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INFLUENCIA DE FACTORES FISICOQUIMICOS
EN LA MORFOGENESIS DE ESTRUCTURAS ASEXUALES
EN MICELIOS DE PSILOCYBE CAERULESCENS MURRILL

CeLia Dusovoy *

TeoFiL0 HERRERA **

RESUMEN

Fue emprendido un estudio sobre la accién de factores fisicoquimicos en la morfo-
géncsis de estructuras asexuales de micelios de Psilocybe caerulescens Murrill.

Se encontré que, aunque los factores genéticos tienen un papel fundamental en la
_formacién de estructuras asexuales, operan Gnicamente bajo ciertas condiciones del me-
dio ambiente externo. El estudio se refiere, especialmente, a la relacién de fuentes de
carbono y de nitrégeno en la presencia de la fase asexual y, en particular, se registran
G"t“dlﬁa en medios con un bajo contenido en carbohidratos; pero también se hace
mencién de estudios en medios con un alto cuntcmdo en carbohidratos, los cuales se
estan realizando actualmente.

Se senalan varios np05 de estructuras asexuales, que son registrados por primera vez
para esta especic, asi como para todo el género Psilocybe. En cultivos sumergidos, con
bajo contenido de dextrosa, y peptona al 1%, se encontraron especialmente artrosporas
endGgenas y artrosporas con formacién endégena. En el presente trabajo sc detallan
los mecanismos de origen de estas estructuras. Un nuevo término para la denominacion
de artrosporas endégcnas ha sido propuesto aqui, dado que no se considera que éste
sea adecuado de acuerdo con el origen y.el desarrollo subsecuente y la liberacién de
estas estructuras. Son denominadas en estc trabajo, endosporas hifales.

En micelios aéreos, que crecieron en el mismo tipo de medio, se encontraron oidié-
foros y diversos tipos de oidios; todos sus mecanismos de formacién estin ilustrados y
son detalladamente discutidos. Se concluye que una baja relacién carbono-nitrégeno,
cuando la fuente de nitrégeno es orgdnica, tiene un papel fundamental en la formacién
de ambas estructuras. Otros factores limitantcs, que conducen a una u otra de estas
ostrucluras, son discutidoes.

Por primera vez, se encontraron clamidosporas formadas en fidlidas y de muchas
ctras’ maneras; los mecanismos de su formacién, asi como los factores fisicoquimicos
que conducen a su pressncia, son discutidos.

* Becaria del Instituto Nacional de la Investigacién Cientifica en: el Instituto de Biologia,
#* Del Instituto de Biologia UNAM. : -
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Que csto no era contaminacién, fue claramente comprobado por la presencia casi
constante de una fibula en la base de la fidlida. Es propuesta una ampliacién del
término clamidospora, que incluya a todas las esporas asexuales con pared de resis-
tencia, independientemcnte de su forma y origen. Dado que en estudios con altas
ccncentraciones de dextrosa, los autores de este trabajo encontraron que, aun la misma
ccpa, puede formar 3 tipos de clamidosporas: lisas, finamente espinulosas y crenadas, se
discute el problema que esto constituye para el taxénomo. También se discute la ventaja
dc este tipo de estudios para permitir que los hongos expresen, tanto como sea posible,
sus potencialidades genéticas, estudios que probablemente ayudarian a una clasificacién
mas natural de los hongos imperfectos. ; :

SUMMARY

A study on the action of physicochemical factors in morphogenesis of asexual struc-
tures in mycelia of Psilocybe caerulescens Murrill was undertaken.

It was found that even though genetic factors play a major rile in the formation
of non-sexual reproductive structures, they are opcrative only under certain external
environmental conditions. OQur study was specially concerned with the relationships of
carbon and nitrogen sources in the presence of the ascxual stage, and studies in media
with low carbohydrate content are recorded in this paper; mention is "also made to
studies in media with high carbohydrate content, which are carrying on” now in our
laboratory.

- Scveral types of asexual structures are recorded for the first time for this species,
as well as for the whole genus Psilocybe. In submerged cultures with low dextrose
coentent and 1% peptone, specially, endogenous arthrospores and arthrospores with an
endogenic formation were found. In this work all the mechanisms of origin of these struc-
" tures arc detailed. A new term for denomination of endogenous arthrospores is proposed
since these ones don’t fit, according to the genesis and subsequent dcvelopment and
libcration of typical arthrospores; they were called by us hyphal endospores.

In aereal mycelia, grown in the same type of medium, oidiophores and several types
of oidia were found, all their mechanisms of formation are illustrated and discussed
_n detail. It is concluded that the low carbonnitrogen relationship, when nitrogen is
from an organisc source, plays a major réle in the formation of both structures. Other
limiting factors which lead to one, or to the other of these structures, are discussed.

For the first time, the authors of this papcr found chlamydospores which were formed
in phialides and in several other ways. Mechanisms of formation, as well as physico-
chemical factors which lead to their presence, are discussed in detail.

That this was not a contamination was clearly proved by the constant presence of
clamp connections in the basis of the phialide. From the results of the present research
an amplification of the term chlamydospore is proposed, including all non sexual spores
with a resistant wall, regardless their form and origin.

In studies with high dextrose contents, it was found recently that even the same
strain can form 3 types of chlamydospores: smooth, delicately spinulosc and crenate;
the problem that this presents to the taxonomist is discussed. :

It is also discussed the advantage of this type of studies, to let the fungi express,

‘as far as possible, their genetic potentialities, studies which could probably be helpful
for a more natural elassification of imperfect fungi.

INTRODUCCION

Los estudios morfolégicos y fisiologicos son muy escasos; pricticamente no se men-
de reprouccién asexual en Basidiomycetes ciona la morfogénesis de las estructuras
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asexuales ni la influencia de diversos fac-
tores en la presencia de éstas.

En general, lo poco que se menciona se
refiere a la presencia de oidios (Buller
1958, Brodie 1936, Hughes 1953), en ra-
risimas ocasiones conidios de tipo “Oede-
cephalum” y “Botrytis” (Tubaki 1963),
Y, mas rara vez, a la presencia de cla-
midosporas (McKay 1967, Singer 1962,
Gomez Nava 1967, Hawker 1957). Heim,

MATERIALES

En este trabajo se empled como medio
control malta agar (Difco), en el cual
fueron sembradas todas las cepas obteni-
das en los distintos medios de cultivo uti-
lizados para el estudio morfogenético. Para
estos estudios morfogenéticos se emplea-
ron diversos medios naturales y semisin-
téticos, restringiéndolos, particularmente,
por razones especiales, a los estudios en
medios liquidos. Debido a que de un es-
tudio anterior realizado por los autores
de esta nota sobre la morfologia de mice-
lios de Psilocybe caerulescens Murrill (Du-
hovoy & Herrera 1967), se encontré que
ciertas cepas que no presenta!)an Tepro-
duccién asexual en malta-agar (Difco) la
presentaron en medio de Kaufmann y -en
papa-dextrosa; en primer lugar, se deci-
di6 repetir los estudios en estos medios.

Los cultivos fueron hechos en tubos de
ensaye de 150 x 15 mm. Para este estudio,
de cada medio se hicieron 4 tubos por
cepa, dos de los cuales contenian 3 cc de
medio y los otros dos 10 cc de medio,
con el objeto de ver el efecto de un dife-
rente grado de oxigenacion.

Las siembras
-te manera: -
3 cc de medio con indculo

se hicieron de la siguien-

Un tubo con
aéreo.

/Un tubo con 3 c¢ de medio con indculo
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1958, describe fases oidiales o de artros-
poras de diversos tipos para determinadas
especies del género Psilocybe, y considera
a éstas como un caracter importante en
la clave de clasificacién que proporciona,
hasada en las diversas estructuras’ mice-
liales. Sin embargo, este autor no abservo
la reproduccién asexual de la especie aqui
estudiada, y la indica, en su _clave, como
ausente.

Y METODOS

sumergido, y lo mismo para cada uno de
los tubos con 10 cc de medio.

Los tubos fueron ipcubados a 26° C.

Posteriormente, con el objeto de ver el
efecto de la relacion carbono-nitrogeno en
la reproduccién asexual, se hizo el estudio
de la morfogénesis de los micelios en di-
versas concentraciones de dextrosa, con
una concentracién constante de fuente ni-
trogenada orgénica y, para esto, se decidio
seguir la férmula del medio de Sabouraud,
colocando constantemente 1% de peptona
y variando las concentraciones de dextrosa

desde 0.050¢ hasta 8%.

En este trabajo Unicamente se indican
los resultados de estudios en hajas con-
centraciones de dextrosa, dado que las res-
tantes seran discutidas en un estudio que
se esta realizando actualmente.

El estudio fue hecho utilizando 2 tubos
de 15 x 150 mm por cada cepa, colocan-
do en cada uno 10 cc de medio, y sem-
brando de cada cepa, uno con indculo su-
mergido . y otro con inéculo aéreo. Los
cultivos tamhién se incubaron a 26°C.

Debido a los resultados que se obtuvieron
con bajas concentraciones de dextrosa, se
considera necesario un estudio en agua
peptonada, para observar la influencia de
una ausencia de fuente hidrocarbonada
especial, presentindose {nicamente como
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fuente carbonada, el propio polipéptido.
Para el estudio se siguié el mismo mé-
todo que en el caso anterior.

Debido a que, como se indicard poste-
riormente, se encontraron tanto oidios como
clamidosporas, se consideré de gran im-
portancia ver la secuencia de formacion
de este tipo de estructuras, particularmen-
te por lo que respecta a las clamidosporas,
dado que éstas, en los Basidiomycetes en
general, son muy raras y Unicamente se
han registrado en algunos géneros de la
familia Tricholomataceae (Singer 1962) y
en algunos representantes de las familias
Polyporaceae (McKay 1967) y Thelepho-

raceae (Gomez Nava 1967).

Para este estudio decidimos hacer cul-
tivos en lamina, que nos revelaron la se-
cuencia clara de formacién de estas es-
tructuras y su relacién con el micelio.

Los cultivos fueron hechos en gota sus-
pendida de agua peptonada al 19, colo-
cada sobre un cubreobjetos, a su vez co-
locado sobre un anillo que se encontraba

DUBOVOY -
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en un portacbjetos estéril; todo esto se in-
trodujo a una caja de Petri con algodon
y papel filtro humedecidos. 1

Con la finalidad de observar la influen-
cia de otros factores, como oxigeno, man-
tenimiento de mayor humedad y de tratar
de evitar la rapida sequedad de la gota de
medio, se hicieron las siguientes variantes:

En unos casos se colocé el cubreobjetos
sobre el anillo en forma normal; en otros.
en diagonal; algunos no sellados y otros
lacrades perfectamente con vaselina; en
otros casos, a la camara himeda se le agre-
gaba diariamente una cierta cantidad de
agua destilada estéril, para mantener una
cierta constancia de humedad.

Las camaras hamedas ya sembradas, fue-
ron colocadas a la temperatura del labo-
ratorio. Para este estudio fueron seleccio-
nadas dos cepas, haciéndose una prepara-
cion diariamente, a partir del sexto dia
de la siemtbra del micelio.

En todos los casos fue utilizado ¢l azul
ldctico para teiiir el micelio.

RESULTADOS

En nuestro medio control (malta-agar),
y sin haberse realizado aiin varias resiem-
bras, en general, no observamos fase asexual
en las cepas estudiadas, pero en una de
ellas: cepa 107 (obtenida de contexto
de pileo), se encontrd, por primera vez,
la fase asexual de tipo oidial de esta es-
pecie, o sea una fase asexual correspon-
diente a la fase imperfecta, tipo “Geotri-

chum” (Hughes 1953).

Es notable mencionar que este mismo
medio y con la misma concentracién, fue
empleado por Roger Heim (1958) en sus
cultivos y, después de la observacién de
muchisimas cepas, nunca comunicé haber
visto la fase asexual. Esto habla en par-
te de la-invalidez de su clave. ya que
se observd en este caso que [ue caracter

ue cepa la presencia de esta fase; esta
cepa continuamente ha permanecide en
fase asexual; sin embargo, se notéd que,
cuantitativamente, ésta puede variar en los
distintos medios que se empleen. Se anota
que en el estudio de la reproduccion asexual
y de los factores que influyen en esto,
siempre hay que tomar en consideracion
el aspecto cuantitativo y no tnicamente el
cualitativo de esta fase. Como aspecto cuan-
titativo se quiere indicar la proporcion o
relacion de la fase vegetativa micelial con
la fase asexual.

A continuacion se describe el estudio
inicial de la fase asexual de la cepa 107
en malta-agar.

La fase asexual es parcial y se encon-
traron varias hifas que. en ningin caso,
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presentaban fibulas; sin embargo, por la
morfologia restante {presencia de un gran
nimero de ramificaciones acremoniformes,
asi como el tipo de estructuras asexuales
que es idéntico al de otras especies de
Psilocybe), se aseguré que no era conta-
minacion.

Se observd gran cantidad de oidios for-
mados en oidi6foros de forma muy diversa
(fig. 1). Practicamente se observaron oi-
diéforos de todos los tipos descritos por
Roger Heim para otras especies, y cousi-
derados por él como caracter especifico.
Fl dnico tipo de oidi6foros no encontrado
fue el de oidiéforo en haz. El tipo domi-
nante fue el de oidiéforo con cahezuela
conidiosporifera en el que, en ocasiones,
los oidios se comprimen y toman forma
redondeada a manera de conidios (fig. 1.
e, i, 1), oidioéforos enrollados (fig. 1, a, b)
oididforos en cruz (fig. 1, d, h) enrollados
en cruz (fig. 1, j) helicoidales sigmoideos.
rectos (fig. 1, g), etc.

Los oidios son generalmente rectangu-
lares, con excepcién de los formados en
cabezuelas conidiosporiferas.

Desde esta ocasién, se considerd intere-
sante el hecho de que, frecuentemente en

los oidios, el citoplasma tendia a conden-

sarse separandose de las paredes laterales
y transversales, dando origen a formacio-
nes endogenas.

Es decir, el oidiéforo se fragmenta nor-
malmente en varias células, cuyo contenido
citoplasmatico se condensa; légicamente, la
parte. que presenta la condensacién cito-
plasmatica, es la Gnica capaz de germinar,
pero surgié la pregunta sobre el funcio-
ramiento de esta estructura el cual podria
ser de dos formas.

1° Por un lado, que la separacién del
oidio se realizara en forma normal, por
disyuncién de las células en los septos.
entre una y olra, siendo un oidio tipico,
pero con formacion endégena que es la
tnica parte capaz de germinar.

2¢ Dado que en algunos casos se obser-
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vo que la condensacion citoplasmatica pre-
sentaba una pared propia, se podria pen-
sar que los oidios tuviesen un origen en-
dogeno en el interior del oididloro, y que
por lisis de las paredes originales en deter-
minados puntos, salieran al exterior.

Ambas hipétesis fueron comprobadas en
estudios posteriores, particularmente la pri-
mera y, en algunas ocasiones, la segunda.

En los estudios en medio de Kaufmann
v en papa-dextrosa se obtuvieron los si-
guientes resultados:

En medio de Kaufmann, el micelio aéreo
de la cepa 106 (obtenida de contexto de
pileo) en tubos con 3 cc de medio, pre-
senté una iniciacién de [ase asexual, en-
contrandose en una zona dos oididforos
enrollados y algunos oidios sueltos; el resto
presentaba fase vegetativa caracteristica.

En micelios sumergidos en tubos con
3 cc de medio, no se presentd fase asexual.
al igual que en micelios aéreos y sumer-
gidos. obtenidos de tubos con 10 cc de
medio.

La cepa 107 (obtenida de contexto de
pileo) ' perdié la fase asexual en micelios
sumergidos; con cualquier cantidad de me-
'dio, y la presentd en micelios aéreos. en
una proporcién similar a la inicial.

En las cepas 78 y 81 (obtenidas de es-
poras) en tubos con 3 cc de medio de
Kaufmann, se observé la fase asexual ti-
pica. las hifas son sumamente escasas y
casi la totalidad se encuentra transforma-
da en oidioforos de diversos tipos. Se
observaron oidi6foros en forma de “C”,
enrollados ¢n cruz, helicoidales, sigmoideos
y algunas cahezuelas conidiosporiferas.

Aqui predominaron grandemente los oi-
didforos enrollados y no las cahezuelas co-
nidiosporiferas predominantes en la cepa
107. observandose claramente las diferen-
cias en la morfogénesis de los oidiéforos
segiin la cepa utilizada, aunque el medio
de cultivo y las demas condiciones sean
idénticas. Hay que considerar que la for-
macion de cabezuelas conidiosporiferas im-
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Figura 1

Figura 2
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plica una mayor division. En el micelio
sumergido en tubos con 3 cc del mismo
medio, y en el aéreo y en el sumergido
en tubos con 10 cc de medio, no se ob-
servo fase asexual.

En papa-dextrosa, los resultados con las
distintas cepas fueron exactamente los mis-
mos que los encontrados con medio de
Kaufmann, con distintos volimenes de me-
dio y con las distintas .cepas, encontran-
dose una dominancia cuantitativa de la
fase asexual en las cepas 78 y 81 {(obte-
nidas de esporas) con relacién a la cepa
106 (de contexto de pileo), en que ésta
apenas se eshoza. Se presento aqui la fase
asexual Unicamente en micelios aéreos en
tubos con 3 cc de medio con un predomi-
nio de cabezuelas conidiosporiferas. Tanto
en medio de Kaulmann como en papa-
dextrosa, tnicamente una de las cepas es-
tudiadas no presenté indicios de [ase
asexual, cepa 103 (ohtenida de estipite) ;
esto indica la clara influencia del factor
genético de las cepas. cuya potencialidad
de expresiéon puede alterarse en forma
positiva o negativa, por las condiciones
ambientales.

En el presente estudio, en medios con
1% de peptona y dextrosa en cantidades
muy bajas, o totalmente ausente, observa-
mos ¢l maximo incremento en el desarrollo
de la fase asexual y la mayor variacion de
ésta.

En micelios obtenidos en peptona-al 1%
y 0.05% de dextrosa se observé lo si-
guiente:

En general, las hifas tienden a presentar
condensaciones citoplasmaticas pequefias a
veces muy regulares y de forma rectan-
gular (fig. 2 a, b, y fig. 3), dando la im-
presion de un mecanismo endégeno de
formacién de artrosporas, pero en ocasio-
nes estas condensaciones son protoplastos
irregulares o redondeados que, segin se
ohservé, quedan libres por lisis de la pared
original (fig. 2, e, g).

Se indicé una gran tendencia del cito-
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plasma de todas las cepas a fragmentarse
previamente a la fase asexual propiamente
dicha. En micelios sumergidos se ohservd:
la presencia de fase asexual en todas las
cepas estudiadas, lo que en principio in-
dica que la relacion carbono-nitrogeno es
basica para la presencia de fase asexual vy,
particularmente, una relacion baja.

En general, en micelios sumergidos, la
fase asexual es atipica y poco clara, de
aparicion algo tardia, lo que indica que
hay una cierta dependencia de ésta con
relacion al consumo de substancias nutri-
tivas del medio. Ademads, se encuentra su-
mamente escasa y es, comparativamenie
con la fase micelial, extremadamente haja;
aunque en ocasiones ya se presentan oidié-
foros perfectamente claros y fragmentados
en oidios, en la mayoria de los casos se
presentan oidiéforos en .iniciacién, ain no
tabicados; en algunas ocasiones se observa
iniciacion de cabezuelas conidiosporiferas
y células redondeadas aisladas como coni-
dios; entre éstas puede presentarse rara-
mente algiin oidiéforo de forma diversa,
partlcularmente enrollado en cruz, que ya
se ha tabicado.

‘Dentro de lo que hay de fase asexual,
los oidiéforos son extremadamente escasos
en todas las cepas estudiadas y, como se
indicd, en su mayoria no tabicados; algu-
nas cepas como la 107 (pileo), no pre-
sentaron oidiéforos. La fase asexual se en-
cuentra representada en las diversas cepas
por masas de hifas, cuyas células tienden
a separarse, pero en algunos casos ain no
se encuentran perfectamente separadas (fig.
2, b).

La fase asexual dominante en micelios
sumergidos presenta ligeras variaciones se-
gin la cepa utilizada, pero en la mayoria
predomina la formacién de artrosporas y
no de oidios. Con respecto a la formacién
de artrosporas, se observd que no existe
tinicamente un solo mecanismo, como nor-
malmente se indica, por tabicacién simple
de células y disyuncién posterior de éstas.
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El mecanismo normal descrito de for-

macién de artrosporas se observé en mi-
celios sumergidos de la cepa 106 (obtenida
de estipite) ; en esta misma cepa, en un
caso, se observé una variante de la forma-
cién de artrosporas tipicas: la.mayoria de
las células de la hifa parecian haberse frag-
mentado como artrosporas normales, pero
cn dos puntos, entre dos células intensa-
mente tefiidas con el azul lactico, se ob-
sarvd que se encuentra una célula algo mas
angosta e irregular, de citoplasma muy te-
nue, como si fuese una célula de disyun-
tién, lo cual hace pensar que, previa-
mente, se formaron condensaciones cito-
plasmaticas posteriores a una tabicacion
simple y que, entre estas condensaciones,
quedé la célula disyuntora (fig. 2, f).
- El mecanismo fundamentalmente encon-
trado de formacién de artrosporas es la
formacién de artrosporas endégenas y lo
que aqui se ha llamado artrosporas con
formacién endégena (fig. 2, e, ).

Se encontraron las artrosporas endégenas
pricticamente en casi todas las cepas estu-
diadas, pero en forma particular en el mis-
celio sumergido de la cepa 81 (de esporas),
en la cual es dominante la fase asexual.

En el caso de artrosporas endégenas el
mecanismo de formacién es el siguiente:

I.f.n primer lugar hay tabicacién y, pos-
teriormente, una retraccién del citoplasma
de las células formadas por tabicén, tanto
de las paredes laterales de éstas como de las
transversales; el citoplasma retraido toma
una forma rectangular muy regular y se ro-
dea de una membrana propia; no se ha
cbservado la salida de estas artrosporas
mas que en una ocasién, por lo que, ini-
cialmente, se pensé que en este caso podria
suceder lo que en los oidios, y que la ar-
trospora se separara en la forma normal-
mente conocida y Gnicamente germinara
la_porcién endégena. Sin embargo, lo raro
era que ésta formase pared propia. En la
ocasién en que las vimos salir, observamos
que la salida se realiza por la porcién

apical de la célula con disolucién de las
paredes transversales (Fig. 2, €).

Por otro lado, en la mayoria de las ce-
pas, se encontraron hifas en las que se for-
man artrosporas por fragmentacién y en
el interior de éstas el citoplasma se con-
densa sin formar membrana propia. (Fig.
2, e g).

Esto podria ser simplemente una transi-
cién al tipo de artrosporas anteriormente
citado, o bien podria suceder lo que con
los oidios, siendo la separaciéon normal y
germinando Gnicamente una parte; nunca
fueron vistas separadas, por lo que no se
puede decir cual de las dos hipdtesis es
correcta. Obviamente se observo que exis-
ten mecanismos distintos para la formacion

‘de artrosporas que los comiinmente descri-

tos, y que es necesario un estudio detallado
de éstos.

Son muy escasos los estudios hechos sobre
este tema: unicamente se encentraron tres,
hechos en otras especies (Hughes 1953,
Barron 1962, Subramanian 1958).

Ocasionalmente, en algunas cepas se en-
contraron 1 6 2 blastosporas.

Se hace notar que, en general, en mice-
lios sumergidos de todas las cepas predo-
minan artrosporas en lugar de cidios y mu-
chos oidiéforos, lo que nos indica que la
morfogénesis del oidiéforo en si, requiere
condiciones especiales de oxigenacién, co-
mo se indicara posteriormente.

Ha surgido la pregunta de que si las ar-
trosporas formadas endogénicamente, deben
en realidad ser consideradas con este nom-
bre, ya que aun etimolégicamente seria
inadecuado; se propone mas bien denomi-
narlas esporas endégenas hifales (endos-
poras hifales). ;

Por otro lado, en los micelios aéreos ob-
tenidos en peptona al 1% - dextrosa al
0.05%, se encontré que presenta fase
asexual (oidial) tipica y no es frecuente
la presencia de artrosporas, aunque ¢n oca-
siones puede haber una hifa que las pre-
sente, como en la cepa 106 (estipite), en
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la cual una hifa las: formé normalmente
én sucesion al parecer basipeta, ya que su
formacién no se habia completado aiin en
la totalidad de la hifa (Fig. 4, a).

En todos los casos se observé fase ase-
xual oidial tipica pudiendo ser muy varia-
ble el mecanismo de formaciéon de los oi-
dios, no tUnicamente segin la cepa, sino
que, aun dentro de una misma cepa, pueden
presentarse varios mecanismos; el tipo de
oidiéforos es muy variable en forma. Cuan-
titativamente la fase asexual varia segin
la cepa.

En los mecanismos de formacién, se en-
contré lo mismo que en'las artrosporas, mas
otras variantes.

1) Oidios formados normalmente, por
simple tabicacién del oidioforo; esto es
frecuente en una porcién de las cabezuelas
conidiosporiferas (Fig. 1, e).

2} Oidios en los que el citoplasma tien-
de a condensarse en forma segular, rec-
tangular, separindose de las paredes late-
rales y tranversales del oidiéforo (cepa 81).
Estos, segiin fue ohservado, al parecer se
separaron como oidios normales, ya que
se encontraron oidios aislados con forma-
cion endégena; su evolucién posterior, una
vez separados, es una lisis de la pared origi-
nal, aunque se haya separado la totalidad
de la célula. :

Esta lisis parece iniciarse en las paredes
laterales originales, ya que frecuentemente
observamos oidios en los que la pared ori-
ginal persiste inicamente como un casquete
en ambos polos, y hay formacién de nueva
pared propia (Fig. 2, h, i).

Se debe considérar a este tipo de oidios
.como endbgeno, ya que éstos se forman en
el interior de una célula del oidiéforo.

3) Oidios que se forman por retraccién
del citoplasma del septo transversal, de-
jando un espacio (vacio) que se piensa _es-
taria ocupado por mucilago, lo cual facili-
taria la disyuncién en ese punto; sin em-
bargo, no se logré demostrar la presencia
de mucilago con rojo de rutenio. Otra po-

sibilidad-es que esta parte, quedando muer-

‘ta por falta de citoplasma, aunque no pre-

sente mucilagos, se destruya facilmentz:,
ayudando al mismo tiempo a la disyuncién.

Como tipo fundamental de oididforos,
predominan las cabezuelas conidiosporife-

. ras; también hay oidiéforos en forma de

herradura, en cruz, encorvados, helicoida-
les, etc. En la cepa 82 frecuentemente se
observé que los oidiéforos helicoidales par-
ten comd ramas laterales de hifas sinuosas:
(Fig. 4, b).

En las distintas cepas, en pocos casos, se
presentan oidiéforos jovenes aun no frag:
mentados en oidios, y hay casos en que
predominan éstos, como en la cepa 106
(estipite) en que, por alguna circunstan-
cia, la faze asexual parece ser algo mas
tardia, ya que, sembrada simultineamente
con las otras y hecha la observacién al
mismo tiempo, la mayoria de los oidiéforos
no estaban fragmentados (Fig. 4, ¢).

Cuantitativamente la fase asexual varié
segiin la cepa, presentando la cepa 107 la
mayor proporcién de oidios. y oidiéforos
con frecuentes fusiones de varias cabezue-
las conidiosporiferas, originindose grandes
masas de células redondeadas como coni-
dios (Fig. 4, d).

Es interesante indicar que, en las distin-
tas cepas, se encontraron ocasionalmente
una que otra célula levuriforme con cito-
plasma condensado, entre hifas fibuladas
normalmente; con frecuencia, de estas cé-
lulas partian pequefas yemas.

En todas las cepas, y particularmente en
la 106 (estipite) y la 82 de esporas, oca-

“sionalmente se encontraron algunas células

aisladas, redondeadas, de citoplasma con-
densado, con pared muy engrosada como

clamidosporas. Inicialmente, al no presen-

tar estas estructuras ninguna relacién con
el micelio, se pensé que podria ser una
contaminacién. (Fig. 4, e); sin embargo,
para contaminacion, eran muy escasas y
ocasionales estas estructuras; en numMerosos
casos, en varias preparaciones de una mis:
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ma cepa podian no presentarse, y lo que
parecié también extrafio es que hubiese
una misma contaminacién ¢n todas las ce-
pas. Posteriormente, y después de varias
repeticiones, revisando aan las cepas ori-
ginales en malta -agar, para observar si
no estaban contaminadas, se decidié hacer
un estudio detallado, encontrando un nue-
vo tipo de fase asexual de Psilocybe caeru-
lescens que serd descrito posteriormente en
el presente trabajo.

En concentraciones de peptona al 19 -
dextrosa al 0.19%, las caracteristicas gene-
rales fueron esencialmente igunales a las del
caso anterior. También se presentan varias
hifas con condensaciones citoplasmaticas
que, en numerosas ocasiones, son irregu-
lares. ‘

En los micelios sumergidos, predominan-
temente, se forman masas de hifas delga-
das, algo encorvadas, cuyas células estan
algo separadas y, en ocasiones, son redon-
deadas semejando conidios; esta forma re-
dondeada hace pensar que, en general
las masas de hifas, formadas por células
separadas, sean el resultado de condensa-
cién de protoplastos hifales con pérdida de
la pared original (Figs. 5 y 5, a).

En micelios sumergidos, al igual que en
el otro caso, se presentan escasos oidiéforos
no fragmentados. En resumen, la fase ase-
xual, aqui también, es algo atipica. En
raras ocasiones se observan oidiéforos tabi-
cados, en un caso se observd uno en “C”
tabicado. cuyas formaciones endégenas
eran redondeadas; raras veces se observa-
ron también oidios desprendidos.

La fase asexual, en micelios sumergidos,
es sumamente localizada y muy escasa con
relacion a la fase vegetativa miceliana. -

En micelios aéreos se presenta una fase
cidial tipica con oid'éforos de todos los
tipos y presentando tambhién diversos me-
canismos de formacién de oidios, predo-
minando, en general, la fase asexual con
relacif’)n a la vegetativa, con variaciones
cuantitativas segiin la cepa.

También aqui se observaron algunas cé-
lulas sueltas de citoplasma condensado, y
algunas que podian ser clamidosporas de
pared algo engrosada.

En concentraciones de dextrosa al 1% -
peptona al 19, se observé una disminu-
cibn en la presencia de fase oidial. En
micelios sumergidos se encuentra practica-
mente ausente y, en los pocos casos en que
se encontrd, inicamente se presentaron uno
o dos oidi6éforos no claros.

En algunas cepas hay formacién de ma-
sas de hifas, como las anteriormente cita-
das, cuyas células tienden a separarse;
todas las cepas presentan algin tipo de ar-
trosporas, pero éstas son extremadamente
escasas; las condensaciones citoplasmaticas
son muy frecuentes, en varios casos irre-
gulares.

En micelios aéreos la fase oidial no se
presentd constantemente en todas las cepas
y, aunque normal, con oidiéforos de varios
tipos, era extremadamente escasa y locali-
zada. En estas concentraciones, en todas las
cepas, encontramos clamidosporas redon-
deadas tanto en micelios aéreos como su-
mergidos, con citoplasma condensado; eran
muy escasas, 1 6 2 por cepa y particular-
mente se presentaron con el envejecimiento
de los micelios, lo que indicaba que un
agotamiento de los materiales nutritivos, o
bien productos catabélicos, favorecian su
presencia. La constancia de estas estructu-
ras hizo pensar que, definitivamente, esto

no era contaminacion, aunque en la mayo-

ria de los casos afin no se habia encon-
trado una relacién clara con el micelio.

En el micelio aéreo de la cepa 106 (pi-
lzo), se observaron por primera vez tres
clamidosporas unidas por un disyuntor, y
en el micelio sumergido de la cepa 82 (es-
poras) se encontré por primera vez una re-
lacién de éstas con las hifas, presentandose
en la parte terminal de una hifa normal ;
esto nos impulsé mis ain a comprobar si
era otro tipo de fase asexual de Psilocybe
caerulescens.



88

Figura 6

DUBOVOY - HERRERA

Figura 7



MORFOGENESIS DE ESTRUCTURAS ASEXUALES 89

En los estudios en agua peptonada se
obseryd que, en todas las cepas, las hifas
prestntaban condensaciones citoplasmaticas,
en ocasiones irregulares y en varios casos
rectangulares o redondeadas, muy regula-
res, como protoplastos (Figs. 6 y 7).

En realidad, la interpretacién de estas
estructuras ha sido muy dificil hasta el
momento, pero parecen tener una cierta
relacién con la reproduccién asexual.

En la cepa 103 (estipite) se observé
una de estas condensaciones, ya rodeada
de pared propia, saliendo por la porcién
apical de la hifa, por lisis de la pared de
ésta (Fig. 8, a); posteriormente se ha ob-
servado lisis de la pared en muchas otras
ocasiones; sin embargo, no se sabe ain la
fisiologia de estas estructuras, que dnica-
mente se dilucidara con un estudio en vivo.

B e

a

En los micelios sumergidos se presenta-
ron, al igual que en los casos anteriores,
artrosporas de diversos tipos, predominan-
do las endégenas cuya salida, segin se
observé, es por lisis de la pared original,
particularmente en la porcién apical de
la hifa y en los septos transversales, en
numerosas ocasiones la salida de las endos-
poras es por lisis de las paredes laterales.
También se presentaron masas de hifas en
las que las células se encuentran muy se-
paradas, en ocasiones con forma ‘perfecta-
mente redondeada; esto hace pensar que
esas masas de hifas pudiesen ser proto-
plastos que han salido de la pared original
¥ que formaron una propia, de otra manera
no se puede explicar la repentina forma-
cién de células redondeadas.

los oidiéforos, en general, son poco cla-
ros y no muy divididos; son de tipos muy
diversos y escasos. En ocasiones se presen-

tan oidios aislados con citoplasma polari-
zado.

Se indica, como dato importante, la pre-
sencia en todas las cepas, de clamidos-
poras en un niimero mayor que las encon-
tradas en micelios con bajas concentra-
ciones de dextrosa, pero aiin muy escasas,
comparadas con la fase vegetativa y repro-
ductora restante; ecn su mayoria eran pe-
quefias y redondas, se encontraron aisla-
das o en grupos de 3 a 5.y en dos cepas,
formando cadenas en las que cada clami-
dospora se hallaba separada por un dis-
yuntor muy tenue. En la cepa 82 (esporas)
se observd una doble cadena de clamidos-
poras muy unidas entre si; en general, no
se observé relacién de las clamidosporas
con el micelio, e inicialmente Tue dificil
interpretar cémo se habia realizade la di-

visién para la formacién de esta cadena
(Fig. 8, b).

b

Ceeeces®
CECECESEE

En la cepa 81 (esporas) se observé una
clamidospora muy grande de 6.3 p de
largo x 5.1 pn de ancho.

“También, en algunas cepas, se observa-
ron células aisladas como conidios con cito-
plasma condensado en su parte central que,
como se indicard posteriormente, en deter-
minados casos son transiciones hacia la
formacién de clamidosporas.

Las clamidosporas se observaron tanto
en micelios aéreos como en sumergidos.
Ocasionalmente se observaron, en ambos
tipos de micelios, blastosporas que se ori-
ginan en la parte lateral de una hifa.

En los micelios aércos, se observaron
condensaciones citoplasmaticas, algunas sa-
liendo por la parte apical.

En este tipo de micelios, al igual que en
los de bajas concentraciones de dextrosa,
en general, no se presentan artrosporas. La
fase asexual oidial, en los micelios aéreos
es muy clara, aunque algo escasa con re-
lacion a la fase vegetativa, y localizada
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tinicamente en determinadas porciones del
micelio; se presentan oidiéforos de muy
diversos tlipos; en varias ocasiones hay fu-
sién de cabezuelas conidiosporiferas.

Los oidios, en su mayoria, presentan
formaciones endégenas, las que se hacen
mas aparentes en oidios aislados; en oca-
siones, estas condensaciones son redondea-
das (Fig. 10). En algunos casos, hay oidio-
foros muy ensanchados que parecen pro-
venir de las hifas gruesas del micelio

(Fig. 9).

Figura 9

La presencia de fase oidial en micelios
aéreos varia con relacién al tiempo. En
micelios observados a los 10 dias de sem-
brados estd generalmente ausente, mien-
tras que, a partir de los 13 dias, va aumen-
tando progresivamente

Como se indicd anteriormente, la cons-
tancia de la presencia de clamidosporas
indujo al estudio en cultivos en ldmina.
para observar la génesis de estas estruc-
turas.

Por observaciones iniciales, se pensd que,
en ambas cepas empleadas en nuestro es-
tudio, y particularmente en la cepa 82 (es-
poras), era conveniente considerar al mi-
celio formado, cuando menos, por un sis-
tema dimitico de hifas, cada una de las
cuales sigue su propia secuencia en la re-
produccion asexual:
lo. Sistema formado por hifas muy en-

sanchadas.

20. Sistema formado por hifas muy del-
gadas o piliformes. Fue encontrado fun-
damentalmente en la cepa 106 (esti-
pite).

Esta clasificacién fue particularmente
itil en el estudio de la cepa 82, que pre-
senta con gran claridad ambos sistemas,
con predominio de uno o del otro, segiin
el indculo que se haya empleado.
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OBSERVACIONES EN LA CEPA 82, SECUENCIA
EN SISTEMA DE HIFAS ENSANCHADAS

En la preparacién hecha a los seis dias,
se encontrd que las hifas forman proto-
plastos regulares, con pared propia (Fig.
11).

Aqui se ohservd que, {recuentemente, se
forman esporas que parten de las paredes
laterales de hifa, a manera de yemas o
blastosporas, pero con pared muy engro-
sada y citoplasma condensado en la parte
central; en ocasiones se separan de la hifa
que las origindé por medio de una cons-
triccién que da la impresion de un corto
pedicelo (Fig. 12) y en ocasiones por un
septo (Fig. 13); son verdaderas clamidos-
poras que se originan como blastosporas.

En raros casos se les encontré aisladas,
y unicamente en un caso, sin separarse de
la hifa, vuelven a reproducirse por gema-
ci6on formando clamidosporas en sucesién
acropeta (Fig. 14, a).

)
R | A——
a
® b
B T ——
Figura 14

En otros casos forman ramas sin sepa-
rarse de su punto de origen (Fig. 14, b).
Fue encontrada una hifa normal en cuya
parte terminal se forma una clamidospora
pero practicamente no se presentan estas
estructuras aisladas. También se encontra-
ron tres clamidosporas intercalares (Figs.

15, 16 y 17).
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En una preparacién hecha a los 11 dias,
en la que también predominan las hifas
gruesas y el cubreobjeto de la cual no habia
sido sellado ni se habia mantenido la hu-
medad constante, se observé la maxima
formacién de clamisdosporas y los diversos
mecanismos por los cuales éstas se origi-
nan, encontriandose, en forma sorprendente,
que un gran nimero de ellas se forman en
fialidas. Practicamente toda la preparacién
estaba formada por clamidosporas; la can-
tidad de micelio era comparativamente muy
escasa, :

Las clamidosporas presentan una doble
pared muy engrosada, y algunas de ellas
alcanzan grandes dimensiones. Indepen-
dientemente de su origen, en todas, el cito-
plasma se encuentra condensado e intensa-
mente tefiido con el azul lactico, dejando
un cierto espacio entre citoplasma y pared.

' Es importante indicar que, aunque la pa-
red estdi muy engrosada, el colorante aiin
penetra, lo cual nos puede indicar, por un
lado, un engrosamiento desigual de la pa-
red o, mas bien, posiblemente una diferente
permeabilidad de la pared debida a una
diferencia en constitucién quimica, por la
falta de hidratos de carbono en el medio.

Muchas de las clamidosporas aisladas se
encuentran unidas unas a otras en cadenas
que generalmente presentan un disyuntor
claro entre ellas (Fig. 18).

Parecen presentar una porcién mas adel-
gazada o un poro por el cual germinan;
inicamente se encontré una vacia, con una
porcién adelgazada en la pared apical.

El inéculo también presentaba clami-
dosporas, aunque mas escasas, lo cual hizo

pensar inicialmente que, aun éstas, podrian,

presentarse en el tubo de malta-agar de
donde se hizo la siembra, pero en una revi-
sibn cuidadosa de éste, no se encontrd
ninguna, lo que indicaba claramente la
influencia del medio, ain en el inéeu'o
inicial.

Se encontré que las clamidosporas pue-
den tener un origen muy diverso.

lo. Clamidosporas formadas en fialidas:

a) Clamidosporas formadas en una fia-
lida lateral unica, la cual frecuen-
temente presenta en su parte ter-
minal una porcion hialina (Figs.

19, 20, 21, 22 y 22, a).

b) Clamidosporas formadas en fialidas
laterales dispuestas en verticilos
(Figs. 23 y 24). Fste tipo se en-

contré en muy raras ocasiones,

¢) Clamidosporas formadas en vertici-
los o racimos de fidlidas terminales

(Figs. 25 y 26),

Las clamidosporas que se forman en fia-
lidas se originan en sucesion basipeta,
siendo por tanto, mas grandes y viejas las
apicales (Fig. 19).

En numerosos casos una fialida origina
{inicamente una sola clamidospora.

Es de interés hacer notar que, aunque
el micelio en general presenta escasas fi-
bulas, éstas son frecuentes en la base de la
fialida, lo que asegura mejor la dicarioti-
zacion de ésta. Sin embargo, hay que con-
siderar que si ésta las posee, el resto del
micelio que da origen a la filida también
necesariamente sera dicariotico, sin que la
dicariotizacién se realice en todos los casos
por fibulas.

Realmente el hecho de haber encontrado
estas estructuras en la base de la fialida,
fue para nosotros una gran ayuda, pues
nos permitié eonfirmar completamente, que
la fase asexual encontrada no es la de un
contaminante (Figs. 19,.20 y 21).

20. Clamidosporas que se forman de par-
tes terminales o intercalares de hifas
normales o de ramificaciones de éstas
(Fig. 15, 16, 17 y 27).

Estas hifas también, frecuentemente, es-
tan fibuladas| La mayoria de las hifas for-
man cadenas de clamidosporas que se ori-
ginan en sucesién basipita, y en algunos
casos clamidosporas iinicas (Fig. 28).
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En hifas normales de las que, en la par-
te terminal, se inicia la diferenciacion de
una espora, frecuentemente la célula ter-
minal forma protoplastos algo varicesos a
partir de los cuales se diferencian en su-
cesion basipeta las clamidosporas.

En algunas ocasiones las clamidospdras
se forman sobre ramas laterales de hifas
cuyas células son muy cortas, ensachadas
e irregulares, y presenta tendencia a la se-
paracion (Fig. 30).

Figura 30

En una misma hifa se pueden encontrar
los dos tipos. de clamidosporas anterior-
mente citados.

30. Clamidosporas formadas en verticilos
0 racimos que parten como ramas nor-
males, sin constituir una fidlida propia-
mente dicha (Fig. 29).

do. Porciones vesiculosas de hifa que en-
gruesan su pared (Figs. 31 y 32).

Algunas ‘clamidosporas se forman sobre
porciones vesiculosas que se ensanchan ex-
traordinarigmente en su parte terminal y

DUBOVOY -
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engruesan considerablemente su pared. En
estos casos no es unicamente la clamidos-
pora, asi considerada por su forma, la que
engruesa la pared, sino que, también la por-
cion de donde ésta se origina, ya tiene
pared de resistencia.

En ocasiones se presenta una unién en
racimo de hifas normales terminadas en cla-
midosporas, con. hifas con grandes vesi-
culas, que terminan en clamidosporas de
gran dimension.

50. Clamidosporas que se originan a ma-
nera de blastosporas o yemas laterales
de hifas, las cuales engruesan su pared
(Figs. 12 y 13).

Estas frecuentemente forman cadenas que
se originan en sucesién acrépeta.

Tanto en las hifas ensanchadas como en
las delgadas, se forman protoplastos que
frecuentemente salen por lisis de la pared
original y forman pared propia (Figs.
22a, 33, 34, 35 y 36). No se sabe, a cien-
cia cierta, su funcidén, pero Jos autores de
este trabajo creen que son eslructuras re-
productoras, lo cual se estd tratando de
confirmar, en trabajos actuales. En algunas
hifas, ciertas porciones de citoplasma, con
todo y pared, se pierden y el titoplasma
se condensa en determinados puntos, for-
mando protoplastos ovales.

SECUENCIA DE HIFAS DELGADAS Y
PILTFORMES

La reproduccién asexual no es tan ti-
pica ni tan clara como en el caso anterior.

Nunca se encontraron clamidosporas ais-
ladas y, en general, ciertas células que
podrian ser consideradas como tales, por
el grosor de su pared, son muy escasas.

En varios casos se presentan iniciacio-
nes de fidlidas o en algunos casos fialidas
ya bien constituidas (Figs. 25 y 26), las
observamos que a veces sblo ocasionalmen-



MORFOGENESIS DE ESTRUCTURAS ASEXUALES

97




98

Figura 33

DUBOVOY - HERRERA

Figura 32

Figura 34



MORFOGENESIS DE ESTRUCTURAS ASEXUALES 99

te forman clamidosporas; no sabemos cual
es el factor que detiene la formacion de
esporas en este caso.

Frecuentemente encontramos verlicilos de
ramas delgadas partiendo de una hifa pi-
liforme; éstos presentan su parte terminal
redondeada y con citoplasma condensado
como una pequefia espora, pero no asegu-
ramos que lo sea, ya que nunca las vimos
aisladas (Fig. 39 a). En un caso obser-
vamos una yema lateral muy pequena, re-
dondeada, con pared engrosada, de la cual
se origina una cadena de Dblastosporas,
también de pared algo engrosada, separa-
das unas de otras, por medio de un dis-
yunlor que no es mas que un lenue cordon
citoplasmico (Fig. 39 b).

En general, en el micelio, el citoplasma
de las hifas tiende a condensarse forman.
do protoplastos de formas diversas, fre-
cuentemente redondeadas y unidas forman-
do cadenas.

En una porcién se presentan masas de
hifas, en las que las células se han frag-
mentado, formando artrosporas que posi-
blemente tuvieron un origen enddgeno (Fig.
39 C) y la pared ya desaparecié por lisis.
No se presentaron oidioforos tipicos.

ESTUDIO DE PREPARACIONES SELLADAS
DE LA CEPA 82 (ESPORAS)

Se observd que en las hifas se presenta
una abundante fase asexual de tipo oidial,
con oidiéforos y oidios de diversas for-
mas, los cuales se encontraron en un area
.donde- las hifas tienen una gran tendencia
a formar protoplastos; los oidiéforos do-
minantes son las cabezuelas conidiospori-
feras.

Los oidios en los oidi6foros tienen for-
ma y tamafio muy distintos, en ocasiones
hasta formas redondeadas. El citoplasma
de los oidiéforos tiende a formar proto-
plastos (Fig. 37).

Hay oidios con formacién endégena y
otros formados endogénicamente.

También, algunas hifas forman artros.
poras endbgenas en sucesién basipeta.

OBSERVACIONES EN LA CEPA 106
(ESTIPITE)

No se observa un sistema dimitico tan
claro como en el caso anterior. En las hi-
fas, en general algo delgadas, que se for-
man en micelios no encerrados ni sellados.
la fase asexual, con presencia de clami-
dosporas, no es tan abundante ni tan clara
como en la cepa anteriormente citada; fre-
cuentemente se observa una iniciacién de
filidas laterales y terminales, en las que
no se llegé a observar formacién de clami-
dosporas (Fig. 22 a). En otros casos ob-
servamos una fialida terminal con clami-
dosporas ovales, de poved lisa, muy en-

grosada.

Las clamidosporas son, en general, muy
escasas; en ocasiones se forman clamidos-
poras muy pequefias a partir de partes
terminales de hifas casi piliformes o de
ramas de hifas. Las clamidosporas se unen
unas a otras por delgadisimos disyuntores
(Fig. 40 a). Unicamente sc observan 2
o 3 hifas piliformes formando clamidos-
poras.

En la parte terminal de una hifa de
grosor normal, se encontr una clamidos-
pora mas tipica, redondeada, como las ob-
servadas en los cultivos en tubo.

Hay pequefias regiones en las que se
presentan artrosporas regulares con forma-
cién endégena y una iniciacion de for-
macién de oidios muy irregulares en forma
y tamafio, y sumamente vacuolizados. En

ocasiones se observa la formacién de ar-

trosporas en sucesién basipeta, a partir de
ramas laterales de hifas; estas artrosporas
se forman por tabicacién del citoplasma,
quedando unidas unas a otras por un del-
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gado cordén citoplasmatico, a mancra de
disyuntor (Fig. 35).

En el micelio, casi todas las hifas for-
man protoplastos que, en numerosas oca-
siones, se liberan de la pared original y
forman pared propia.

En un punto de una hifa, formada en
su mayor parte por protoplastos, la pared
se engruesa considerablemente; esta por-
cién aparece como vacia, pero por el tipo

DUBOVOY -
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de refringencia, se observa que no hubo
penetracion del azul lactico, debido al
grosor de la pared. Mencionamos este caso,
dado que seria una artrospora de resis:
tencia con pared engrosada, lo cual nos
indica una relaciéon clara entre este tipo
de esporas y las clamidosporas que, en si,
no las consideramos muy diferentes del
mencionado tipo de esporas, como lo de-
mostraremos en forma mas clara posterior-
mente (Fig. 40 a).

Figura 41

En las preparaciones con cubreobjetos
sellados se ohservé que la fase asexual oi-
dial, se presenta en su maximo, encontran-
dose fusién de varias cabezuelas conidios-
poriferas que originan cientos de oidios
redondeados, asi como oididforos de varios
tipos. Es aqui donde observamos las di-
versas formas que pueden existir en el
mecanismo de formacién de los oidios,
gue a continuacién resumimos:

‘lo. Formacién de oidios por simple tabi-
cacién mayor del oidiéforo.

Formacién de oidios por tabicacion y
subsecuente retracciéon del citoplasma
del septo transversal, dejando un es-
pacio hueco; este es el mecanismo mas

frecuente (Figs. 38 y 41).

20.

Oidos con formacién endégena y con re-
traccién del citoplasma de las paredes
laterales o al menos de una de ellas;
en éstos, frecuentemente, al separarse
el citoplasma, se polariza. (Fig. 37).

3o.
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4o0. Oidios endégenos formados por con-
densaciones citoplasmaticas que lorman
una pared propia y que salen por lisis
de la pared original (Fig. 37).

Observamos que, en ocasiones, los oidios
son de forma irregular, tomando a veces
formas redondcadas como pequefios coni-
dios; su tamafio también es muy variable.

También se observan artrosporas con
formacién enddégena.

Aqui es importante senalar que la mayo-
ria de las hifas presenta protoplastos algo
irregulares, pero que frecuentemente la
pared de la hifu se lisa, y aquéllos quedan
liberados a manera de artrosporas.

En una zona se observé una clarisima
transicion de protoplastos, artrosporas y
oidios, ya que la pared original de la célula
se disuelve y quedan liberados formande
paredes propias. En la parte terminal de
estas mismas hifas observamos una forma-
cion de verdaderos oidiéforos (Fig. 42, a).

Se observé que la fragmentacion de los
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oidioforos se inicia en el apice, al parecer
siguiendo una sucesion hasipeta (Fig. 34) ;
los oidiéforos frecuentemente parten como
ramas laterales, vacidndose el citoplasma
de la hifa original en este punto (Fig.
42, b).

Los oidiéforos también pueden ser ter-
minales, En zonas donde la preparacién
estaba mas seca, observamos hifas que se
dividen intensamente y forman células de
pared muy engrosada que son de formas
muy diversas e irregulares, entre las cuales
se encuentran algunas rectangulares, otras
redondeadas y las terminales ovaladas, co-
mo verdaderas clamidosporas (Fig. 43).

Aqui es donde claramente se ohservo una
diferencia en forma de estructuras, que
consideramos son idénticas, apareciendo al-
qunas como “artroporas de resistencia” (de-
bido a su forma), y otras como clamidos-
poras (sensu stricto) ; tienen el mismo ori-
gen y no deben ser tomadas como estruc-
turas’ dxferentes, por la variacién morfol6-
gica. ;

DISCUSION

Aunque las bases fisiolégicas de la mor-
fogénesis de las estructuras asexuales se
encuentran genetlcamente controladas, sien-
do el factor genético fundamental para de-
sencadenar su formacién, como puede dedu-
cirse de la observacion de una de nuestras
cepas, que presentd fase asexual en un
medio en el que las restantes no la pre-
sentaron, las potencialidades de expresion
de los factores genéticos operan inicamente
bajo ciertas condiciones del medio, tanto
extracelulares como intracelulares,

En conjunto se observé, en general, que
la fase asexual no siempre es condicionada
por la variacién de un séle factor sino,
como ocurre con la morfogénesis tanto de
estructuras vegetativas como reproductoras,
existe una interaccién de diversos factores,

habiendo entre ellos vno fundamental, que
actta en forma limitante.

En nuestro estudio en papa-dextrosa y
en medio de Kaufmann, se observé clara-
mente la interrelacién anteriormente indi-
cada; aparentemente la presencia de oxi-
geno parece influir directamente en la fase
asexual pero dado que ésta no se encontrd
en micelios aéreos en tubos con 10 cc de
medio, se ve claramente que, en este caso,
en la morfogénesis de los oidioforos existe
una interaccién de factores.

Por un lado, hay influencia.de la canti-
dad total de nutrimentos, observandose que
a menor cantidad disponible, la fase ase-
xual aumenta notablemente y, por otro lado,
este factor tiene sujeta su accion a la- pre-
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sencia de una cierta cantidad de oxigeno
en el medio.

En estos dos medios, se considera que
es imposible atribuir la fase asexual a de-
/lvrniinados factores, dada la complejidad
que presentan; sin embargo, se ha podide
hacer una cierta comparacién y parale-
lismo de resultados para medio de Kauf-
Tmann, con relacién a los de haja concen-
tracién de dextrosa, considerando que una
fuente carbonada directamente utilizable,
que se encuentra en proporciéon baja en un
medio, tendria el mismo ecfeclo que una
fuente carbonada que se encuentra en alta
proporcién, pero que. necesita degradarse
para ser utilizada.

En ambos casos, la fase asexual oidial se
presenta no unicamente por una haja rela-
cién total entre carbono y nitrégeno, como
en apariencia se ve con los resultados ob-
tenidos con bajas concentraciones de dex-
trosa, sino por la relacion haja entre fuente
de carbono utilizable y nitrgeno.

Asi, considerando que el medio de Kaul-
mann tiene maltosa y extracto de malta, lo
mas probable es que esta fuente de carbono
deba degradarse antes de su empleo.

De nuestros estudios con bajas concen-
traciones de dextrosa y peptona al 1%, asi
como con agua peptonada, se pueden hacer
las siguientes consideraciones:

El medio microaerofilico, presente en mi-
celios. sumergidas, favorece la produccién
de protoplastos de diversas formas, ya sea
regulares o irregulares, que tienden a libe-
rarse de la hifa original, y cuya funcién
nos es desconocida, pero lo mas probable
es que actien como estructuras asexuales;
la produccion de éstos, no esta ligada a la
presencia de una relacién baja entre fuente
carhonada y nitrogenada, ya que de estu-
dios recientes hemos observado que tienden
a producirse, y en mayor cantidad aiin, en
medios con una relacién carbono-nitrégeno
extremadamente elevada, utilizando altas
concentraciones de dextrosa; claro estd, que
en este Giltimo caso también podria influir
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la presién osmética como inductora, lo
cual no hemos llegado a demostrar utili-
zando sales para aumentarla, sin variar la
proporcién de la fuente carbonada,

La presencia de artrosporas endogenas
y con formacién endégena, cuyo meca-
nismo de origen esta ligado a la presencia
de protoplastos, se ve favorecida en un
medio microaerofilico, actuando la relacidon
carbono-nitrégeno baja, en este caso como
factor limitante, en cuya ausencia dicha
fase no se presenta.

Esto indica que es posible dividir en dos
pasos la formacién de artrosporas endd-
genas: lo. la formaciéon de protoplastos,
que puede ocurrir tanto en concentraciones
de dextrosa altas como muy bajas, y 2o.
la citodiéresis: una vez [ormados los proto-
plastos, para que se presente esta segunda
fase, se requiere una mayor oxidacién en
el medio, como se indicard posteriormente
para nuestros resultados obtenidos en la
formacion de oidios y, por esto, en altas
concentraciones de dextrosa, hasta el mo-
mento, no hemos encontrado artrosporas
enddgenas,

En medios isoténicos, la baja relacién
carbono-nitrogeno es hasica en el deSen-
cadenamiento de la reproduccién asexual,
tanto con produccion de artrosporas como
la de tipo oidial; siempre y cuando la fuente
nitrogenada sea orgénica, ya que no se ha
observado presencia de esta fase en medios
con nitrégeno inorganico, como el de Cza-
pek, al cual se le introdujeron ciertas mo-
dificaciones. En la produccién de oidios
se ve que éste es el factor mas importante,
pero no es sino una interaccién de factores,
como la entrada de oxigeno a un patron
metabélico desconocido, la gque hace que
esta fase asexual se manificste en su to:
talidad. Este factor influye dircctaments
en la morfogénesis de oidiéfonos y de
o6dios, particularmente en la de estos alti-
mos, influyendo directamente en. la divi-
sién del oididforo,
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Esta importante relacion de la fase ase-
xual (oidial) con el oxigeno, ha hecho
pensar, a los autores de este trabajo, en la
influencia del potencial de oxidorreduccién
total en la presencia de esta fase, estudio
que se estd realizando en la actualidad vy,
de los resultados obtenidos hasta el mo-
mento, se puede sugerir la posibilidad de
que la baja relacién carbono-nitrégeno, no
actile tunicamente en forma directa, sino
que su influencia puede ser también, en
nuestro caso, debida a que la fuente de
carbono sea reductora o no. Por lo que
respecta a estos estudios, es necesaria una
mayor comprobacidn,

En los estudios hechos en cultivo en la-
mina se observé que también influye la
oxigenacion en la formacion de oidios, la
cual en este caso no es problema, ya que,
ademas de que el micelio posee una gran
cantidad de oxigeno disponible, crece en
una sola capa, lo que da ain mayor faci-
lidad de oxigenacion, y por esto conside-
ramos que, aun en cubreobjetos sellados,
no hay un gran detrimento de este factor,
dado que el anillo se encuentra sellado al
portaohjetos sélo parcialmente. Aqui se ob-
serv claramente la presencia de olro factor
limitante, como es la humedad, que en
cultivos liquidos no tiene problema, pero
que en cultivos en limina viene a ser el
factor de maxima importancia en e] con-
dicionamiento de dos tipos diferentes de
fase asexual. En primer lugar, se ohservé
que en cubreobjetos- sellados, en los que
la gota de medio no se seca con facilidad,
se forman oidi6foros y oidios y no clami-
dosporas que, aunque se forman. su pro-
porcidn es notablemente menor. Asimismo,
se observé que se forman oidios, si se afia-
de diariamente una cierta cantidad de agua
para ¢onservar la humedad de la ciamara.
En agua peptonada se observé que la pre-
sencia de fase oidial en micelios aéreos o
en cultivos en lamina, con las condiciones
ya indicadas, aumenta progresivamente con
relacién al tiempo, y en estadios iniciales
no se presenta, lo cual no sucede cuando
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hay bajas concentraciones de dextrosa, esto
posiblemente sea debido a que se necesita
una mayor fuente de energia para la for-
macién de oidiéforos y, particularmente,
para la divisién de éstos, la cual no existe
inicialmente; pero posteriormente, por rup-
tura de aminoacidos de la peptona y sintesis
de carbohidratos, llega un momento en el
que hay mayor energia y posiblemente es
entonces cuando se desencadena la divisién
intensa.

En el caso de fase asexual de tipo oidial,
y de artrosporas, confirmamos plenamente
el principio que Klebs da para otros hon-
gos en el que, como ley general, indica que
la reproduccién se favorece quitindole al
micelio uno o mas nutrimentos y esto, par-
ticularmente, por lo que se refiere a las
fuentes de carbono y de nitrogeno.

Por lo que respecta a la formacién de
clamidosporas, en un principio se pensé
que también era desencadenada por una
haja relacién carbono-nitrégeno, pero en
nuestros estudios recientes se ha ohservado
que esta consideracién es errénea, y que
en forma interesante el principio de Klebs
no se aplica en este caso y, por lo tanto,
no deberia generalizarse en la forma en
que este autor lo ha hecho, ya que se ha
encontrado formacién de clamidosporas tan-
lo con una relacién carbono-nitrégene muy
alta, aumentando la concentracién de la
fuente carbonada, en relacion al medio
isotonico, asi como una relacién carbono-
nitrégeno muy baja, en relacién con el
mismo medio; realmente su presencia se
encuentra en los extremos de concentra-
ciones de fuente hidrocarhonada, y de aqui
se dedujo la explicacién de las grandes
contradicciones entre los varios autores que
han estudiado una determinada especie,
en la que uno dice que las clamidosporas
se forman a altas concentraciones y el otro
autor, que trata sobre la misma especie,
dice que se forman a bajas concentracio-
nes. Simplemente, de estos autores, cada
uno ha analizado un limite diferente de
cencentraciones.
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Aiin no sabemos si la secuencia de for-
macién de clamidosporas es la misma en
bajas y en altas concentraciones de dex-
trosa, estudio que se esti realizando actual-
mente. Sin embargo, es interesante aclarar
lo siguiente: por el momento. en concen-
traciones altas de dextrosa, hemos obser-
vado, aun en una misma cepa, clamidos-
poras lisas, finamente erizadas y crenadas,
hecho no ohservado en ningin momento
en bajas concentraciones, en las que siem-
pre las observamos lisas.

Lo que no se sabe ex si sea un mismo
factor el determinante de la produccién
de clamidosporas en ambos limites, cosa
que se considera muy poco factible; sin
embargo, en relaciéon con otro factor po-
sible en el limite de concentraciones altas,
como es la presién osmética, ya se observo,
empleando medios con concentraciones ele-
vadas de sales, que no es el inductor en
forma directa.

Lo que si hemos demostrado claramen-
te, e= que la fuente nitrogenada debe ser
organica para la formacién de clamidos-
poras; ya que, en medio de Raulin en el
que se presenta una alta relacion carbhono-
nitrégeno, pero la fuente nitrogenada es
de sales de amonio. nunca se observé for-
macion de clamidosporas.

De los estudios de clamidosporas en cul-
tivos en lamina, es importante sefialar lo
siguiente:

En bajas concentraciones de dextrosa, la
formacién de dos estructuras asexuales di-
ferentes, como son los oidos y las clami-
dosporas, parece estar condicionada, en
los estadios iniciales, por un mizmo factor
que. en este caso, es la relacién ya citada,
pero la evolucion posterior y delimitacion
de una u otra estructura, con dominan-
cia de cualquiera de ellas. esti condicio-
nada por un factor limitante entre las dos
que. en este caso. son la humedad y la
cantidad de medio nutritivo disponible.
La formacién de clamidosporas se desen-
cadena mas facilmente cuando la cantidad
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de medio nutritivo disponible es menor y
cuando se disminuye notahlemente el gra-
do de humedad, como en los casos de las
camaras himedas, conservadas en cajas de
Petri que no se humedecieron méis que
inicialmente, o bien en los cultivos en los
que el cubreobjetos no fue sellado.

Son siempre condiciones mas drasticas
del medio las que determinan la [orma-
cién de clamidosporas. Aqui se ve un apro-
vechamiento inmediato del poco medio dis-
ponible para una divisién inicial intensa,
de la cual se originan estructuras que
pueden soportar condiciones adversas, ase-
gurandose asi la subsistencia del hongo.

La humedad fue aqui el factor més im-
portante en el tipo de estructuras asexua-
les formadas.

Se puede considerar la formaciéon de
clamidosporas en dos fases:

la. Iniciacién y presencia en minima can-
tidad, de acuerdo con la relacién car-
bono-nitrégeno extremadamente alta o
baja con una fuente nitrogenada orga-
nica compleja como la peptona,

Desarrollo al maximo de las diversas
estructuras formadoras de clamidospo-
ras y por lo tanto, la maxima presen-
cia de éstas, limitada por otros factores
méas drasticos, como la humedad.

2a

Es necesario aclarar que, mientras que
a los cultivos en tubo se les mantuvo en
temperatura constante de 26° C, a las cajas
de Petri se les mantuvo a la temperatura
ambiente; asimismo, los tubos se mantu-
vieron en la obscuridad, mientras que las
cajas tenian una alternancia de luz del dia
y obscuridad. Aiin no se ha estudiado la
influencia de estos factores en la repro-
duccion asexual de esta especie pero, por
lo pronto, debe considerarse como una va-
riante mas,

En general, se observé cémo la repro-
duccién asexual se presenta en un limite
mucho més corto de condiciones ambien-
tales. que el crecimiento vegetativo.
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Si se comparan los resultados observa-
dos en la cepa 106 (estipite), con relacién
a, la 82 (esporas), por lo que respecta a
las secuencias tanto oidiales como de cla-
midosporas, se puede concluir que las dos
se comportan practicamente de la misma
manera, con la variacion de los mismos
factores ambientales, pero que, en general,
la cepa 106 presenta una potencialidad
mucho menor de formacion de clamidos-
poras, ¥ que necesita condiciones de haja
humedad, mas drasticas que en el caso
anterior, para dicha formacion. Esto nue-
vamente nos conduce a la consideracion
ya indicada de las caracteristicas genéti-
cas que influyen en la formacién de una
determinada estructura, cuyas potenciali-
dades varian, como lo hemos descrito, por
factores ambientales.

En el estudio de la cepa 82, es muy. im-
portante sefialar la diferencia fisiologica
clara de los distintos tipos de hifas de un
mismo micelio, algunos con potencialidad
para formar mayor nimero de estructuras
asexuales y de clamidosporas. :

Esto ya indica un tipo similar a la or-
ganizaci6on que hay en un cuerpo fructi-
fero. Por otro lado, no se explica una
cierta constancia de fibulas en la base de
la fidlida; se sugirié la posibilidad de un
cierto tipo de fase sexual miceliana, lo
cual no se cree factible, debido a la pre-
sencia de una gran fase repetitiva cun
formacién de gran cantidad de esporas, y
a la ausencia de formacion de estructuras
en tétradas, independientemente de la pre-
sencia de fibulas en la base de la fialida,
por lo que no se piensa que ésta sea una
fase sexual. La fibula contribuye, quiza.
unicamente al mantenimiento de un mi-
celio dicaridtico. Esta idea habia surgido
a, raiz de la publicacién del ‘trabajo de
McKay en Polyporus meliae, en cuyo mi-
celio encuentra clamidosporas enddgenas
y basidios con basidiosporas; pero ahi se
observa claramente, en el basidio, la for-
macion de tétradas, y la situacién es to-
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talmente diferente de la observada por
los que esto escriben.

Observando todo en conjunto, se consi-
dera que, a bajas concentraciones de dex-
trosa, la formacién de oidios o artrosporas
y de clamidosporas en esta especie, no de-
ben considerarse por separado, y que una
estructura facilmente puede modificarse en
la otra por una variacién minima del
medio y, ademas, que en la formacién de
todas estas estructuras, en este cdso, en
los estadios iniciales, intervienen los mis-
mos factores.

En los diversos mecanismos y secuencia
de formacién de clamidosporas, se ve un
cierto paralelismo con las de formacién de
oidioforos y oidios.

Como resultado de todos nuestros estu-
dios se ve, en forma clara, que las clasi-
ficaciones que se tienen en el momento
de las esporas asexuales de los diversos
hongos, posiblemente son algo arhitrarias
ya que, en ciertos casos, se transforman
unas en otras y, ain en forma mas clara,
se observé en las estructuras reproduc-
toras como las fidlidas, que no siempre
forman “fialosporas” en el sentido en que
son conocidas por los micélogos, aunque
el nombre de dichas esporas puede con-
servarse ya que, etimolégicamente, es co-
rrecto para las verdaderas fialosporas y
aun para las clamidosporas que se originan
en una fialida.

Como consecuencia del presente estudio,
por lo menos, se propone una ampliacion
del término clamidospora, para designar
a toda espora asexual con pared engrosa-
da, independientemente de su forma y de
su origen.

Tanto el hecho de-producir esporas por
diferentes mecanismos, las cuales van a te-
ner la misma forma final y. mas ain, el
hecho de que una misma estructura pue-
da tener diversas formas finales, aun en
una misma cepa, como ha sido demos-
trado en otra investigacién sobre la pre-
sencia de clamidosporas ‘en altas concen-



MORFOGENESIS DE ESTRUCTURAS ASEXUALES

traciones de dextrosa, son situaciones que
ponen en grendes problemas a los taxéno-
mos, que buscan carecteres diagnésticos es-
tables, pero que plantean problemas comple-
jos y atracivos al micologo experimental.

El hecho de haber encontrado y com-
probado una fase asexual con formacién
de estructuras tan poco caracteristicas para
un Basidiomiceto, permite considerar que
este tipo de estudios seria de gran ayuda
en la clasificacién de hongos imperfectos,
ya que, variando las condiciones ambien-
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tales, se puede hacer que éstos expresen
el mayor niimero de potencialidades gené-
ticas que tienen y, de acuerdo con esto,
se tenderia a una clasificacién mas natural
de este grupo. Se aclara que esto seria muy
dificil, ya que no se puede someter a un
hongo a todas las variantes fisicoquimicas
factibles, y menos a todo un grupo; pero
cualquier estudio hecho en este sentido, por
minima que fuese su aportacion, ciertamen-
te tenderia a una clasificacién algo mas
natural.
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