anteriormente citada, de manera que parece
haber un cierto grado de atraccion entre
nicleos compatibles. sin que la fihula sea
necesaria para su paso. Aparentemente a
este autor le paso inadvertido que el seplo
doliporo se forma después de que los no-
cleos han emigrado. uno hacia la fibula y
otro a la regién apical de la hifa. entonces
i, impidiendo el paso de mayor niamero
de nucleos y la consiguiente disolucion del
dicarion.

U'na hifa ensanchada tendria los mismos
problemas de paso unuclear que una del-
gada. Se cousidera. de cuerdo con varias
observaciones, que las hifas ensanchadas
necesitan un mayor flujo citoplasmatico en
¢l que ayudan notablemente las fibulas ya
que el flujo queda duplicado en un wmo-
mento dado, prohablemente cuando el ni.
cleo de la fibula emigra a la peniltima
célula de la hifa. Sin embargo, se hace
hincapié en que esto no es mas que una
hipétesis personal, y que el problema no
podra dilucidarse hasta que haya mayores
conocimientos sohre la fisiologia de las
fibulas. Por lo pronto, es de gran interés
el hecho de que las fibulas se presenten en
un tipo de hifas y en otro no, lo que podria
ser una indicacion mas de diferenciacion
fisiologica en las distintas hifas de un mi-
celio.

ESTUDIOS EN CZAPEK-DOX LIQUIDO

Todas las cepas presentaron un creci-
miento extremadamente raquitico; a los 2
meses v 10 dias de sembradas, algunas
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presentaron apenas unos cuantos milime-
tros. y la que mayor crecimiento alcanzé
(cepa 5). no llegaba a 1 em del fondo del
tubo. {

los estudios fueron hechos en micelios
sumergidos. observandose en todas las ce-
pas, después de dos meses y medio de sem-
hradas. un gran nimero de fibulas, en la
mayoria de las ocasiones cada dos células.
Fl hecho de que las fibulas se hayan pre-
sentado con tanta regularidaud después de
haber transcurrido un tiempo tan largo
desde ln siembra puede deberse a lo si-
guiente:

En primer lugar, el micelio presenté un
crecimiento lan raquitico que no origind
un consumo de oxigeno tal, que pudiera
agotarlo en un cierto grado del fondo del
tubo; asimismo, debido al crecimiento tan
raquitico, no hubo una acumulacién grande
de productos catabélicos o de CO. que pu-
diese causar la desdicariotizacion del mice-
lio. Por otro lado. hay que considerar que
en este medio se presenta sulfato ferroso
precipitado en el fondo del tubo, el cual
desde luego en un principio actuaria como
reductor, pero obhservamos que posterior-
mente la mayor parte de él se habia trans-
formado en sulfato férrico por la entrada
de oxigeno atmosférico; en esta etapa atin
no iniciaba su desarrollo el micelio, o ape-
nas y se eshozaba, por lo que podria con-
siderarse que esta substancia, actuando co-
mo oxidante, pudo haber ayudado en cierta
manera al mantenimiento de las fibulas.

También se comprolhié con este estudio
que un pH cercano al neutro no tiene in-
fluencia sobre la morfogénesis de fibulas,
dado que, el Crapek-Dox liquido. presenta
un pH de 7.3.

ESTUDIOS EN CZAPEK CON CANTIDAD
TRIPLE DE SALES

Este estudio se hizo con el objeto de oh-
servar si la presion osmética tiene una
cierta influencia en la morfogénesis de las

fibulas, hahiéndose demostrado claramente
que una presién osmética elevada no altera
la morfogénesis de dichas estructuras. Ade-
mas, se hizo este estudio, con el ohjeto de
observar los efectos de una mayor cantidad
de sulfato ferroso, precipitada en el medio.

El medio fue Czapek simple, triplicando
la cantidad de cada una de sus sales, y
manteniendo normal la proporcién de sa-
carosa.

Todos los micelios presentaron un cre-
cimiento muy raquitico, aunque ligeramente
mas abundante que en el Czapek-Dox li-
quido.

En general, en todas las cepas sumergi-
das y semisumergidas estudiadas, se oh-
servé una persistencia de fibulas, en la ma-
yoria de los casos cada dos células. A este
respecto podemos indicar que, en este caso,
al igual que en Czapek-Dox liquido, de-
bido al desarrollo raquitico del micelio.
no se logré acumular gran cantidad de
catabolitos ni de CO..

.o mas interesante de indicar es que en
algunas cepas, como en la cepa 5 en la
que, en el fondo del tubo, el fierro se en-
contraba precipitado en forma ferrosa mas
que férrica, se observé una pequefia drea
totalmente carente de fibulas.

Esta present6 hifas regulares, el rest
del micelio era muy fibulado, con fibulas
presentes aun en las hifas vesiculosas.

En otros casos, como en la cepa 82, en
uno de los tubos que presentaba precipi-
tado de sulfato férrico dominante, habia
una gran cantidad de fibulas, en varias
ocasiones cada dos células, sin presentarse
areas desdicariotizadas, mientras que en el
otro, en el que habia un mayor precipitado
de sulfato ferroso, se observaron varias
dreas en que las hifas presentan condensa-
ciones citoplasméiticas y que carecen de
fibulas. Las areas con hifas que no poseen
estas caracteristicas, son muy fibuladas, al
igual que en el caso anterior.

En algunos casos, como en la cepa 106
(estipite), se presenta reproduccién ase-
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xual, o iniciacion de ésta, formandose va-
rias areas con hifas en las que se condensa
el citoplasma; muchas de éstas poseen fi-
bulas pero ocasionalmente se forman areas

afibuladas.

Como resultado de este estudio se ve
una influencia clara del ion ferreso como
reductor, sobre la morfogénesis de fibulas.
Hay que considerar que en los casos en
que se presentd, su efecto fue claro, y que
parece ser mas drastico que el efecto con
altas concentraciones de dextrosa, ya que
las porciones desdicariotizadas eran muy
cercanas al inéculo, que ademas, el fierro
se encontraba precipitado y que su cons-
tante de disociacién no es demasiado alta.

En los micelios aéreos en general. se pre-
sentaron fibulas cada dos células. Ocasio-
nalmente algunas presentaron hifas pili-
formes carentes de fibulas, o bien algunas
hifas intensamente tefiidas con el azul lac-
tico, también afibuladas.

ESTUDIOS EN MEDIO SINTETICO
(MODIFICACION DE CZAPEK HECHA POR LOS
AUTORES, CON LA FORMULA INDICADA
AL PRINCIPIO DE ESTE THABAJO)

Se preparé este medio con la intencion
de observar el efecto de una alta concen-
tracion de dextrosa en la morfogénesis de
fibulas en un medio de férmula conocida,
asi como para ver el efecto de un pH muy
acido en la morfogénesis de dichas estruc-
turas. El pH fue de 4.1, y se observé en
forma clara que no afecta a la morfo-
génesis de las fibulas. El crecimiento de
los micelios fue muy raquitico, llegando a
presentar, como maximo. 1.5 cm al mes y
medio de sembrados.

En la mayoria de las cepas se encuentra
una gran cantidad de fibulas, en ocasiones
cada dos células, pero unas cepas tienden
a presentar desdicariotizacion parcial, con
algunas areas afibuladas en una forma mas
precoz que otras y, ademas, se observa en
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forma clara que la desdicariotizaeién, en
los casos en que se presenta. es mas rapida
que en los micelios con altas concentracio-
nes de dextrosa. y bacto-peptona (Difco)

al 19,.

Asi, la cepa 82 que crecid menos de un
centimetro. en la porcién distal al indculo,
presentd varias anastomosiz en “H" que
tendian aparentemente a desdicariotizar al
micelio ya que. frecuentemente. se une una
hifa fibulada con una no fibulada. Lo mas
importante es que en esta area se presento
una mayor tendencia a la desdicariotiza-
cién. Aunque habia hifas fibuladas y al-
gunas con numerosax fibulas, ya se presen-
taron algunas zonas carentes de dichas
estructuras; en esta cepa la iniciacion de
la desdicariotizacion es mas precoz que las
restantes. En preparaciones hechas con por-
ciones mas cercanas al indeulo. se ohservd
que la cepa era un dicarion perfecto, con
fibulas practicamente cada dos células. Kn
una hifa de esta porcion se notéd que no
todas las fibulas siguen el mismo sentido.
sino que una de ellax se invierte,

También se encontraroen, en una hifa, dos
fibulas en un mismo septo. Fn la cepa 4 se
presentan, en la mayor parte. numerosas
fibulas; pero estas dreas alternan con dreas
totalmente carentes de dichas estructuras.
a pesar de que el micelio presenté un cre-
cimiento demasiado raquitico, teniendo dni-
camente unos cuantos milimetros después
de mes y medio de sembrado.

En algunos casos, ocasionales, unas dreas
se encontraron desdicariotizadas por pre-
sencia de hifas con condensaciones cito-
plasmaticas que estaban en etapa inicial de
reproduccion asexual. En cambio, la cepa
S presentd un crecimiento mayor que las
restantes, habiendo alcanzado cerca de
2 cm y, sin embargo. no presenlaba nin-
guna aréa desdicariotizada.

La cepa 103 presentd bastantes fibulas.
pero en mucho menor proporcién que las
restantes, y zonas con varias hifas afibu-
ladas. En esta cepa observamos que la
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desdicariotizacion en algunos casos se rea-
liza de la siguiente forma:

En varias .ocasiones observamos que sc
forma una especie de fibula ¢n el septo,
forméandose las dos ramas telemérficas nor-
males y dirigiéndose una hacia la otra,
pero en lugar de anastomarse, se contintan
formando ramas que se entrecruzan en “X".

En la cepa 106 (estipite) también sc
encontraron areas donde las [ibulas dismi-
nuyen considerablemente, careciendo varias
hifas de ellas. Esto se encontré particular-
mente en areas donde el citoplasma de las
hifas tiende a condensarse en forma irre-
gular.

En conclusién. de los resultados obteni-
dos en este medio sintélico, se ohservd
que los efectos de la dextrosa en el poten-
cial de oxidorreduccion totai, desdicario-
tizan al micelio aunque- sea parcialmente
en forma mas rapida que con altas concen-
traciones de dextrosa y bacto-peptona, con
lo que definitivamente se comprueba, que
la bacto-peptona, amortigua un poco los
efectos de desdicariotizacion por la presen-
cia de cistina y [ierro.

ESTUDIOS EN CALDO EXTRACTO DE MALTA
+ suLFaTo FERROSO (1.03%%

Los cultivos fueron sellados inmediata-
mente, para evitar la oxidacion del fierro.

l.a mayoria de las cepas no crecieron a
una concentracion tan elevada y toxica;
pero los micelios sumergidos de las cepas
106 testipite), 4 y 6, crecieron en forma
algo raquitica.” Se observé que en todas
lax cepas, el micelio se desdicariotizo desdc
ctapas iniciales de desarrollo, no presentan.
dose ninguna fibula en porciones cercanas
al inéculo. Tampoco presentaron fibulas
dos micelios aéreos de la cepa 106 (esti-
pite).

Se observé claramente que un oligoele-
mento, en cantidades toxicas, facilmente
causa desdicariotizacion total del micelio.

El fierro, posiblemente, actuaria en for-
ma toxica, por formacion de queiatos con

el ATP.

Ya han sido hechos algunos estudios so-
hre ¢} efecto de substancias toxicas, en des-
dicariotizacion de inicelios (Erwin Da Cos-
ta y R. Kerruish, 1962; Amburgey A.
S., 1967), pero éstos inieamente hacen re-
ferencia a desdicariotizacion por compues-
tos arsenicales y por cobre. Actualmente
Jos que esto escriben estan realizando un
estudio con distintas concentraciones de sul-
[ato ferroso ya que, como se pudo demos-
trar en medio sintético éste no sélo ac-
tuaria por toxicidad enzimatica o por unién
con substancias altamente energéticas, sino
también por los camhios que provoca en el
transporte de electrones y potencial de
oxidorreduccion total.

ESTUDIOS DE MICELIOS AEREOS INCLINADGS,
SELLADOS CON PARAFINA, EN CALDO-
EXTRACTO DE MALTA Y EN PEPTONA

{PFANSTIEHL)} AL 1%, DEXTROSA AL 4%
CON LA FINALIDAD DE OBSERVAR LOS
EFECTOS DE LA ACUMULACION pE CO.
EN DESDICARIOTIZACION DE MICELIOS

Los micelios en un principio crecieron
con cierta rapidez, debido a que habia su-
ficiente cantidad de oxigeno en los tubos,
presentando todas las cepas un crecimiento
denso; a medida que el O. se fue agotando
v se presenté una cantidad mayor de CO.,
el crecimiento fue muy raquitico y lento.
Algunas cepas, como la 82 y 103, dejaron
de crecer a las tres semanas de hecha la
siembra; otras, continuaron creciendo hasta
los dos meses, en que el estudio se dio por
terminado, y en éstas se empezd a ohservar
una zonacion después del area de creci-
miento denso, presentandose areas-de cre-
cimiento esparcido.

En varios casos, los micelios formaron
una intensa cantidad de exopigmento ana-
ranjado.
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En la cepa 82 que unicamente alcanzo

un cierto crecimiento, aparentemente hasta
que agoté el oxigeno disponible, se ob-
servo, durante un estudio hecho en todas las
zonas de micelio, que las fibulas se con-
servan en una gran cantidad en todo el
micelio, tanto en porciones préximas como
intermedias o muy distantes al in6culo. En
la mayoria de los casos se ohservaron cada
dos células, y en varias ocasiones, unas
“saliendo de otras. En uno de los tubos de
esta cepa, en que se ohservé un crecimiento
ligeramente mayor que en el otro, se pre-
sentaron dos tipos de hifas: ensanchadas
y muy fibuladas e hifas delgadas con
condensaciones citoplasmaticas irregulares;
estas hifas, en ocasiones, presentaban fibu-
las, pero en general su proporcién fue
mucho menor que la de las hifas restantes.
Aqui, ya habia una cierta tendencia a des-
dicariotizacion del micelio.

Del estudio en esta cepa s¢ pudo con-
cluir que una cierta cantidad de CO. pro-
ducida por el metaholismo del micelio, no
influye en la morfogénesis de fibulas, si el
crecimiento podia continuarse y la cantidad
de CO. llegaba a cierto limite, se iniciaba
la desdicariotizacion.

De aqui se empezé a sospechar que en
las cepas que habian crecido mas, se pre-
sentarian, en un determinado momento,
areas desdicariotizadas, lo cual efectiva-
mente fue observado en otras 3 cepas es-
tudiadas hasta el momento. Asi, en las
cepas 54, 106 (pileo) y 106 (estipite), se
hicieron las siguientes ohservaciones: en
areas de crecimiento denso, se presentaron
hifas con una cantidad muy numerosa de
fibulas, siendo muy frecuentes cada dos
células; esto se encontré en las porciones
proxima e intermedia con relacién al
inéculo, pero en la porcion mas distante,
de crecimiento esparcido, que era la mas
reciente, se presentd hruscamente una des-
dicariotizacion total del micelio.

Esto indicaba, claramente, que ¢l CO: si
favorece la desdicariotizaciéon del micelio
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y que, en ¢l caso de la cepa 82, el CO.
bloqueé el crecimiento antes de que la
desdicariotizacion se hubiese iniciado.

En una zona de crecimiento denso de la
cepa 54, que se extendié abarcando el area
inferior de la porcién inclinada del tuho.
y que era de formacién reciente, practica-
mentée no se presentaban fihulas; éstas se
encontraban notahlemente disminuidas y
su presencia era {tnicamente eventual en las
hifas, las cuales en su mayoria presentaban
citoplasma condensado en forma algo irre-
gular, y algunas de las fibulas, que even-
tualmente fueron encontradas, formaban
protoplastos. De esta zona salia un area
de crecimiento esparcido, totalmente ca-
rente de fihulas.

Observamos que, en medios con peptona
al 19 - dextrosa al 49, la desdicariotiza-
cion era mas rapida que en los cultiwos
hechos en caldo-extracto de malta.

Claramente se establecio que el CO. es
uno de los factores que influyen en la des-
dicariotizacion, y podria facilmente ser uno
de los factores causantes de la desdicario-
tizacién en micelios sumergidos, aunque no
se piensa que este sca el aGnico factor que
influye en la ausencia de fibulas, por otros
datos que hemos encontrado y que dan
evidencia de la posibilidad de la existencia
de otros factores, como se indicara poste-
riormente en la discusién del presente tra

hajo.

ESTUDIOS DE TRANSFERENCIA DE MICELIOS
SUMERGIDOS AFIBULADOS O CON ESCASA
CANTIDAD DE FiBULAS A MALTA AGAR,
CON LA FINALIDAD DE OBSERVAR SI SE

PRESENTA RECUPERACION DE FIBULAS

No fue posible hacer estudios de trans-
ferencias de todos los medios empleados en
el presente trabajo pero, en general, de
varias transferencias hechas se observé lo
siguiente:



68 DUBGVQY - HERRERA

Cuando hay una ausencia total de Fihu-
las en el inoculo, éstas no se recuperan en
los micelios obtenidos en malta-agar. Apa-
rentemente, la desdica riotizacién origina
heterocariones de diversos tipos, muchos
de los cuales, en morfologia microscopica,
tienen similitud con el heterocarion tomin
B de Schizophyllum commune (Raper J.
R.Y; por la presencia de pseudofibulas o de
ramificaciones subseptales, estos heterova:
riones frecuentemente se monocariotizan en
malta-agar iumediatamente después de ser
transferidos a este medio, o bien después
de una o dos resiembras. Ei diagnéstico del
monocarion se hizo por comparacion con
la morfologia de monocariones ohtenidos
de cuiiivos monospéricos, la cual es exacta-
mente la misma, presentandose una fase
oidial intensa con numerosas cabezuelas co-
nidiosporiferas y numerosas hifas serpen:
tiformes. No se pudo recurrir a otro tipo
de diagnéstico, dado que se han encontrado
grandes dificultades de tincién nuclear en
micelios de Psilocybe caerulescens.

Actualmente se investiga si en los mono-
cariones asi obtenidos, hay dominancia se-
lectiva de uno de los nacleos, o bien si no
hay pérdida total de uno de ellos.

Se cansidera que la selectividad nuclear,
pued€ variar segin cl tipo dc tratamiento
empleado para la desdicariotizacion.

Actualmente se ha iniciado tnicamente
este estudio, pero ya se tiene el resultado
de una de las cepas. La cepa 106 (es-
tipite) que se desdicariotizo totalmente en
micelio sumergido en hacto-peptona (Dif-
co) al 19 - dextrosa al 5%, que al ser
resembhrada a malta-agar se mocariotizé;
tomando la morfologia anteriormente indi-
cada, varias porciones monocariéticas de
este micelio fueron tomadas y sembradas
en cajas de Petri, con inéculos muy cer-
canos, para ohservar el entrecruzamiento.

De uno de los entrecruzamientos se ob-
tyvo un dicarion, pero no perfecto, que atin

presentaba algunas areas afibuladas. Esto
inuicaba que, al menos en este caso, no
se presenta pérdida de un nucleo, aunque
aparentemente parece haber una mayor fre-
cuencia de uno de los componentes del
dicarion que del otro.

Se esta realizando este estudio en el
momento ¥, por lo pronto, unicamente se
presentardn los datos iniciales.

Este fue el primer caso de obtencion de
un dicarion, a partir de micelios desdicario-
tizados, en el presente trabajo. Por otro la-
do, al resembrar en malta-agar micelios con
unas cuantas fibulas, si se ohtiene una recu-
peracion bastante buena del dicavio. Esto
se observ) en varios casos, y en forma par-
ticularmente clara, en una translerencia de
la cepa 103 obtenida en medio de Raulin
con 10 ce; en esta eepa se observaron csca-

sas [ibulas, y al ser translerida a malia-

agar, hubo una gran recuperacion del dica-
rion, habiendo cn numerosos casos {ibulas
cada dos células. Est> aace pensar que el
micelio desdicariotizado poseia en cada cé-
lula un nicleo, y que hahiendo un cierto
numero de células dicarioticas, hubo una
posibilidaa de facil paso nuclear por anas-
tomosis, restableciéndose ¢l dicarion. Fsta
interpretacion ex muy distinta, a decir que
el dicarion se restablece cuando vuelve a
condiciones adecuadas de medio, lo cual
no parece suceder en ningin caso en que
la desdicariotizacion haya sido de 1009
en la porcion de micelio empleada para
la transferencia. Por otro.lado, si consi-
deramos que puede haber recuperacion en
condiciones de mejor oxigenacion, los mi-
celios aéreos provenientes de cultivos su-
mergidos deberian presentar una cierta
cantidad de fibulas, cosa que nunca se llego
a observar. Sohre los resultados obtenidos
en el presente trabajo, debe indicarse que-
discrepan de los resultados obtenidos por
Hans von Kniep, quien indica que culti-
vos sumergidos de Schizophyllum commune
pierden las Iibulas, y que al pasarlos a
medio normal las recuperan iguales a como
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las tenian inicialmente. Se considera que
este autor no utilizo micelios perfectamente
desdicariotizados, como sucedié en los casos
ya citados. Ademas, una recuperacién total
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de un dicarion, a partir de un heterocarion,
es mas dificil sin una previa monocario-
tizacién." Hans von Kniep no indica si sus
cultivos se monocariotizaron.

DISCUSION

Aunque la morfogénesis de las fibulas
encuentra genéticamente controlada por la
interaccion de los nucleos existentes en el
heterocarion especializado llamado dica-
rion, la potencialidad de expresion de éste
se presenta Unicamente bajo ciertas condi-
ciones del medio.

se

En general, podemos decir que no es un
solo factor el determinante de la desdica-
riotizacion del micelio que se expresa en la
ausencia de fibulas, sino que actiia un
conjunto de factores cuya accién final es,
en muchos casos, indirecta, sobre un factor
limitante de gran importancia en la des-
dicariotizacion, que en nuestro caso vendria
a ser ol potencial de oxidorreduccién total
del medio y la cantidad total de CO, que
¢ste presenta.

El control genético intrinseco de la mor-
fogénesis de  fibulas,. independientemente
del medio, lo observamos claramente en la
cepa 107, que tuvo una desdicariotizacién
espontanea; asimismo, ohservamos este con-
trol en varias cepas que tienden a desdi-
cariotizarse, unas mas rapidamente que
otras, después de varias resiembras sucesi-
vas en un mismo medio. Esto podria ser
debido a que los factores de compatibilidad
A y B estan formados por lo menos por dos
subunidades, cada una de las cuales se
encuentra compuesta de una serie de alelos
multiples, estando controlada la expresion
total de cada factor A o B por la compo-
gicién individual de cada subunidad, y
puede suceder que, en algunos casos, los
alelos de una subunidad sean algo menos
viables que en otros, lo que originaria la

tendencia a una desdicariotizacién algo mas
rapida.

En general, el dicarion de Psilocybe cae-
rulescens es muy estable, y factores meca-
nicos como la resiembra, tienen poca in-
fluencia en la desdicariotizacién, variando
el tiempo de viabilidad de un dicarion per-
fecto, por los factores intrinsecos de la cepa.
Sin embargo, annque muy ligera, la in-
fluencia de estos factores, desde luego,
ayuda a la desdicariotizacién ya que, en
resiembras sucesivas, se pueden ir tomando
varios fragmentos monocariéticos que con-
tribuirdn a un aumento de areas desdica-
riotizadas que, en varias ocasiones, podran
ser heterocariéticas, debido a la existencia
de un fenémeno de Buller unilateral, en
ciertos casos.

El hecbo de que algunas cepas como la
106 (pileo) no presenten desdicariotizacion
aun después de 25 resiembras, podria ser
debido a la existencia de un fenémeno de
Buller bilateral, lo cual se tratara de com-
probar con mayor claridad.

La presencia de un fenémeno de Buller
bilateral haria que las partes monocarioti-
zadas tuviesen la posibilidad de volverse a
dicariotizar, aceptando nicleos compatibles
de las porciones dicariéticas.

En las cepas en las que se observé des-
dicariotizacién espontanea, ésta general-
mente se originé por formacién de oidios
monocariéticos.

De nuestros estudios realizados en diver-
sos medios liquidos, se pudo concluir que
ciertos factores fisicos no influyen en la
desdicariotizacion del micelio; asi, la ten-
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sién superficial menor que se encuentra
en el fondo de un tubo, en relacién cuu la
que se presenta en el micelio aéreo, no in-
terviene en la desdicariotizacién, lo que
se comprobé claramente porque todos los
micelios presentaban fibulas en etapas ini-
ciales de desarrollo.

Por otro lado, se comprobé que la pre-
sion osmética elevada tampoco influye en
la desdicariotizacion del micelio, dado que
los micelios sumergidos, obtenidos en Cza-
pek modificado con cantidad triple de sales
fueron muy fibulados, este dato fue preci-
samente el que hizo considerar que los
efectos de desdicariotizacion obtenidos en
altas concentraciones de dextrosa, no eran
debidos a presién osmética, sino al poten-
cial total de oxidorreduccién.

El pH neutro o muy acido, no influye
en forma directa ya que, por ejemplo, sc
tuvo un pH inicial muy acido (4.1) en
- medio de Czapek modificado por nosotros

con asparagina y dextrosa, y este pH no-

influy6 en la pérdida de fibulas en etapas
iniciales del desarrollo del micelio; sin
embargo, el pH actia indirectamente por
su influencia en el potencial de oxidorre-
duccién.

Observamos que los factores quimicos
son la causa primordial de la desdicarioti-

zacién, y los distintos medios de cultivo

afectan a ésta, pero en la mayoria de las
ocasiones no es la accién directa de un
determinado medio con X substancias, la
que provoca la desdicariotizacion, sino la ac-
cién que éste pueda tener sobre determi-
nado factor limitante que origina la pérdida
de fibulas, es decir, no hemos demostrado
que una determinada substancia de un me-
dio de cultivo actiie desdicariotizando al
micelio por si misma, sino siempre hay una
interaccién de factores, de los cuales uno
es el factor limitante mas importante. Esto
lo podemos generalizar para todos los me-
dios estudiados, con excepcion del caso del
caldo-extracto de malta - sulfato ferroso
en que es directamente la toxicidad del

Fe** la causante de la desdicariotizacién,
lo que se refleja claramente ¢n una pérdida
de fibulas desde las etapas iniciales del
desarrollo, hecho no observado en ningin
otro medio, excepto en peptona (Pfanstiehl)
con altas concentraciones de dextrosa, pero
en la que claramente se demostré que la
desdicariotizacién en etapas iniciales no es
por la peptona o por la dextrosa, dado que
en micelios con bajas concentraciones de
dextrosa no hay desdicariotizacién en eta-

. pas iniciales, sino que es debida al efecto

de esta substancia sobre el potencial de
oxidorreduccion.

En general logramos demostrar dos fac-
tores que determinan la estabilidad de un
dicarion:

1) Potencial total de oxidorreduccién
alto.

2) Oxigenacién adecuada (actuando so-
bre el primer factor), y liberacion
adecuada del CO. del medio de cul-

tivo.

Los estudios de micelios agitados en
caldo-extracto de malta demuestran clara-
mente que el mantener una oxigenacién
adecuada y permitir la liberacién del CO,
hace que los micelios sumergidos no lle-

-guen a desdicariotizarse.

En general se observé que, en todos los
medios, la desdicariotizacién se realiza con
relacion al tiempo y casi nunca se presenta
en etapas iniciales de desarrollo; esta ob-
servacién implica directamente que ciertos
productos catabélicos del micelio son los
causantes de la pérdida de fibulas, ya que
se necesita que éste llegue a determinada
etapa de desarrollo para que se presente
la pérdida de fibulas. El hecho de que la
desdicariotizacién sea gradual, implica que
hay una determinada substancia que esta
aumentando en concentracién en el medio
y que, al alcanzar un cierto limite, desdi-

" cariotiza totalmente al micelio.

De acuerdo con los resultados obtenidos
en cu'tivos aéreos sellados, se podria pos-
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tular que, en todos los casos, en micelios
sumergidos, la desdicariotizacién podria ser
causada por una acumulacién de CO; en
el medio, si bien este puede ser uno de los
factores condicionantes de la pérdida de
fibulas, como se demostré en los cultivos
sellados; no se considera tampoco que su
efecto sea tan drastico, ya que hay una
cierta tolerancia al CO,, manteniéndose el
dicarion. como un dicarion perfecto hasta
. ciertos limites muy amplios de concentra-
cion de CO., asi, por ejemplo, en la cepa
82 la concentracién de CO, llegb a un li-
mite tan elevado que logré inhibir el cre-
cimiento; sin embargo, todo el micelio que
se habia desarrollado, hasta ese momento,
seguia como un dicarion perfecto. Esto in-
dica que las concentraciones de CO; nece-
sitan ser algo elevadas, para poder causar
la desdicariotizacién.

En las cepas restantes, se observé una
.mayor tolerancia de CO; en el crecimiento,
manteniéndose éste ain después de un mes
de la siembra, aunque ya a esas concentra-
ciones mayores de CO; el micelio se des-
dicariotiza totalmente. '

En conclusién, consideramos que, aun-
que la accién del CO; es clara, lo mas pro-
bable es que éste no sea el unico factor que
interviene en la pérdida de fibulas en

micelios sumergidos, dado que su concen-

tracion no Hega a ser extremadamente dras-

tica, debido a que bay salida continua de

este gas, aunque su difusién sea algo lenta.
El hecho de tolerancia de grandes cantida-
des de CO, para el crecimiento, nos puede
indicar la existencia de un cierto tipo de
metabolismo microaerofilico, de cuya exis-
tencia se tienen ya ciertas evidencias por
estudios recientes hechos con azida de so-
dio 10% M, en los que se observé que el
~ crecimiento de micelios sumergidos no se
bloquea. De acuerdo con esto, podemos
emitir la hipotesis sobre la posibilidad de
existencia de substancias téxicas, producto
de un metabolismo microaerofilico, como

causantes de desdicariotizaciéon de Pstlo-
cybe caerulescens, aparte de los factores ya
citados.

El potencial de oxidorreduccién total es
el limite mas importante en la desdicario-
tizacién, influyendo directamente en el lap-
so en el que ésta se presenta, ya que se
observé una clara disminucién en relacién
con el tiempo, para lograr una desdicario-
tizacién total a medida que se aumentan
las concentraciones de dextrosa.

Los resultados obtenidos con peptona
(Pfanstiehl) y altas concentraciones de dex-
trosa, también revelan la clara influencia
de este factor; posiblemente, si se hubie-
se aumentado mas la cantidad de dex-
trosa en los estudios hechos con dextrosa
y bacto-peptona, de acuerdo con los re-
sultados obtenidos hasta el momento, se lle-
garia a un punto en que, si la concentra-
cién de dextrosa permite aiin el desarrollo
del micelio, las fibulas se perderian desde
el origen de éste. Con esto se quiere in-
dicar que los resultados obtenidos con pep-
tona (Pfanstiehl) son muy similares a los
obtenidos con bacto-peptona, excepto que
existe una diferencia en el limite de con-
centracién al que se pierden las fibulas
por la amortiguacién en el potencial redox
que proporciona la cistina. También es im-
portante indicar el hecho de que, al au-
mentar el potencial de oxidorreduccién,
aumenta la proporcién de fibulas en mi-
celios aéreos, con relacion a la cantidad
existente en malta-agar, o evita que se pre-
sente la desdicariotizacién total en micelios
sumergidos.

La accién de altas concentraciones de
dextrosa es debida, por un lado, a una
posible mayor concentracién de CO,, ya
que existe mayor cantidad de substrato que
se puede metabolizar; sin embargo, ésta
no seria su tnica accién, ya que el coefi-
ciente econémico es bajo y el micelio tien-

.de a crecer menos en mayores concentra-

ciones de dextrosa, lo cual podria implicar
que no toda la cantidad que se presenta, es
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aprovechada en la misma proporcion; sin
embargo, una cierta cantidad mayor po-
dria ser aprovechada, y esto originaria un
acimulo mas rapido de CO..

Observamos que la accién de los distin-
tos factores y el limite al que éstos actiian
varia segin la cepa, por caracteres gené-
ticos intrinsecos de ésta, pero en general,
los mismos factores desdicariotizaron a. to-
das las cepas variando unicamente la re-
lacién cuantitativa de ellos, necesaria para

la pérdida -de fibulas, excepto en la cepa

106 (pileo), en que la desdicariotizacién
se presenté en una forma irregular en unos
mcz:li_os y en otros nunca se present6. Aun-
que se carece de una explicacion 1009
segura sobre el comportamiento de esta
cepa, se observa que, en algunos medios,
como en bacto-peptona con alta concen-
tracién de dextrosa, el micelio aéreo pro-
duce un pigmento anaranjado muy intenso
que, en ocasiones, no unicamente se pre-
senta en la base, sino también en las hifas
aéreas. Estos pigmentos parecen ser del
tipo de las quinonas, y se observé que,
cuando se presentan, en ese mismo medio,
el micelio sumergido no. pierde las fibu-
las. Esto podria indicar que, en la fase
terminal de la respiracién, esta cepa tiene
la posibilidad de seguir su metabolismo
por otra via (quinonas), lo cual ayuda-
ria a que la desdicariotizacién no se pre-
sentara; esto estara correcto considerando,
como se ha demostrado, que para todas las
demés cepas, la existencia” de una cierta
cantidad de oxigeno molecular, es primor-
dial en el mantenimiento del dicarion.

Se hace notar que, en nuestro trabajo,
no se asegura el tamafio del inéculo por-
“que “inicialmente no se considera que éste
pudiese influir; pero, de acuerdo con los
resultados obtenidos, éste seria un factor
importante, ya que una mayor cantidad
de inéculo podria originar una aceleracién
en el metabolismo que, a su vez, implica-
ria ‘un acimulo mas rapido de CO; y
otros productos catabélicos, lo que da un

ligero error al considerar la desdicarioti-
zacién con relacién al tiempo, para las
diversas cepas sembradas en un mismo
medio.

Por otro lado, para hacer que los re-
sultados de una determinada cepa sean
comparables en los distintos medios, seria
mas correcto considerarlos en funcion de
la velocidad de crecimiento del micelio
en cada uno de esos medios. Nuestros re-
sultados ya muestran diferencias drasticas
en la desdicariotizacién, dependientes del
potencial de oxidorreduccién, pero se puede
asegurar que éstos tienen un limite de error
y que las diferencias serian mas marcadas
considerando los factores anteriormente in-

dicados.

La desdicariotizacién del micelio gene-
ralmente originé heterocariones de diver-
sos tipos, aunque se observé que en al-
gunos medios, como el de Kaufmann, la
desdicariotizaci6n se realiza por formacién
de oidios, que suponemos son monocarioti-
cos, debido a la ausencia total de fibulas.

Los distintos tipos de heterocariones, en
general, tienden a monocariotizarse al ser
transferidos a malta-agar o bien después
de un cierto nimero de resiembras.

Existen varios mecanismos de desdica-
riotizacion para formaciéon de heterocario-
nes; uno de ellos, que se observa muy
frecuentemente, fue la presencia de rami-
ficaciones subseptales; otro, la presencia de
fibulas dirigidas en sentido opuesto hacia
una misma célula, la cual queda hetero-
cariontica, o bien se.disuelve formandose
dos hifas terminadas en gancho que queda-
rian heterocarionticas por paso de los ni-
cleos de la célula que se disolvié.

De los resultados obtenidos en transfe-
rencias de micelios parcialmente desdica-
riotizados a malta-agar, puede apreciarse
que aparentemente existe un fenémeno de
Buller unilateral que permite que la to-
talidad del micelio se vuelva a dicario-
tizar, lo que nos explica resultados como
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¢l obtenido de una transferencia de micelio
parcialmente desdicariotizado de medio de
Raulin a malta-agar,

Se observé que ‘no hay una recupera-
cién de fibulas en micelios totalmente des-
dicariotizados transferidos a malta-agar,
pero que el heterocarion, al monocariotizar-
se, tiene la posibilidad de permitir que se
segreguen los dos tipos de niicleos compati-
bles y que, en entrecruzamientos o en re-
siembras sucesivas, vuelva a formar un di-
carion, como fue observado en estudios so-
bre la cepa 106 (estipite) ; aparentemente,
la frecuencia de uno de los niicleos gené-
ticamente compatibles parece ser menor
que la d¢) otro, dado que deberia presen-
tarse nn mayor nimero de dicariones en
los entrecruzamientos, que el observado;
aproximadamente el 909% de los entre-
cruzamientos no originan micelios dicarié-
ticos.

Por otro lado, se considera que distin-
tos tipos de tratamiento dan origen a dis-
tintos tipos de heterocariones que, a su vez,

al monocariotizarse, lo podrian hacer de -
forma diferente, dando origen, en ocasio-

nes, a micelios en que uno de los niicleos
se haya perdido en su totalidad.

El hecho de tener la posibilidad de ob-
" tener monocariones por diversos métodos
a partir de cultivos dicariéticos, es de una
gran importancia para estudios genéticos,
particularmente en los casos en que se lo-
gran recuperar los dos componentes del di-
carion, lo cual es de gran utilidad en los
casos en que no se puede obtener cultivos
monospéricos, o bien las basidiosporas ger-
minan con una gran dificultad.

Del presente trabajo, se concluye que el
_dicarion se desarrolla bajo condiciones de
medio mas restringidas que el heterocarion
y que el monocarion.

Interesa indicar el hecho de que, en
los diversos micelios, las fibulas predomi-
nen en un tipo de hifas como en las en-
sanchadas, y su proporcién sea menor en
“las delgadas, o bien que haya hifas, como

en varias ocasiones cbservamos, que son
de pared ondulada, que se tifien intensa-
mente 'con el azul lictico y que carecen
totalmente de fibulas; esto podria hablar
de un cierto grado de diferenciacién fi-
siolégica en las hifas del micelio antes
de la formacién del carpéforo, pero, en
nuestro caso, no se ocbservé lo encontrado
por A. Lecha Teixeira en los carpéforos.
Este autor encontré6 que en los carpéfo-
ros, las hifas esqueléticas son las que ca-

recen de fibulas, mientras que éstas se pre-

sentan en hifas generatrices. En el presente
trabajo se encontré que, en bacto-peptona
al 1% con altas concentraciones de dex-
trosa, en los micelios aéreos se presentaban
nnmerosas hifas de membrana de color par-
do, que serian el equivalente de las hifas
esqueléticas de un carpoforo, y éstas, sin
excepcion, siempre se encontraron fibula-
das cada dos células. Se considera que,
en el interior del carpéforo, a veces se

.pueden realizar pérdidas de fibulas por

una -oxigenacion deficiente, particularmen-
te en carpéforos mas compactos, sin que
esto, por lo tanto, sea un caracter de valor
taxonémico..

Por ultimo, haciendo una reconsidera-
cién general, de los mecanismos de desdi-
cariotizacion descritos en el presente tra-
bajo y considerando que los micelios, en
la naturaleza, en varios casos, se encuen-
tran a una gran profundidad en el sus-
trato, como sucede con la especie aqui
estudiada, particularmente la forma que
se encuentra en los barrancos, existe una
gran posibilidad de que fenomenos de des-
dicariotizacién continuos estén ocurriendo
en la naturaleza, lo cual originaria un
desequilibrio que finalmetne se traduciria
en una restriccion del nimero de cuerpos
fructiferos formados. Por otra parte, seria
posible, _posteriormente, ,la recombinacién
de los monocariones, formandose nueva-
mente la fase dicariotica perfecta en zo-
nas del substrato més préximas a la at-
moésfera,
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