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Formacién de endosporos en el Coccidioides
immitis observado con la luz de Wood.

Sa posicion sistematica

por P. Negroni y J. C. Radice

En un trabajo anterior (1) publicamos el resultado de nuestras
observaciones efectuadas con la luz Wood de prepaciones microscé-
picas de las lesiones experimentales de Cavias inoculados con mate-

rial u\_ un cultive clasificade Di;/‘\xnf—‘-ﬁﬂﬂp‘ﬁ‘u’l COMmMoD T:'u"/’le‘[hG?’OM ﬁ'?’fh

feolyticum. Fste hongo forma en las lesiones células con endosporos
por un proceso que coincide con el descripto por O da Fonseca (2)
para el Pseudococcidioides Mazzal.

En este trabajo nos hemos propuesto comprobar si el Coccidioi-
des immitis forma sus endosporos también por un procesc similar,

utilizando para tal fin la misma técenica fluorescente gue ha sido ya
publicada por uno de nosotros (3).

MATERIAL

Cavias inoculados por diferentes vias con las siguientes cepas
de Coccidioides mmitis gue se conservan en nuestra Micoteca del
Instituto Bacterioldgico “Dr. Carlos G. Malbrin”:

Cepa N°* 691 procedente de Chicago (cepa Miss Church) U.S.A

Cepa N°® 692 aislada por ¢l Dr. Gillman de un vacuno. Wis-
hington, U.S.A.

Cepa N* 695 aislada en Buenos Aires de un caso humano.

Cepa N® 696 enviada por el Dr. Conant. Duke Univ,, N° 810.
U.S.8.
- Cepa N2 696, 1; 666, 2; 696, 3 vy 4 enviadas por el Dr. Conant
con los Nos. 794, 300, 798, v 709 respectivamente. U.S.A.

Cepa N° 694 procedente de Chicago (Dr. Ota). U.S.A.

Cavias N9 45 y 221 inoculados con la cepa N° 691, via peritoneal

e intratesticular.
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Cavias N® 95 y 204 inoculados con la cepa 605 N® 602 por via
peritoneal e intratesticular.

Cavias N° 49 v go inoculados con la cepa 695 por via peritonel
v testicular.

Cavias NY
¥ testicular.

Cavias N? 87 y 212 inoculados con la cepa 696,1 por via peri-
toneal v testicular.

Cavias N* 12 y 13 inoculades con la cepa 6g6,z por via perito-
neal y testicular. :

Cavias N* 3 y 47 inoculados con la cepa 696,3 por via perito-
neal v testicular, '

Cavias N¢ 217 v 256 inoculados con la cepa 696,4 por via perito-
neal v testicular,

Cavias N° 8o y 100 incculados con la cepa 696 por via peritoneal

5 v 273 inoculados con la cepa 696 por via perifoneal

[iN]

y, testicular. :

Se sacrificd un Cavia de cada lote ol cabo de 1o dias v el otro
al cabo de 1 mes. Los organos con lesiones fueron fijados en formol
al 10 9, incluidos en parafina y cortados con el microtomo, Con
{ines comparativos efectuados sistematicamente, ademas de las colc-

raciones fluorescentes, otras con las tecmcas comunes: hematoxilina

eosina vy hematox

REsurTaDOS

En todos los casos hemos podido comprobar gue el parasito
adulto forma endosporos por “clivaje” sucesivo de su contenido ce-
lular. La presencia de una gran vacuola central y la formacion de
endosporos en una banda anfenca de protoplasma, aun cuando se
observa en todos los casos no es sin embargo un proceso de endos-
porulaciéon exclusivo ni predominénte El clivaje mencionado tiene
lugar mediante la aparicién de vacuolas p]anas que dl\’ld""n el conte-
i identilicadas por O. da Fonseca

nide celular en masas poliédr
como protosporos, los cuales se subd1v1den por el mismo mecanismo
en elementos mas pequefios que son los esporos definitivos. Estos
tienen, al comienzo una membrana fina y son poliédricos por presién
reciproca v, finalmente, aumentan de Vo]umen, se redondean y su
membrana se espesa y torna refrigente. Este proceso de maduracion
se opera dentro o fuera de la célula madre (esporangio). No hemos
podido apreciar en ningun caso la presencia de protoplasma residual
o epiplasma.

La maduracién de los esporos no es simultanea, puesto que con
cierta frecuencia se observan elementos en diferentss estados evolit-
tivos y de variado tamafio dentro de la célula madre. En una oca-
si6n observamos una célula adulta en su estado inicial de la fructi-
icaci6n, presentando un solo plano de clivaje que dividia a su conte-
nido celular en dos porciones aproximadamente iguales.

Finalmente, hemos comprobado en algunas oportunidades la
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fusion de Jos esporos maduros, fendémeno que tiene lugar dentro o
fuera del esperangio. Las células que se fusionan tienen el mis
tamafio o son apenas desiguales. En nuesfras observaciones estos
elementos median alrededor de 5 p. diametro.

La mayoria de estas observaciones hablan sido ya efectuadas
por Posadas (4), € descubridor de este parasito. Transcribimes o
continuacion su descripeién del proceso de endo:po rulacion: “No to-
das las zoosporas tienen el misme tamafio ni estan en el mismo gmuo
de evolucion en el interior del quiste. Hay macroesporas v micro-
osporas: hay zoosporas (ue se han transformado en quustes, mien-
tras otras estan en los primeros grados de evolucién”, Este sabic
descr:‘“ié comc fases ﬂ\'chﬁivac diferPnte<Acorrespondiepdo a e<tados

para%lto Observada en los monos momhdm e\*penment(lhnente que

se opondria a !

a
En la fig. 3,
sadas) se puede apreciar formas de la proli
una vactiola central. En las ilustraciones que acompafian al trabaje
de Rixford y Gilchrist (5) también se observan aspectos semejantes.
Fonseca fu€é el primero en ilamar ia atencidn sobre €l iecanis-
mo de formacion de los endosporm que di6 como caracteristico del
Pseudococcidioides, proceso que fné extendido al Coccidioides immi-
tis por Almeida en 1032 (6) al considerar mortologlcameme idén-
ticos a estos dos microorganismos.
Nuestros estudios cfgctmdos con la técnica fluorescente, confir-
man, ampliamente, los hechos observados por Almeida.
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T) QT T N CTOMT AT ST A
OSICION  SISTEMATICA

Las opiniones de los autores que se han ocupado del Coccidioi-
- des vmmitis se encuentran divididas en dos tendencias, r'ﬁpecto a su

posicion  sistemdtica. Ophuls (1905); McNeal y Taylor (1914);
Takahashi {1633); Stewar y Kimura (1040) y Fonseca (1028 ¥

1043) sostuvieron o sostienen que el C. smmitis forma ascos con as-
cosporos. Particularmente interesante es Ja opinién de O. da Fonseca
quien considera a la fructificacion de este hongo similar a la de otres
representantes de la familia Protomycetaceae. Esta familia pertene-
ciente a los Hemiascomiyceles contiene a los géneros Protomyces v
Taphrina que forman endosporos en una capa periférica de proto-
plasma.

Fn contraposicion a los autores mencionados; Hartmann (1912) ;
Redaelli y Ciferri (1936) v Baker y Mrak (1941) creen que la fruc-
tificacién de este hongo es un esporangio y lo colocan entre los
Phycomyceles.

Analizaremos sucesivamente los caracteres de la formacion de
endosporos en los Ascomycetes y en los Phycomycetes para poder,
ltego, interpretar el mecanismo de endosporulacion del C. immitis
y emitir nuestra opinidn sobre su posicién sistematica.
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O. Brefeld (1891) dividi6 a los Ascomycetes en Eavasci y Car-
foasct segin que los ascos nacieran libremente del micelio o estuvie-
an encerrados en un fruto.

Reconocid, ademas, la exist micelio ramifi-
cado cuya fructificacién Dart1c1pab ! cteres det Csporano‘io
de los Phycomycetes de un tamafio vari teniendo un ndamero
también variable de enaosporos Esta fr nct1f1€ac10n no era la tipica
de los Ascomycetes con un numero definido de endosporos. A este
grupo intermedio pertenece el género Ascoides relacionado con los
Exoasci, el género Theleobolus del tipo Carpoasci v el género Pro-
tomyces con clamidosporos. A estas formas 1nte1medlas las colocd
en el grupo de Hemiascl.

Harper en 1809 demostré que el proceso t1p1co de endosporu-
lacién de los Phycomycetes que forman esparangios consiste en la
divisién de su contenido celular por “clivaje”; en cambio los ascos-
poros, nacen por formacion celular libre en el interior de los ascos que
¢ la fructificacion tipica de los Ascomycetes.

Juel en 1921 definid a los .r::e7masc0mycetes como aquellos M y-
comycetes primitivos s de los fn'rcomycetes en los cuales la
fructificacidn nace directamente sobre cl micelio. Segtn Juel el es-
porangio es, desde el comienzo, multinucleado en tanto que el asco
contiene al principic un par de nucleos y forman finalmente 8 & po-
cos endosporos.

Los estudios de Brefeld, Dangeard, Popta, y Varitchak han de-
mostrado, entre otros, que en Ascoideqa, Protomyces v Taphrinwm
los endosporos se origman por formacién celular libre quedando en
el asco protoplasma residual o cpiplasma.

Un hecho que conviene recordar es la copulacidn que tiene lugar
entre los endosporos de Frotomyces después de su liberacion.

Numerosos mvestigadores después de los estudios de Prefeld
(Oltmanns, Phuret, Strasburger, Berhold, y Rother) reconocieron
que la division del contenido celular del esporangio de los Phyconiy-
cetes tiene lugar, como en las Algas, mediante la aparicién de surcos
en ! '\eu-ena ¢ desde vacuolas situadas en el interior del plasma

e':p al.

&3

plasma esporangial se divide por clivaje en bloques poliédricos, los
cuales se subdividen por el mismo proceso en los esporos iniciales
groseramente poliédricos. Esta subdivision se acompafia de una con-
traccién de las células, seguida de un estado de expansion

L. B. Walker (1923) estudiando la formacién de endosporos
en Endogone malleola. Hark, verificd que este hongo tiene hifas ta-
bicadas, que su esporangio carece de columela y que los surcos de
clivaje comienzan cerca de la periferia de esta fructificacién y pro-
gresan hacia el interior quedando dividido su contenido celular en
masas poliédricas de diferentes formas y tamafios. Estas masas se
subdividen para formar los esporos definitivos que son siempre
multinucleados.

rangia
C. A. Schwarze (1922) comprobd que en el Mucor mucedo el

Tomo XIIZ
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Fig. 1. — Elementos del C. immitis Fig. 2. — RBlemento de C. immitis

en los tejidos vistos con luz fluo- en vias de esporular, examinado

rescente (obj. 16 mm., oc. 15 x., c. con luz fluorescente, (obj. inmer-
12 cm.). sion 1/12).

Fig. 3. — E1 mismo elemento de €. immi-
tis visto a mayor aumento, (obj. 1/12, 1,8
mm. oc. per. 15 x., camara Makan).
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La division del contenido celular por clivaje formando masas
polkduc fué seﬁalada en el pardsito que nos ocupa por Fonseca,

It y por J:'uaker y Mrak Estos altimos in-

anl
ailt

con nuestlas
observaaones los conceptos ya emmdos por Redaelh y Ciferri, que
son los sigiventes: a) la fructificacién d= C. wmmiits contiene un ele-
vado namero de endosporos y no un ndmero multiplo de 2. b) las
células jovenes contienen un solo nucleo y las maduras numerosos
nticleos originados por mitosis sucesivas. ¢) carece de protoplasma

residual o eplplasna d) los endosporos se diferencian por clivaje

sucesivo del contenido celular, del parasito adulto, e) los esporos su-

fren, frecuentemente, dentro del esporangio una expansion {(aumen-
to de volumen) y se rodean de una membrana gruesa.

St el C. mmmutis debe colocarse en la familia Coccidioidaceae co-

1 familia E’i/IdOjO;'zaceae

1 B O MU R e o e 1.
mo 10 han hecho los autores italianos o en la 1a
- - . N N A e Sy R .
dC IUS Z_yg()lll_y‘[(_a, €5 Ultda CUCSLIVIL LJUC lds v bLl*b LL\Jll(,b .LLlLI,Udb re-
mhmﬂn En ambos gfﬂpnc exictel hon gos con micelio filamentogo

lcola en los Zygm,wcc s). sin embalgo la copulauov de los esporos
hablarfa en favor de su vinculacién a los Chytridiales.

ResumE

En observant a la lwmére de Wood les préparations microsco-
piques tratitées par des fluorochromes; des organes de cobayes ino-
culés avec des souches argentines et nordaméricaines de Cocczdwz
des tnumitis, nous avons pu vérifier avec une particuliére netteté le
mécanisme de formation des endospores déjas décrit par TFomseca,
Almeida, Redaelli et Ciferri, Balker et Mrak, etc.

Les endospores naissent aprés un clivaje successif du contenu
cellulaire du parasite adulte qui s opere parfois dans une couche pé-
riphérique du protoplasme. Il ne reste pas d’ epiplasme.

Les tcheniques spéciales de coloration nous ont permis de cons-
tater que le spore a un seule noyau. Nous avons cbservé asussi des
phénomeénes de copulation entre les endospores ou les cellules jeunes
libres.

Nous croyons avec Almeida que le genre Pseudococciodioides
doit tomber en synonimie. Le C. émmitis doit étre classé parmi les
Phycomycetes.

SUMMARY
The fluorescent microscopy of the preparations obtained from

experimental coccidioidomycosis of the guinea pigs inocculated with
argentine and northamerican strains have allowed us to ascertain
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with particular clarity the formative mechanism of endospores in

this fungus, confirming the descrptions given by Fonseca, Almeids,
Redaelli and Ciferri, Baker and Mrak, etc.

The end

Hular content o

the existence of residual plasma or eplpl

Owing to special stamning techniques we have been able to as-
certain that the spore has only one nucleus. We have also ohserved
copulation phenomena among spores or young iree cells. We agree
with Almeida that the genus Pseudococcidioides which presents in
purasmg life, the same morphologlcal characteristics as the Cocci-
mus with it. In our opmlon o wmmi-

dioides should b*
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