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Estudios sobre el "Coccidioides immitis”
Rixford et Gilchrist. I Micelio vegelativo y de
fructificacion

Por P. NEGRONI

El Coccidiodes imanitis es in hongo patdgeno para el hombre y los
animales descubierto por A. Posadas, de Buenos Aires, en 1392 v,
aun cuando su posicién en la sisteméatica botanica no estd definiti-
vamente resuelta, muchos micdlogos lo vinculan a los Chytridiales
de la clase Phycomycetes (Negroni, 1946 y 1947).
los investigadores han estudiade con particular interés el
aspecto micromorfolgico de este parisito en las lesiones donde
adquiere los caracteres de la fructificacién asexuada (esporan-
2io) lo enal ha permitido su ubicacion sistematica. Lia existencia de
probables fendémenos sexuales ha sido sefialada por Ciferri y Re-
daelli en 1936 © y por Negroni.®

Los caracteres microscopicos de los cultivos han cautivado, por el
contrario, poco la atencién de los micélogos. En este trabajo nos
oeuparemos de este altimo tépico que hemos abordado al estudiar,
comparativamente, algunas cepas autoctonas v ofras norteame-
ricanas.

Al observar el desarrollo del C. 1mmitis en los medios artificiales de
cultivo podemos apreciar la formacién de un micelio aéreo, de un
micelio superficial o rampante y de un micelio sumergido o profun-
do. Kl estudio microscépico del material tomado de estas formacio-
nes nos permite diferenciar el micelio vegetativo que forma la masa
de la colonia y es, tanto aéreo como superficial y sumergido, y un
micelio de fructificacién aéreo.

MicELI0 VEGETATIVO

Estudiaremos sucesivamente el micelio vegetativo comun y for-
maciones especiales: clamidosporos, miecelio en raqueta y 4rganos
nodulares, apresorios y otras formaciones.

El micelio vegetativo comiin estd constituido por una trama de
filamentos ramificados con algunos caracteres particulares. Sus hi-
fas son bastante rectas, poco flexuosas y con pocos tabiques. La
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formacién de tabigues en el micelio vegetativo es poco comiin en los
Phycomycetes, pero se los ha observado en especies de Catenaria y
de Endogone vy, justamente, su micelio poco tabicado afianzaria su
posicién entre los Chytridiales.

El micelio vegetativo no tiene un didmetro uniforme, sino, por
el contrario sumamente variable. Es muy plastico. Al lado de fila-
mentos de unas S de didmetro se observan otro de 1,40n, origindn-
dose, a veces, estos Wltimos como ramas del primero, segiin lo ilustra
la Fig. 1. Otras veces un mismo filamento cambia bruscamente de
diametro en varios puntos de su trayecto, como si se observara una
cinta de frente y de canto.

En los medios de cultivo adicionados de 1 % de diferentes grasas
(animal o vegetal), el micelio se presenta aparentemente rugoso de-
bido al depésito de finas gotitas de grasa.

Clamidosporos: Verdaderos quistes de un didmetro bastante ma-
vor que el del filamento que los originan. Son generalmente aisla-
dos, intercalares o terminales y su didmetro medio oscila de 14 a
16;{ (Fig. 1).

Micelio en raqueta: Mide en la parte dilatada unas 6p de dia-
metro v 3,50 u de didmetro el filamento que origina la ragueta.

Organos nodulares: Fueron descriptog por Negroni y Villafafie
Lastra en la cepa N2 1751 clasificada como Trichosporon proteolyti-
cum desarrollada en el medio de Czapeck, pero donde las cepas lo
forman con el maximo de desarrollo es en el medio sintético siguien-
te: Cloruro de amonio 1 % ; acetato de sodio 1 % ; fosfato tribasico
de potasio 0,8 % ; agar 2 % y 1 % de grasa animal (de cerdo, man-
teca), vegetal (aceite de oliva) o 4cido oleico.

El examen microscopico del micelio desarrollado al cabo de pocos
dias de incubacién a 25°C revela la formacién de ‘‘primordiums’’
de pocas micra 2a 3 de didmetro a expensas de filamentos de 1,5 p
que, frecuentemente, concurren de dos o més puntos distantes {sin-
fidgenos). No hemos podido reconocer en estos ovillos o pelotones
iniciales la diferenciacién de hifa sexual alguna. El “‘primordium’’
aumenta de volumen por sucesivas ramificaciones de los filamentos,
sin que éstos modifiquen, apreciablemente, su didmetro, y por la
fusién con ‘‘primordium’’ vecinos hasta llegar a medir 1 a 2 mm.
de didmetro. En este momento estd formado por un plecténguima
(prosénquima) en el cual los filamentos conservan atn su indivi-
dualidad, sin gue sea posible reconocer la formacién de una corteza
pseudoparenquimatosa y de una zona medular. Serian formaciones
intermedias entre el bulbillo y el esclerote, mayores que el primero
v sin los caracteres morfoldgicos del segundo.

Nosotros hemos seguido la evolucién de estos esclerotes imperfec-
tos durante algo més de tres meses, presentdndose siempre macizos.



Fic. 1. — Diversos aspectos del micelio vegetativo y de fruectificacién tomados
con la cdmara clara; 1 y 2, micelio vegetativo de didmetro irregular; 3, micelio
en raqueta; 4, apresorio; 5 a 10, micelio de fructificacién consistente en la
formacién de ¢‘entosporos’’ separados por células vacias (separadores); 11 a 15,
diversos aspectos de Ia cepa ‘“Ota’’ tipo Scopulariopsis.
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No se forman en su interior cavidades ni esporos. Cuando envejecen
adquieren un tinte ligeramente pardusco.

Lia formacién de estos elementos parece especialmente estimulada
por la presencia de grasas, pues a menudo se los ve originarse en
un glébulo de grasa y, respecto a su significado, creemos que repre-
sentan, probablemente, elementos de resistencia.

Apresorios: fueron también sefialados por Negroni y Villafafie
Lastra ¥, Se trata de un micelio fino de 1,50 j, aproximadamente,
ramificado, como raicillas o formande una especie de escobilla

(Fig. 1 N* 4).

)

F16. 2, — Germinacién de los entosporos del C. immitis. Bn 1, se aprecia la
existencia de una membrana propia; 2, micelio vegetativo con di y tetratomia;
3, germinacién de los esporos de la cepa ‘“Ota’’ tipo Secopulariopsis.

Otras formaciones vegetativas.

Micelio perforante o penetrante (Durchwachsung en alemén), lo
hemos observado en algunos cultivos en medios con 1% de grasa,
asi como la formacién de anastomosis lateral entre hifas vegetativas
y, finalmente, funiculos.

MICELIO DE FRUCTIFICACION

La mayoria de los autores americanos ha descripto en este hongo
la formacién de elementos designados, frecuentemente, como clami-
dosporos y otras como astrosporos. Fué Emmos, C. W. ® el primero
en lamar la atencién sobre su formacién en ramas especiales del
micelio aéreo.

T. XIV, N¢ 1
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Lios mismos elementos habian sido descriptos por Negroni y Villa-
fafie Lastra, en 1938 ® en la cepa 1751 clasificada como Trichospo-
ron proteclyticum v bautizados como clamidoartrosporoes por poseer,
aparentemente, caracteres de ambas formaciones.

Kl examen microscédpico de los cultivos nos permite diferenciar
tres tipos de clamidosporos: 1) clamidosporos comunes intercolares
o terminales, de mayor diametro que el filamento vegetativo, que ya
hemos (M%orip’ro 2) clamidoartrosporo del micelio sumergido o su-
cial, ¥ 3) clamidoartirosporos aéreos. Es sobre estos Gltimos que

Der LJ
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108 vamos a detener por considerarlos como una verdadera fruetifi-
cacion del micelio aéreo.

En los medios solidos de cultivo, particularmente en los medios
minerales (Stanford o Czapeck), ciertas cepas (N° 695 y B) forman
un micelio aéreo algodonoso o araenoideo muy fino y mas desarro-
llado en la zona periférica de la colonia. Kl examen microscépico de

'\‘HCHO]E\S. con pocas granulaciones grasas v de un dlame‘rro medio
de 3,50 .

Un tabique basal separa la hifa terminal rica en protoplasmsz ho-
mogéneo, indice de su intensa actividad metabdlica, del resto del
micelio vegetativo. Este filamento fértil o proconidia se tabica en
sentido basipeto, originando articulos isodiamétricos. El mismo pro-
ceso de tabicamiento en sentido basipeto tiene lugar en los filamen-
tos fértiles ramificados, sin que hayamos podido notar que el tabi-
camiento del eje principal preceda al de las ramas, pareciendo
ocurrir lo contrario, por lo menos en las ramas proximales.

Todo pareceria indicar que se tratara de un simple fenémeno de
artrosporulacion ; sin embargo la evolueién posterior de estas hifas
fértiles conduce a la formacién de elementos particulares. En efecto,
con bastante regularidad comenzando desde el vértice, es decir, en
sentide basipeto, a una célula fértil sucede otra estéril, abortiva,
gque no evoluciona, y cuyo contenido celular desaparece posiblemen-
te absorbido por las células fértiles vecinas. Repetimos que la pri-
mera célula fértil es la avpz'c(zl, de extremo redondeado v de base
cortada a pico. Su didmetro es mayor que ¢l de la Gltima célula
fértil, basal alargada ¥ rectangular.

Las células fértiles quedan asi delimitadas por dos tabiques for-
macdos ““de novo’ que se fusionan sélidamente a la pared de la hifa
fértil. En las preparaciones montadas en el liquido de Guéguen (con
azul cotton) se puede apreciar que las ‘‘proconidias’’ se tifien inten-
samente de azul y ¢ue de este colorante se deposita mas intensamen-
te en los puntos de origen de los tabiques transversales, indicando
su formaecién por un espesamiento anular de la membrana que pro-
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gresa hacia el centro. Un poco més tarde, cuando se establece la

dlferenclamon bloloowa eutre célula fértil y abortiva, el colorante se
deposita méis intensamente, también, en todo el contorno de la pri-
mera, lo cual nos indnee a pensar gue, tal vez, se forme una mem-
brana propia en todo el contorno del esporo. En una oportunidad
hemos sorprendido wna formacion protoplasmética desprendida en
blogue del pediculo del filamento fértil (Fig. 1, N? 6), lo cual confir-
maria los dos fenémenos morfoldgicos descriptos, de particular inte-
rés: 1) la formacién de una “‘proconidia’ y su tahicamiento poste-
rior delimitando los esporos, y 2) la formaub‘n de una membrana
propia en tocdo el contorno de los mismos. Si realmente este fendme-
no tiene lugar, la membrana del esporo se fusiona muy sélidamente
con la del filamento fértil, a tal punto que, en los cultivos adultos,
se observan numerosos esporos libres por ruptura de la membrana
del filamento fértil en los puntos correspondientes a las células
abortivas. El esporo tlene, en este momento, una forma rectangular
con sus bordes ligeramente salientes, con el aspecto de toneletes,

de 4x 3,50 m.

SIGNIFICADO DE LA FRUCTIFICACION

DEL (COCCIDIOIDES IMMITIS

Los esporos que el C. immitis forma en las hifas del micelio aéreo,
en los cultivos, no son artrosporos, puesto que éstos se liberan por
“cliva"ﬂ” de los tabigues transversales, tampoco son ‘‘conidia ve-

', dado que, en el concepto de Vuillemin, estos esporos se separan
en segmaa del vértice de un canidiéforo generalmente afilado. Ma-
son, B. W.® ha profundizado estos estudios morfolégicos y, en su
concepto, las conidias tipicas se forman, generalmente, por sucesion
basipeta en el vértice de un canidiéforo afilado (fialide), que es un
punto abierto en crecimiento (esporos fialomeristémicos).

Lios esporos del C. immitis son, pues, thallosperos, puesto que for-
man parte de la hifa que los lleva v, dado su mecanismo de forma-
cién, corresponden a los ‘‘Entosporados’ de Vuillemin.” La
liberacién de estos entosporos tiene lugar por la ruptura de la mem-
hrana del filamento fértil a nivel de la célnla abortiva que funciona,
entonces, como un verdadero separador (disjoncteur, en francés,
disjunktor, en alemén).®

Estos entosporos parecen formarse también en las hifas del mi-
celio rampante o sumergido, pero en numero reducido e irregu-
larmente. Aun en el micelio aéreo fértil el proceso no se cumple
invariablemente con la regularidad que hemos deseripto, pues se
ven en ocasiones dos entosporos adheridos, o la formacién de un
tabique que divide una célula abortiva. pero estas anomalias, di-
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gamos, no guitan valor a nuestre julelo, al mecanisme de entos-
porulacion.

Finalmente diremos que estos entosporos recuerdan a los forma-
dos por el género Malbranchea (Saccardo)® 101V 5 gue segin su

mecanismo de diseminaeién corresponden al grupo de los esporos se-
cos (dry-spores) de Mason. Lios restos de la célula vacia (separador)
que coronan ambos polos del esporo facilita su diseminaecion y per-
manenecia en el aire (esporos anemoéfilos).

Germinacién de los entosporos: Hn cdmara humeda v en el me-
dio liquido de Stanford, mencionado mas arriba, los esporos germi-
nan al cabo de cinco dlas de incubacién a 37°C. Su didmetro aumenta
hasta 5,85 u y emite, sucesivamente, hasta 4 tubos germinativos

Si sembramos en medio s6lido de Stanford en caja de Petri divi-
dida en 8 sectores, mediante una serie correspondiente de estrias ¥
cortamos un bloque de agar cada 24 horas para examinarlo, deposi-
tando en la parte fértil un cubre objeto v montando en el liguido
de Guéguen, podemos apreciar que la germinacién de esporos tiene
lugar a las 24 horas. En repetidas oportunidades liemos notado la
separacion, en el momento de O*erminar, de la membrana propia del

I

<z
sion de tubos germina-
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tivos se opera tanto lateralmente como por sus extremos.

RESUMEN

El Coccidioides 1mmitis forma, en los medios sélidos de eultivo
un miecelio vegetativo v otro de fructificacién. Bl primero es aéreo,
superficial o rampante y sumergido o profundo. El micelio de frue-
tificacién se forma como ramas fértiles del micelio aéreo.

El micelio vegetativo es poco tabicado y de un didmetro muy irre-
gular oscilando de 1,40 p a 5 p, y se presenta en ocasiones acintado.
Ofrece lag siguientes formaciones especiales: clamidosporos interca-
lares o terminales de un didmetro medio de 15 y, micelio en raqueta,
apresorios, funiculos, anastomosis vegetativas y esclerotes rudimen-
tarios de 1 a 2 mm. de didmetro.

Kl micelio de fructificacién comienza con la delimitacién de una
““‘proconidia’’ simple o ramificada que deja, en ocasiones, un pe-
diculo de longitud variable a modo de esporéforo. Lia ‘‘proconidia’
se tabica en sentido hasipeto originando una serie de células reetan-
eulares que se diferencian en célula fértil y otra estéril o abortiva.
La célula apical es siempre fértil, Lia célula fértil es un entosporo
que mide término medio 4 x 3,50 ,,, y queda libre por la ruptura de
las paredes de la hifa a nivel de las células abortivas que funcionan

¢cono separadores.
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RESUME

Le Coccidioides tmmitis forme dans les cultures en milienx solides
un mycélinm végétatif et un myeélium de fruetification ou reproduc-
teur. On peut différentier dans le premier: a) un myeélinm aérien,
b) un myecélium superficiel ou rampant, et ¢) un mycéliun immergé
ou profond. Le mycélium de fructification nalt du myecélinum aérien.

Le mycélium végétatif est peut cloisonné et d'un diamétre trés
irrégulier de 1.4 a 5. Il est parfois rubané. On peut reconnalitre les
formations végétatives swuavantes: chlamydospores terminales ou in-
tercalaires d'un diamétre moyen de 15 p; mycélium en raquette;
aprressorium, funiculus, des anastomoses végétatives et des seléro-
tes rudimentaires de 1-2 mm. de diametre. Le mycélium reprodue-
teur consiste dans la délimitation d’une ‘‘proconidie’’ simple ou
ramifiée de 3,5 n de diamétre, laissant parfois un pédicule d’une lon-
euneur variable a la facon de sporophore. La proconidie se cloisonne
en direction basipéte aboutissant a la formation d'une série regu-
liere de cellules rectangulaires dont 1'une est fertile et la suivante

stérile ou abortive. La cellule apicale est toujours fertile. Lies ¢
les fertiles sont des entospores (thallospores) de 4.5 x3.5,, en moyen-
ne, et ils restent libres par la rupture du filament fertile au niveau

des cellules abortives qui fonctionnent comme des disjoncteur.

SUMMARY

Coccidacides tmmitis develops on solid eulture media a vegetative
and a fertil mycelium. The first one may be aereal (superficial or
prostrate) and immersed of profond. The fertil mycelinm is formed
as branches of aereal mycelium.

The vegetative myecelium is branched and sparcely septated and
of irregular thickness, varying from 1,40 to 5 micera. It is occasional-
Iy ribon-like, and it shows the following special formations: chlamy-
dospores (intercalary or terminal) of an average diameter of 15
micra, racket mycelium, appressoria, funicula, vegetative anastomosis
and rudimentary sclerotia of 1 to 2 mm. in diameter,

Fertil mycelium begins with the demarcation of a single or
branched ‘‘proconidia’” which occasionally bear a pedicle or sporo-
phore-like formation. Proconidia divide then basipetally leading to
the formation of a row of cells one of which is fertil and the
following steril or abortive. Apical cells are alwavs fertil. Fertil
cells are ‘‘entospores’” (thallospores) of an average diameter of
4.5 x 3,5 micra and are liberated by the rupture of the hyphal walls
at the place of empty cells which function as disjunectors.



Fra. 3. — Droconidia vamiticads
con 1o Formacion de Centosporos’,

del C.

fwemitis



Fig. 4. — Micelio en raqueta v ‘“entosporos’’ madu-
ros con separadores (células vaclas) del C. immitis.



Fia. 5. -—— Primordium sinfiogeno dcl
C. imaitis en la formacién de esclerotes.

F1a. 6. — Esclerotes rudimentarios que
tienden a fusionarse.
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