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B e r n a r d  J o s e p h  S l o a n

T h e  f u n c t i o n s  o f  t h e  m i c r o s p o r e s  o f  G e I a s i n o s p o r a  

c a l o s p o r a  v a r . a u t o s t e  i r a  a r e  d i s c u s s e d .  E v i d e n c e  i s  p r e 

s e n t e d  w h i c h  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  m i c r o s p o r e s  f u n c t i o n  

p r i m a r i l y  a s  m a l e  s e x u a l  c e l l s  ( s p e r m a t i a )  i n  f e r t i l i z a t i o n .  

C i r c u m s t a n t i a l  e v i d e n c e  i s  a l s o  p r e s e n t e d  w h i c h  s t r o n g l y  

i n d i c a t e s  t h a t  t h e  m i c r o s p o r e s  may  f u n c t i o n  a s  a s e x u a l  p r o p 

a g a t i v e  c e l l s  ( m i c r o c o n i d i a ) u n d e r  c e r t a i n  e n v i r o n m e n t a l  

c o n d  i t  i o n s .

R e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  s p e r m a t i z a t i o n , c r o s s  s p e r m a -  

t i z a t i o n ,  a n d  l o c a l i z e d  p e r i t h e c i a l  d e v e l o p m e n t ,  s u g g e s t  

t h a t  a  t r i c h o g y n e - m i c r o s p o r e  r e l a t i o n s h i p  i s  f u n c t i o n a l  i n  

t h i s  f u n g u s .  A d d i t i o n a l  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  e x p e r i m e n t s  

i n v o l v i n g  a  s t u d y  o f  t h e  u - t u b e  a n d  h y p h a l  t i p  s u b c u l t u r e s  

i n d i c a t e  t h a t  c o m p a t i b l e  n u c l e i  o f  t h i s  h e t e r o t h a l 1 i c  f u n g u s  

a r e  n o t  b r o u g h t  i n t o  c l o s e  a s s o c i a t i o n s  w i t h  o n e  a n o t h e r  b y  

s o m a t i c  a n a s t o m o s e s  a n d  n u c l e a r  m i g r a t i o n s .

I t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  c o m p a t i b l e  n u c l e i  o c c u r  i n  c l o s e  

a s s o c i a t i o n s  o n l y  i n  t h e  a s c o g o n i a  b y  w a y  o f  t h e  t r I c h o g y n e
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SECTION I

INTRODUCTION

G e 1a s  i n o  3p o r  a  c a l o s p o r a  v a r . a u t o s t e  i r  a  a s  d e s c r i b e d  

b y  S u n ,  A l e x o p o u l o s  a n d  W i l s o n  ( 3 3 )  i n  195U > w a s  o r i g i n a l l y  

f o u n d  t o  be  h e t e r o t h a l 1 i c  b y  A l e x o p o u l o s  a n d  S u n  ( 1 ) .  I n  

1 9 5 5 ,  T y l u t k i  ( 3 5 )  d e m o n s t r a t e d  f u r t h e r  t h a t  t h i s  f u n g u s  w a s  

f u n d a m e n t a l l y  h e r m a p h r o d i t i c  s i n c e  s i n g l e  a s c o s p o r e s  o f  b o t h  

c o m p a t i b i l i t y  g r o u p s  n o r m a l l y  a r e  e q u a l l y  a b l e  t o  p r o d u c e  

b o t h  s p e r m a t i a  a n d  p r o t o p e r  i t h e c i a  i n  c u l t u r e .  The  l a t t e r  

a u t h o r  a l s o  d e s c r i b e d  a t  t h i s  t i m e  t h e  f o r m a t i o n  o f  s p e r m a t i a  

b y  m o s t  i s o l a t e s  o f  t h i s  f u n g u s ,  p a r t i c u l a r l y  u n d e r  c e r t a i n  

e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s ,  a n d  i n d i c a t e d  t h e  p o s s i b l e  e x i s t e n c e  

o f  a t r i c h o g y n e - s p e r m a t i u m  r e l a t i o n s h i p .  C a i n  ( 9 )  i n  1 9 5 0  

r e p o r t e d  s p e r m a t i a l  p r o d u c t i o n  i n  G e l a s  i n o  s p o r a  a d J u n e t a  b u t  

n o  w o r k  h a s  b e e n  d o n e  t o  show  how t h e s e  s t r u c t u r e s  f u n c t i o n .  

S i n c e  t h e r e  h a d  b e e n  no  s t u d y  ma d e  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  f u n c t i o n  

o f  t h e  s p e r m a t i u m - 1 i k e  b o d i e s  p r o d u c e d  b y  G e 1 a s  i n o s p o r  a  c a l o -  

s p o r a  v a r .  a u t o  s t e  i r a , i t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  a n  i n v e s t i g a t i o n  

b e  c o n d u c t e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  p o s s i b l e  f u n c t i o n  o f  t h e s e  

s t r u c t u r e s  a n d  t h e  m e c h a n i s m  w h e r e b y  p l a s m o g a m y  w a s  i n i t i a t e d .  

W i t h  t h e s e  a i m s  i n  m i n d ,  r e s e a r c h  w a s  d i r e c t e d  t o w a r d  d e t e r 

m i n i n g  w h e t h e r :

1



2

( 1 )  t h e  m i c r o s p o r e s  f u n c t i o n e d  a s  s e x u a l  m a l e  c e l l s  

( s p e r m a t  i a ) ,

( 2 )  t h e  m i c r o s p o r e s  f u n c t i o n e d  a s  a s e x u a l  c e l l s  c a p a b l e  

o f  r e p r o d u c i n g  t h e  o r g a n i s m  ( m i c r o n c o n i d i a ) ,

( 3 )  t h e  m i c r o s p o r e s  f u n c t i o n e d  a s  b o t h  a s e x u a l  a n d  

s e x u a l  s t r u c t u r e s .

A d d i t i o n a l  r e s e a r c h  w a s  d i r e c t e d  t o w a r d  d e t e r m i n g  

w h e t h e r  s p e r m a t i z a t i o n  i s  t h e  o n l y  m e t h o d  o f  i n s u r i n g  c r o s s  

f e r t i l i z a t i o n  i n  t h i s  h e t e r o t h a 1 1 i c  f u n g u s .  Do d g e  ( 1 3 )  h a s  

e x p r e s s e d  t h e  o p i n i o n  t h a t  t h o s e  who h a v e  d i s c o v e r e d  s p e r m a t i a  

i n  t h e  p a s t  t e n d  t o  m a g n i f y  t h e i r  i m p o r t a n c e  a n d  i g n o r e  t h e  

n u m e r o u s  o t h e r  w a y s  i n  w h i c h  h e t e r o t h a 1 1 i c  f u n g i  a r e  a b l e  t o  

b e c o m e  c r o s s - f e r t i l i z e d .  S i n c e  m a c r o c o n i d i a l  p r o d u c t i o n  h a s  

n e v e r  b e e n  r e p o r t e d  f o r  a n y  o f  t h e  s e v e r a l  d e s c r i b e d  s p e c i e s  

o f  G e l a s i n o s p o r a , u n l i k e  t h e  s i t u a t i o n  i n  t h e  r e l a t e d  g e n u s  

N e u r o s p o r a ,  t h e  o n l y  p o s s i b l e  m e t h o d s  a v a i l a b l e  o t h e r  t h a n  

s p e r m a t i z a t i o n ,  w h e r e b y  c r o s s - f e r t i l i z a t i o n  c o u l d  be  a c c o m 

p l i s h e d ,  w o u l d  s e e m  t o  be  t h r o u g h  s o m a t o g a m y ,  o r  c o p u l a t i o n s  

b e t w e e n  t r  i c h o g y n e s  a n d  v e g e t a t i v e  h y p h a e  o f  c o m p a t i b l e  s t r a i n s .

B e c a u s e  o f  t h e s e  p o s s i b i l i t i e s ,  a d d i t i o n a l  l i n e s  o f  

i n v e s t i g a t i o n  w e r e  i n i t i a t e d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r :

( 1 )  a  t r i c h o g y n e - m i c r o s p o r e  r e l a t i o n s h i p  w a s  e x i s t e n t  

i n  t h i s  f u n g u s  ( s e e  P l a t e  I ) ,  o r

( 2 )  n u c l e i  o f  o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  

t h r o u g h  s o m a t i c  h y p h a e .
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F i g u r  e s A.  C

F i g u r 0 A.

F i g u r e  B .

F i g u r e  C .

PLATE I

S e x u a l  s t r u c t u r e s  o f  G e 1 a s  i n o s p o r a  c a l o s p o r a  

v a r . a u t o s t a r  i a .

Y o u n g  p r o t o p e r i t h a i c a  1 f u n d a m e n t  w i t h  i t s  

s i n g l a  u n b r a n c a d  t r i c h o g y n e
c a .  x lplj.0

S e v e r a l  d i c h o t o m o u s l y  b r a n c h e d  m i c r o s p o r o -  

p h o r e s .  Th e  m i c r o s p o r e s  a r e  p r o d u c e d  f r o m  
t h e  i n d i v i d u a l  c e l l s  o f  t h e  m i c r o s p o r o p h o r e s

c a .  x 1000

A s i n g l e  g e r m i n a t i n g  m i c r o s p o r e .  T h e  m i c r o -  
s p o r e  w a l l  s t i l l  r e m a i n s  a t t a c h e d  t o  t h e  
l o n g  g e r m  t u b e .

c a .  x  1000
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L i t e r a t u r e  R e v i ew

S i n c e  t h e  l i t e r a t u r e  c o n c e r n i n g  m e t h o d s  o f  f e r t i l i z a 

t i o n  i n  t h e  f u n g i  i n  g e n e r a l  h a v e  b e e n  d i s c u s s e d  r e c e n t l y  b y  

O l i v e  ( 3 0 ) ,  o n l y  t h o s e  c a s e s  p e r t i n e n t  t o  t h e  p r o b l e m  w i l l  b e  

d i s c u s s e d  h e r e .

M i c r o s p o r e s  ( s p e r m a t i a ,  p y c n i o s p o r e s , o r  m i c r o c o n i d i a ) 

a r e  k n o w n  t o  b e  f o u n d  c h a r a c t e r i s t i c a l l y  i n  c e r t a i n  g r o u p s  o f  

t h e  a l g a e  ( F i o r i d e a e ) ,  f u n g i  ( r u s t s ,  a s c o m y c e t e s ) ,  a n d  i n  

1 i c h e n s .

D e f i n i t e  p r o o f  t h a t  m i c r o s p o r e s  i n  t h e  a s c o m y c e t e s  may 

f u n c t i o n  a s  f e r t i l i z i n g  a g e n t s  d i d  n o t  a p p e a r  i n  t h e  l i t e r a t u r e  

u n t i l  t h e  e a r l y  t h i r t i e s .  A c c o r d i n g  t o  B a c k u s  ( 7 ) ,  I t z i g s o h n  

i n  1 8 5 0 ,  d i s c o v e r e d  s m a l l  b o d i e s  p r o d u c e d  b y  some a s c o l i c h e n s ,  

a n d  i n d i c a t e d  t h a t  t h e s e  s t r u c t u r e s  ma y  p r o v e  t o  be  m a l e  e l e 

m e n t s .  T u l a s n e ,  a  y e a r  l a t e r ,  a c c o r d i n g  t o  D r a y t o n  ( 1 9 ) ,  i n  

d e s c r i b i n g  t h e s e  s m a l l  s t r u c t u r e s ,  c o i n e d  t h e  w o r d  s p e r m a t i u m ,  

a n d  p r o p h e s i e d  i n  1861  t h a t  som e d a y  t h e s e  s m a l l  s t r u c t u r e s  

w o u l d  b e  sh o w n  t o  f u n c t i o n  l i k e  p o l l e n .

S t a h l ,  a c c o r d i n g  t o  B a c k u s  ( 6 ) ,  e v e n  w e n t  f u r t h e r  t h a n  

T u l a s n e .  He a c t u a l l y  d e s c r i b e d  t h e  p r o c e s s  w h e r e b y  s p e r m a t i a  

o f  t h e  l i c h e n  f u n g i  e f f e c t  f e r t i l i z a t i o n  b y  a t t a c h i n g  a n d  

f u s i n g  w i t h  t i p s  o f  t r i c h o g y n e s .  H u m p h r e y  ( 2 3 )  i n  1893  d e s 

c r i b e d  how t h e  m i c r o c o n i d i a  o f  S c l e r o t  i n i a  f r  u e t  i g e n a  g e r m i 

n a t e d  i n  h i s  c u l t u r e s  a n d  p r o d u c e d  m y c e l i a .  H o w e v e r ,  m a n y  

h a v e  q u e s t i o n e d  h i s  w o r k .
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I n  t h e  L a b o u l b e n i a l e s , T h a x t e r  ( 3 l | )  h a s  s u g g e s t e d  

t h a t  i n  m o s t  s p e c i e s  d e s c r i b e d ,  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  a s c o c a r p s  

d e p e n d s  u p o n  t h e  d i r e c t  a t t a c h m e n t  o f  s p e r m a t i a  t o  t r i c h o g y n e s  

a n d  s u b s e q u e n t  p a s s a g e  o f  n u c l e i  down i n t o  t h e  a s c o g o n i a .  

H o w e v e r ,  c y t o l o g i c a i  d a t a  t o  c o n f i r m  t h e s e  f i n d i n g s  a r e  

1a c k  i n g .

H i g g i n s  ( 2 1 ,  2 2 )  w o r k i n g  w i t h  t wo  s p e c i e s  o f  M y c o s p h a r -  

e 11 a  d e s c r i b e d  t h e  f o r m a t i o n  o f  t r i c h o g y n e s  a n d  s p e r m o g o n i a  

a n d  e v e n  i l l u s t r a t e d  s p e r m a t i a  a t t a c h e d  t o  t r i c h o g y n e s ,  b u t  

t h e  a u t h o r  w a s  u n a b l e  t o  f i n d  a n y  d i r e c t  e v i d e n c e  t h a t  t h e  

s p e r m a t i a  p l a y  a n y  p a r t  i n  p e r i t h e c i a l  d e v e l o p m e n t .

B a c k u s  ( 6 )  i n  19 3l_j_, w o r k i n g  w i t h  t h e  f u n g u s  C o c c o m y c e  s 

h i e m a 1 i s , d e s c r i b e d  how m i c r o c o n i d i a  a t t a c h  t h e m s e l v e s  t o  t r i 

c h o g y n e s  b u t  no  a c t u a l  f u s i o n s  b e t w e e n  t h e  s p e r m a t i a l  b o d i e s  

a n d  t h e  t r i c h o g y n e s  w e r e  e v e r  s e e n .

T h u s  a s  i n d i c a t e d  f r o m  t h e  p r e v i o u s  r e m a r k s ,  no  r e p o r t s  

a c t u a l l y  a p p e a r e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  up t o  1930  w h i c h  d e m o n 

s t r a t e  t h e  a b i l i t y  o f  m i c r o s p o r e s  t o  e f f e c t  f e r t i l i z a t i o n .  

H o w e v e r ,  n u m e r o u s  d e s c r i p t i o n s  o f  v a r i o u s  t y p e s  o f  s p e r m a t i a l  

o r  m i c r o c o n i d i a l  b o d i e s  r e p o r t e d l y  p r o d u c e d  i n  t h e  a s c o m y c e t e s  

a n d  i m p e r f e c t s ,  h a d  a p p e a r e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  p r i o r  t o  t h i s  

d a t e .

D r a y t o n  ( 1 9 ) ,  Do d g e  ( 1 1 )  a n d  Ames ( 3 )  i n  t h e  y e a r  1 9 3 2 ,  

d e m o n s t r a t e d  c o n c l u s i v e l y  t h a t  i n  S c l e r o t i n i a  g l a d  i o 1 i , N e u r o -  

s p o r a  s i t o p h i l a ,  N e u r o s p o r a  t e t r a s p e r m a , a n d  P l e u r a g e  a n s e r  i n a , 

t h e  m i c r o s p o r e s  a c t  i n  a f e r t i l i z i n g  c a p a c i t y .



i n  N e u r o s p o r a  s p s . ,  Do d g e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  m i c r o -  

s p o r e s  w i l l  n o t  o n l y  e f f e c t  f e r t i 1 i z a t i o n  b u t  w i l l  a l s o  

g e r m i n a t e  a n d  g i v e  r i s e  t o  m y c e l i a  w h i c h  i n  t u r n  p r o d u c e  

p r o t o p e r i t h e e i a  a n d  m i c r o c o n i d i a .  T h e s e  c a n  b e  m a t e d  t o 

g e t h e r  w i t h  a c o m p a t i b l e  s t r a i n  t o  p r o d u c e  a s c o c a r p s .

H o w e v e r ,  t h i s  i s  t o  b e  c o n t r a s t e d  t o  t h e  s i t u a t i o n  

o b s e r v e d  i n  S c l e r o t  i n i a  g 1 a d  i o 1 i a nd  P l e u r a g e  a n s e r i n a  i n  

w h i c h  i t  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  m i c r o s p o r e s  do  n o t  

g e r m i n a t e  b u t  f u n c t i o n  o n l y  a s  m a l e  g a m e t e s  w h i c h  w h e n  p l a c e d  

o n  r e c e p t i v e  b o d i e s  b r i n g  a b o u t  t h e  f o r m a t i o n  o f  a s c o c a r p s .

Z i c k l e r  ( 3 8 )  i s o l a t e d  a  c o p r o p h i l o u s  a s c o m y c e t e  f r o m  

h o r s e  d u n g  i n  1 9 3lp a n d  d e s c r i b e d  i t  a s  a new s p e c i e s ,  B o m b a r -  

d i a  1u n a t a . I n  t h e  y e a r  1 9 3 7 ,  Z i c k l e r  ( 3 9 )  d e s c r i b e d  how 

c o l o u r l e s s  u n i n u c l e a t e  s p e r m a t i a  w e r e  p r o d u c e d  i n  f l a s k  

s h a p e d  s p e r m o g o n i a  w h i c h  w e r e  d e v e l o p e d  l a t e r a l l y  on  t h e  

h y p h a e  p r o d u c e d  b y  B o m b a r d  i a  1 u n a t a . T h e s e  s p e r m a t i a ,  l i k e  

t h o s e  p r o d u c e d  b y  P l e u r a g e  a n s e r i n a  a n d  S c l e r o t  i n  i a  g l a d  i o 1 i , 

w e r e  s i m i l a r l y  sh o w n  t o  b e  i n c a p a b l e  o f  g e r m i n a t i o n  t o  f o r m  

a c o l o n y  b u t  f u n c t i o n e d  s o l e l y  a s  f e r t i l i z i n g  a g e n t s .

I n  1 9 ^ 0 ,  A l e x o p o u l o s  a n d  S u n  ( 1 )  d e s c r i b e d  a new 

s p e c i e s  o f  G e I a s i  no  s p o r a , G.  a u t o s t e  i r  a , w h i c h  w a s  f o u n d  t o  

b e  h e t e r o t h a l 1 i c , s e 1f - s t e r i l e , b u t  c r o s s - f e r t i l e . I n  t h e  

a u t h o r s '  o r i g i n a l  d e s c r i p t i o n ,  s p e r m a t i a  w e r e  n o t  r e p o r t e d .  

F o l l o w i n g  a  c y t o l o g i c a l  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  g e n u s  G e l a s i n o -  

s p o r a ,  a  f e w  y e a r s  l a t e r ,  S u n ,  A l e x o p o u l o s  a n d  W i l s o n  ( 3 3 )  

p r o p o s e d  t h a t  t h e  nam e G e l a s  i n o s p o r a  c a l o s p o r a  v a r .  a u t o s t e  i r a
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b e  u s e d  r a t h e r  t h a n  t h e  o r i g i n a l  d e s c r i b e d  n a m e ,  t o  s e p a r a t e  

t h e  h e t e r o t h a 1 1 i c  f o r m  (G.  a u t o  s t e  i r  a ) f r o m  t h e  h o m o t h a l l i c  

f o r m  ( G.  c a l o s p o r a ) .

L a t e r ,  w h i l e  c o n d u c t i n g  a m o r p h o l o g i c a l  a n d  g e n e t i c a l  

i n v e s t i g a t i o n  o f  G e 1a s  i n o  s p o r  a c a l o s p o r a  v a r . a u t o s t e i r  a , 

T y l u t k i  ( 3 5 )  r e p o r t e d  t h a t  c e r t a i n  s t r a i n s  o f  t h i s  f u n g u s  

p r o d u c e  s p e r m a t i a  r e g u l a r l y  i n  c u l t u r e .  A l t h o u g h  a n  e x c e l 

l e n t  m o r p h o l o g i c a l  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  s p e r m a t i a  wa s  p r e s e n t e d  

b y  t h i s  a u t h o r ,  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  s p e r m a t i u m - 1 i k e  b o d i e s  

w a s  n o t  i n v e s t i g a t e d ,  t h o u g h  i t  w a s  s u g g e s t e d  t h a t  a  t r i c h -  

o g y n e - s p e r m a t i u m  r e l a t i o n  d o e s  e x i s t .

Of  t h e  r e m a i n i n g  s i x  s p e c i e s  o f  G e l a s i n o s p o r a , s p e r m a 

t i a l  p r o d u c t i o n  h a s  b e e n  r e p o r t e d  o n l y  i n  G e 1 a s  i n o s p o r a  a d -  

j u n c t a .  a s  d e s c r i b e d  b y  C a i n  ( 9 ) .  A l t h o u g h  C a i n  w a s  a b l e  t o  

p r o d u c e  s p e r m a t i a  i n  t h i s  f u n g u s  u n d e r  c e r t a i n  c u l t u r a l  c o n 

d i t i o n s ,  no  w o r k  w a s  d o n e  t o  show  how t h e s e  s t r u c t u r e s  

f  u n c t  i o n .



SECTION II

MATERIALS AND METHODS

A . C u l t u r a l  C o n d i t i o n s

A d e s c r i p t i o n  o f  t h e  o r i g i n a l  i s o l a t e s  f r o m  w h i c h  t h e  

s t r a i n s  e m p l o y e d  i n  t h i s  s t u d y  w e r e  o b t a i n e d ,  a s  w e l l  a s  t h e  

m e t h o d  u s e d  i n  m a i n t a i n i n g  s t o c k  c u l t u r e s  h a s  b e e n  p r e v i o u s l y  

r e p o r t e d  ( 3tp) . F u r t h e r m o r e  t h e  s t a n d a r d  c u l t u r a l  c o n d i t i o n s  

a s  o u t l i n e d  b y  T y l u t k i  ( 3 5 )  w e r e  e m p l o y e d  h e r e  i n  g r o w i n g  

c u l t u r e s  o f  t h e  p r o t o p e r i t h e e i a  1 s t r a i n .  T h e s e  s t a n d a r d  

c u l t u r a l  c o n d i t i o n s  a r e  a s  f o l l o w s :

( 1 ) Med i um:

D i f c o  c o r n  m e a l  a g a r ,  17 g m s . i n  a  l i t e r  o f  

a g a r  .

( 2 )  T e m p e r a t u r e :

T w e n t y  d e g r e e  C ,  o b t a i n e d  b y  u s i n g  a  B . O . D .  

t e m p e r a t u r e  c o n t r o l  c a b i n e t .

( 3 )  L i g h t :

A S y l v a n i a  l l ^ - w a t t  c o o l  l i g h t  s t a n d a r d  f l o r e s -  

c e n t  t u b e ,  w i t h  t h e  b a l l a s t  u n i t  r e m o v e d  a n d  

p l a c e d  o u t s i d e  t h e  i n c u b a t o r .  Th e  t u b e  w a s  

p l a c e d  a p p r o x i m a t e l y  28  cm.  f r o m  t h e  c u l t u r e  

1e v e  1.
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T h e  m i c r o s p o r e - p r o d u c i n g  s t r a i n s  w e r e  g r o w n  i n  l a r g e  t e s t  

t u b e s  c o n t a i n i n g  2 0  m l .  o f  D i f c o  c o r n  m e a l  a g a r .  T h e s e  t e s t  

t u b e  c o r n  m e a l  a g a r  s l a n t  c u l t u r e s  w e r e  p l a c e d  i n s i d e  a  2 8 ° C 

i n c u b a t o r  a n d  i n c u b a t e d  f o r  a p p r o x i m a t e l y  t e n  d a y s  a t  w h i c h  

t i m e  s u f f i c i e n t  q u a n t i t y  o f  m i c r o s p o r e s  w e r e  p r o d u c e d .

B . T e c h n i q u e  E m p l o y e d  i n  O b t a i n i n g  M i c r o s p o r e  S u s p e n s i o n

1.  A p p a r a t u s

Th e  m o s t  s a t i s f a c t o r y  m e t h o d  o f  o b t a i n i n g  a n  a q u e o u s  

s u s p e n s i o n  o f  t h e  m i c r o s p o r e s ,  f r e e  o f  v i a b l e  m y c e l i a l  f r a g 

m e n t s ,  w a s  t o  f i l t e r  t h e  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n  t h r o u g h  s e v e r a l  

l a y e r s  o f  f i l t e r  p a p e r .  A d e s c r i p t i o n  o f  t h e  f i l t e r  a p p a r a t u s  

u s e d  i s  a s  f o i l o w s :

Th e  g l a s s  t u b e  o f  a g l a s s  f u n n e l  w a s  f i t t e d  w i t h  

a No .  9 o n e - h o l e  r u b b e r  s t o p p e r ,  a n d  t h i s  w a s  i n s e r t e d  

i n t o  t h e  n e c k  o f  a 5>00 m l .  E r  l e n m e y e r  f l a s k  c o n t a i n i n g  

a l a r g e  t e s t  t u b e  w h i c h  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  p l a c e d  i n 

s i d e  t h e  E r l e n m e y e r  f l a s k .  F o u r  o r  f i v e  l a y e r s  o f  12 

cm.  No .  I f i l t e r  p a p e r  w e r e  p l a c e d  i n s i d e  t h e  f u n n e l .  

T h e n  t h e  b a s e  o f  t h e  f u n n e l  a n d  n e c k  r e g i o n  o f  t h e  

f l a s k  w e r e  w r a p p e d  w i t h  c o t t o n  a n d  a  14.0 0 - m l  . b e a k e r  

w a s  p l a c e d  o v e r  t h e  e n t i r e  a p p a r a t u s .

I n  p r e p a r i n g  a m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n ,  t h e  f i l t e r i n g  

a p p a r a t u s  w a s  f i r s t  s t e r i l i z e d  i n  a n  a u t o c l a v e  f o r  t h i r t y  

m i n u t e s  a t  f i f t e e n  p o u n d s  p r e s s u r e  p e r  s q u a r e  i n c h .  The  

f i l t e r i n g  a p p a r a t u s  i s  i l l u s t r a t e d  i n  t e x t  f i g u r e  1.
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F i g u r e  1.  F i l t e r i n g  A p p a r a t u s  U s e d  t o  O b t a i n  M y c e l i a l - f r e e  
S u s p e n s i o n  o f  M i c r o s p o r e s .
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2 .  P r o c e d u r e

A l l  s t r a i n s  e m p l o y e d  f o r  m i c r o s p o r e  p r o d u c t i o n  w e r e  

g r o w n  i n  t e s t  t u b e s  o n  s l a n t s  o f  D i f c o  c o r n  m e a l  a g a r ,  i n c u 

b a t e d  a t  2 8 ° C ( ± ° C ) f o r  a p p r o x i m a t e l y  t e n  d a y s .  Wh e n  m i c r o 

s p o r e  p r o d u c t i o n  b e c a m e  d i s c e r n i b l e  w i t h  a  b i n o c u l a r  d i s s e c t i n g  

m i c r o s c o p e ,  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  w a s  p i p e t t e d  i n t o  t h e  t e s t  

t u b e  c u l t u r e s  u n t i l  t h e  e n t i r e  a g a r  s l a n t s  b e c a m e  c o m p l e t e l y  

i n u n d a t e d .

The  t e s t  t u b e  c u l t u r e s  w e r e  t h e n  p l a c e d  b e t w e e n  t h e  

p a l m s  o f  b o t h  h a n d s  a n d  r o l l e d  b a c k  a n d  f o r t h  a p p r o x i m a t e l y  

f i f t y  t i m e s .  T h i s  m i l d  m a n i p u l a t i o n  w a s  f o u n d  t o  b e  q u i t e  

e f f e c t i v e  i n  d i s l o d g i n g  t h e  m i c r o s p o r e s  f r o m  t h e  m i c r o s p o r o -  

p h o r e s  w i t h o u t  d i s r u p t i n g  i n  a n y  s e r i o u s  d e g r e e  t h e  s o m a t i c  

m y c e l i a l  g r o w t h  c o v e r i n g  t h e  a g a r  s l a n t s .  T h e r e f o r e ,  t h i s  

p r o c e d u r e  m i n i m i z e d  t h e  a c t u a l  a m o u n t  o f  v i a b l e  m y c e l i a l  

f r a g m e n t s  w h i c h  ma y  b e  o b t a i n e d  w i t h  t h e  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n  

p r i o r  t o  t h e  f i l t r a t i o n  p r o c e d u r e .

The  a q u e o u s  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n  w i t h i n  e a c h  t e s t  

t u b e  w a s  t h e n  p o u r e d  t h r o u g h  s e v e r a l  l a y e r s  o f  f i l t e r  p a p e r  

a n d  c o l l e c t e d  i n s i d e  s t e r i l e  t e s t  t u b e s  l o c a t e d  w i t h i n  t h e  

E r l e n m e y e r  f l a s k  o f  e a c h  f i l t e r i n g  a p p a r a t u s .  S t e r i l e  p l u g s  

w e r e  t h e n  i n s e r t e d  b y  a i d  o f  s t e r i l e  f o r c e p s  i n t o  t h e  m o u t h  

o f  t h e  t e s t  t u b e s .  M i c r o s c o p i c  c h e c k  o f  t h e  m i c r o s p o r e s  i n  

s u s p e n s i o n  o n  s l i d e s  w e r e  ma de  t o  s e e  i f  h y p h a e  w e r e  p r e s e n t  

b e f o r e  s p e r m a t i z a t i o n . No h y p h a l  f r a g m e n t s  w e r e  d e t e c t e d  i n  

a n y  o f  t h e  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n  s a m p l e s  t e s t e d .  Th e
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m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n s  w e r e  t h e n  l a b e l e d  a n d  r e a d y  f o r  u s e .

3 .  D i l u t i o n  T e c h n i q u e

I n  o r d e r  t o  s p e r m a t i z e  w i t h  a  d e f i n i t e  n u m b e r  o f  

s p o r e s ,  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n s  w e r e  p r e p a r e d  a n d  m i c r o s p o r e  

c o u n t s  w e r e  m a d e  b y  u s e  o f  a H o w a r d  C o r p u s c l e  c o u n t i n g  c h a m 

b e r .  T h i s  c h a m b e r  i s  d i v i d e d  i n t o  a  t o t a l  o f  t w e n t y - f i v e  

s q u a r e s ,  e a c h  o f  w h i c h  i s  s u b d i v i d e d  i n t o  s i x t e e n  d i v i s i o n s .

I n  d e t e r m i n i n g  a  m i c r o s p o r e  c o u n t ,  t h e  o u t e r m o s t  s q u a r e  o f  

e a c h  c o r n e r  o f  t h e  c h a m b e r  a n d  t h e  s q u a r e  l o c a t e d  i n  t h e  

e x a c t  c e n t e r  o f  t h e  c h a m b e r  w e r e  s e l e c t e d  f o r  u s e .  T h i s  

i n v o l v e d  a  t o t a l  o f  f i v e  s q u a r e s  e a c h  o f  w h i c h  w a s  f u r t h e r  

s u b d i v i d e d  i n t o  s i x t e e n  d i v i s i o n s  m a k i n g  a  g r a n d  t o t a l  o f  

e i g h t y  s q u a r e s .  R e p e a t e d  t r i a l  s p o r e  c o u n t s  w e r e  ma d e  u n t i l  

a n  a v e r a g e  w a s  m a i n t a i n e d .  T h e n  t h e  a c t u a l  s p o r e  c o u n t  w a s  

d e r i v e d  f o r  e a c h  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n .  F o l l o w i n g  t h i s  p r o 

c e d u r e ,  a s e r i e s  o f  m i c r o s p o r e  d i l u t i o n s  w a s  p r e p a r e d .

C . U - T u b e  E x p e r i m e n t s

U - t u b e s  w e r e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  i n  a n  a t t e m p t  t o  d e t e r 

m i n e  w h e t h e r  n u c l e a r  m i g r a t i o n  a n d  m y c e l i a  d i k a r y o t i c  f o r  

o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e s ,  c o u l d  o c c u r  i n  G e 1 a s  i n o s p o r a  c a l o s p o r a  

v a r . a u t o  s t e  i r  a .

Th e  u - t u b e s  w e r e  h e a t e d  i n  a n  o v e n  f o r  a p p r o x i m a t e l y  

t h r e e  h o u r s  a t  160° C a n d  t h e n  c o r n  m e a l  a g a r  w h i c h  h a d  b e e n  

p r e v i o u s l y  p r e p a r e d  a n d  h e l d  i n  t e s t  t u b e s  f o r  a f e w  d a y s ,
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w a s  r e m e l t e d  a n d  p o u r e d  i n t o  t h e  u - t u b e s  a n d  a l l o w e d  t o  s o l i d 

i f y .  F o l l o w i n g  i n o c u l a t i o n  o f  t h e  a r m s  o f  t h e  u - t u b e s  w i t h  

b l o c k s  o f  a g a r  c o n t a i n i n g  m y c e 1 i a , o r  w i t h  a  s u s p e n s i o n  o f  

t h e  m i c r o s p o r e s ,  t h e  u - t u b e s  w e r e  p l a c e d  i n s i d e  a l a r g e  d e s -  

s i c a t o r  c o n t a i n i n g  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r  i n  t h e  b o t t o m .

T h i s  s e r v e d  a s  a  m o i s t  c h a m b e r .  The  m o i s t  c h a m b e r  w a s  t h e n  

p l a c e d  i n s i d e  a 2 0 ° C  (+_1°C) i n c u b a t o r .  T h i s  p r o c e d u r e  w a s  

q u i t e  e f f e c t i v e  i n  p r e v e n t i n g  d r y i n g  o u t  o f  t h e  a g a r  m e d i u m  

i n  t h e  u - t u b e s .  E v e n  a f t e r  m o n t h s  o f  i n c u b a t i o n ,  t h e  u - t u b e s  

w e r e  s t i l l  f o u n d  t o  b e  f r e e  o f  a i r  s p a c e s .



SECTION I I I

RESULTS AND OBSERVATIONS

A . M i c r o s p o r e s

I .  S i z e  a n d  M o r p h o l o g y  

T h e  s i z e ,  m o r p h o l o g y  a n d  f o r m a t i o n  o f  s p e r m a t i u m - 1 i k e  

b o d i e s  o n  u n b r a n c h e d  a n d  d i c h o t o m o u s l y  b r a n c h e d  s p e r m a t i o p h o r e s  

a s  w e l l  a s  a  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  p r o t o p e r i t h e - 

c i a l  f u n d a m e n t s  b y  m a n y  s t r a i n s  o f  G e l a s  i n o s p o r  a  c a l o s p o r a  v a r . 

a u t o s t e  i r  a  (G.  a u t o s  t e  i r - a ) h a v e  b e e n  r e c e n t l y  d e s c r i b e d  b y  

T y l u t k i  ( 3 5 ) *  I t  w a s  a l s o  i n d i c a t e d  i n  t h a t  r e p o r t  t h a t  a 

p o s s i b l e  t r i c h o g y n e - s p e r m a t i u m  r e l a t i o n s h i p  e x i s t s  i n  t h i s  

f u n g u s .  I n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n ,  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  t h e  

p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  a u t h o r s  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  s i z e  a n d  m o r 

p h o l o g y  o f  t h e  s p e r m a t i u m - 1 i k e  b o d i e s ,  h a v e  b e e n  v e r i f i e d .

I n  a d d i t i o n ,  h o w e v e r ,  f a c t s  c o n c e r n i n g  t h e  f u n c t i o n  o f  t h e  

s p e r m a t i u m - 1 i k e  b o d i e s  a n d  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  n u c l e a r  m i g r a 

t i o n s  o c c u r r i n g  t h r o u g h  s o m a t i c  h y p h a e  h a v e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  

a n d  a r e  p r e s e n t e d .

I I . F u n c t i o n

An a t t e m p t  w a s  ma d e  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  s p e r m a -  

t i u m - l i k e  b o d i e s ,  w h i c h  h e n c e f o r t h  s h a l l  be  d e s i g n a t e d  a s  

m i c r o s p o r e s ,  o f  G e 1 a s  i n o  s p o r  a c a l o s p o r a  v a r .  a u t o s t e  i r  a (G.

15
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a u t o s t e I r a ) f u n c t i o n  a s  ma l e ,  s e x  c e l l s  ( s p e r m a t i a ) , a s  a s e x u a l  

c e l l s  ( m i c r o c o n i d i a ) e n d o w e d  w i t h  t h e  c a p a c i t y  t o  r e p r o d u c e  

t h e  o r g a n i s m ,  o r  a s  b o t h .  S i n c e  some i s o l a t e s  h a v e  b e e n  f o u n d  

t o  p r o d u c e  o n l y  p r o t o p e r i t h e e i a  o r  m i c r o s p o r e s  i n  c u l t u r e  

w h i l e  o t h e r s  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  b e  c o m p l e t e l y  c r o s s  s t e r i l e  

o r  w e a k l y  f e r t i l e  i n  c o m p a t i b l e  m a t i n g s ,  o n l y  t wo s t r a i n s  o f  

b o t h  m a t i n g  t y p e s  d e s i g n a t e d  a s  A a n d  B w e r e  s e l e c t e d  f o r  

s t u d y :

( 1 )  a  p r  o t o p e r  i t h e e  i a 1 , m i c r o s p o r e  p r o d u c i n g  " A” 

s t r a i n ,  "211+.  1 . 3 , "

( 2 )  a p r o t o p e r i t h e e i a 1 ,  m i c r o s p o r e  p r o d u c i n g  "B"  

s t r a i n ,  ” 2 2 7 . 3 . 7 , ,f

( 3 )  a n d  t wo  n o n - p r o t o p e r i t h e e i a l , m i c r o s p o r e  p r o d u c i n g  

TfB ” s t r a i n s ,  ” 2 lip.  1 . 1 , "  a n d  ” 1 0 6 . 1 . 1 + . ”

Th e  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  o r i g i n a l  s t r a i n s  f r o m  w h i c h

t h e s e  i s o l a t e s  w e r e  o b t a i n e d  a s  w e l l  a s  t h e  d e s i g n a t i o n  s y s t e m

e m p l o y e d  f o r  e a c h  o f  t h e  f o u r  i s o l a t e s ,  h a s  b e e n  p r e v i o u s l y

r e p o r t e d  b y  T y l u t k i  ( 35>) . I t  i s  a s  f o l l o w s :

E a c h  s e g r e g a n t  w a s  g i v e n  a n u m b e r  i n  t h r e e  s e c t i o n s ,  
0 0 0 . 0 0 . 0 .  Th e  f i r s t  s e c t i o n  [ 0 0 0 . ]  o f  t h e  n u m b e r  w a s  
t h e  n u m b e r  o f  t h e  p e r  i t h e c i u m  f r o m  w h i c h  t h e  a s c u s  wa s  
t a k e n ;  t h e  s e c o n d  s e c t i o n  [ . 0 0 . ]  w a s  t h e  n u m b e r  o f  t h e  
a s c u s ,  a n d  t h e  t h i r d  s e c t i o n  [ . 0 ]  w a s  t h e  s e q u e n t i a l  
n u m b e r  g i v e n  t o  t h e  s p o r e  a s  i t  w a s  r e m o v e d  i n  t h e  
s e r i a l  d i s s e c t i o n  o f  t h e  a s c u s .

a # R o l e  o f  M i c r o s p o r e s  i n  F e r t i l i z a t i o n

I n  a n  a t t e m p t  t o  d e t e r m i n e  t h e  p o s s i b l e  f u n t i o n  o f  t h e  

m i c r o s p o r e s  o f  G e l a s i n o s p o r a  c a l o s p o r a  v a r .  a u t o s t e  i r a  (G.
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a u t o s t e  i r  a ) i n  f e r t i l i z a t i o n ,  t h e  f o l l o w i n g  s e r i e s  o f  e x p e r i 

m e n t s  w a s  e m p l o y e d .

T h e  t wo  p e r i t h e c i a l ,  m i c r o s p o r e - p r o d u c i n g  s t r a i n s  w e r e  

g r o w n  s e p a r a t e l y  o n  2 0  m l .  o f  D i f c o  c o r n  m e a l  a g a r  i n  P e t r i  

d i s h  c u l t u r e s .  T h e s e  c u l t u r e s  w e r e  k e p t  a t  2 0 ° C ( _ r l ° C )  i n s i d e  

a  l a b o r a t o r y  i n c u b a t o r  u n d e r  c o n s t a n t  i l l u m i n a t i o n  f o r  a p p r o x 

i m a t e l y  e i g h t  d a y s .  Th e  t wo  m i c r o s p o r e - p r o d u c i n g  s t r a i n s  w e r e  

g r o w n  i n  t e s t  t u b e s  o n  c o r n  m e a l  a g a r  s l a n t s .  T h e s e  t e s t  t u b e  

c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  2 8 ° C  s i n c e  t h i s  h i g h e r  t e m p e r a t u r e  

w a s  f o u n d  t o  f a v o r  ma x i mu m m i c r o s p o r e  f o r m a t i o n .  T h e  f o r m a 

t i o n  o f  m i c r o s p o r e s  u s u a l l y  o c c u r r e d  w i t h i n  t w e n t y - f o u r  h o u r s  

f o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  a t  t h i s  p a r t i c u l a r  t e m p e r a t u r e .  H o w e v e r ,  

i n  o r d e r  t o  o b t a i n  a s u f f i c i e n t  q u a n t i t y  o f  t h e  m i c r o s p o r e s ,  

t h e  t e s t  t u b e  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  a t  l e a s t  t e n  d a y s .  

O b s e r v a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e s  a t  t h i s  t i m e  r e v e a l e d  t h e  f o r m a 

t i o n  o f  m i c r o s p o r o p h o r e s  q u i t e  a b u n d a n t l y  a t  t h e  u p p e r  e n d  

o f  t h e  a g a r  s l a n t s .  S o m e ,  h o w e v e r ,  w e r e  a l s o  f o u n d  s c a t t e r e d  

o v e r  t h e  e n t i r e  s l a n t .  An a q u e o u s  s u s p e n s i o n  o f  t h e  m i c r o 

s p o r e s  w a s  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  A m i c r o s c o p i c  c h e c k  

f o r  h y p h a l  f r a g m e n t s  w a s  ma d e  p r i o r  t o  u s i n g  t h e  s u s p e n s i o n  

f o r  s p e r m a t i z a t i o n . No s u c h  f r a g m e n t s  w e r e  e v e r  d e t e c t e d .

Wh e n  p r o t o p e r i t h e e i a  w e r e  p r o d u c e d  o n  t h e  p l a t e  c u l 

t u r e s  o f  c o r n  m e a l  a g a r ,  a n d  w e r e  e a s i l y  d i s c e r n i b l e  w i t h  t h e  

u n a i d e d  e y e ,  f o u r  s t e r i l e  g l a s s  r i n g s  w e r e  p l a c e d  o n  t h e  a g a r  

o v e r  t h e  a r e a s  w h e r e  p r o t o p e r i t h e e i a  h a d  b e e n  p r o d u c e d ,  a n d

0 . 2  m l .  o f  a n  a q u e o u s  s u s p e n s i o n  o f  m i c r o s p o r e s  o f  t h e
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o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e  w e r e  p l a c e d  i n  t wo  o f  t h e  g l a s s  r i n g s .

Th e  r e m a i n i n g  g l a s s  r i n g s  r e c e i v e d  0 . 2  m l .  o f  s t e r i l e  d i s 

t i l l e d  w a t e r  a n d  s e r v e d  a s  a c o n t r o l  i n  t h e  e x p e r i m e n t .  I n  

o r d e r  t o  m a i n t a i n  a c o n t r o l  a g a i n s t  p o s s i b l e  c a r r y o v e r  o f  

m y c e l i a l  f r a g m e n t s  i n  t h e  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n ,  o n e  o r  t wo  

m l .  o f  t h e  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n  w a s  p o u r e d  o v e r  s e v e r a l  

s t e r i l e  c o r n  m e a l  a g a r  p l a t e s .  A l l  c u l t u r e s  i n  P e t r i  p l a t e s  

w e r e  t h e n  r e t u r n e d  t o  t h e  2 0 ° C  i n c u b a t o r  a n d  k e p t  u n d e r  c o n 

s t a n t  i l l u m i n a t i o n .  W i t h i n  t w e n t y - f o u r  t o  t h i r t y - s i x  h o u r s  

f o l l o w i n g  t h i s  t r e a t m e n t ,  y o u n g  p e r  i t h e c i a  w e r e  p r o d u c e d  o v e r  

t h e  s m a l l  a r e a s  i n s i d e  t h e  r i n g s  w h e r e  d r o p s  o f  w a t e r  c a r r y i n g  

t h e  m i c r o s p o r e s  h a d  b e e n  p l a c e d ,  P l a t e  I I .  When  m a t u r e ,  t h e s e  

p e r i t h e c i a  c o n t a i n e d  a s c i  w i t h  m a t u r e  d a r k ,  p i t t e d  a s c o s p o r e s .  

No p e r i t h e c i a  w e r e  e v e r  p r o d u c e d  i n  t h o s e  r i n g s  w h i c h  h a d  r e 

c e i v e d  d r o p s  o f  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r .  T h i s  e x p e r i m e n t  h a s  

b e e n  s e t  u p  i n  r e p l i c a t e s  o f  t w e n t y  o r  m o r e  P e t r i  p l a t e s  a n d  

r e p e a t e d  n u m e r o u s  t i m e s .  I n  e v e r y  i n s t a n c e ,  i d e n t i c a l  r e s u l t s  

w e r e  o b t a i n e d .

The  s e v e r a l  c o r n  m e a l  a g a r  p l a t e s  w h i c h  h a d  r e c e i v e d  

o n e  o r  t wo m l .  o f  t h e  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n ,  r e m a i n e d  s t e r i l e  

i n d  i c a t  i n g :

( 1 )  l a c k  o f  a n y  v i a b l e  m y c e l i a l  f r a g m e n t s  i n  t h e  

m i c r o  s p o r e  s u s p e n s i o n ,

( 2 )  i n a b i l i t y  o f  m i c r o s p o r e s  t o  g e r m i n a t e  a n d  p r o d u c e  

v e g e t a t i v e  m y c e l i u m  o n  D i f c o  c o r n  m e a l  a g a r  a t  l e a s t  u n d e r  

t h e  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  e m p l o y e d .
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F i g u r e s  A-

F i g u r e  A.

F i g u r  e B .

F i g u r  e C .

F i g u r  e D .

PLATE I I

P e r i t h e c i a l  f o r m a t i o n  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  p l a c i n g  

o f  m i c r o s p o r e s  o f  o n e  m a t i n g  t y p e  o v e r  p r o t o p e r i -  
t h e c i a  o f  t h e  o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e .

P e r i t h e c i a  p r o d u c e d  i n  r i n g s  r e s u l t i n g  f r o m  t h e  

s p e r m a t i z a t i o n  o f  p r o t o p e r i t h e e i a  o f  s t r a i n  
2114- . 1 . 3  w i t h  a  s u s p e n s i o n  o f  m i c r o s p o r e s  o f  

s t r a i n  2 1 i | . l . l .  P e r i t h e c i a  f a i l e d  t o  d e v e l o p  
i n  t h e  c o n t r o l  r i n g s .

Same a s  i n  F i g u r e  A.

R e c i p r o c a l  c r o s s  b e t w e e n  t wo  h e r m a p h r o d i t i c  
s t r a i n s  i n  w h i c h  t h e  m i c r o s p o r e s  o f  s t r a i n  

2 l L | _ . 1 . 3  w e r e  p l a c e d  o n  t h e  p r o t o p e r  i t h e e  i a  o f  
s t r a i n  2 2 7 . 3 . 7 .

R e c i p r o c a l  c r o s s  b e t w e e n  t wo  h e r m a p h r o d i t i c  

s t r a i n s  i n  w h i c h  t h e  m i c r o s p o r e s  o f  s t r a i n  
2 2 7 . 3 . 7  w e r e  p l a c e d  o n  t h e  p r o t o p e r i t h e e i a  
o f  s t r a i n  2 1 1 j . . l , 3 .
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1.  R e c i p r o c a l  c r o s s

S i n c e  i t  w a s  d e s i r a b l e  t o  make  a r e c i p r o c a l  s p e r m a t  i> 

z a t i o n  c r o s s  b e t w e e n  t wo  s e  1 f -  s t e r  i l e  , b u t  c r o s s - f e r t i l e  

h e r m a p h r o d i t i c  s t r a i n s ,  a n  e x p e r i m e n t  w a s  c o n d u c t e d  i n  w h i c h  

t h e  m i c r o s p o r e s  o f  s t r a i n  2 l i t .  1 . 3  w e r e  e m p l o y e d  t o  a r t i f i 

c i a l l y  f e r t i l i z e  t h e  p r o t o p e r i t h e e i a  o f  s t r a i n  2 2 7 . 3 . 7  a n d  

t h e  m i c r o s p o r e s  o f  t h e  l a t t e r  s t r a i n  t o  f e r t i l i z e  t h e  p r o t o 

p e r  i t h e c i a  o f  t h e  f o r m e r .  W i t h i n  t h i r t y - s i x  h o u r s  p e r i t h e c i a  

w e r e  p r o d u c e d  i n  t h e  i m m e d i a t e  a r e a s  d e l i n e a t e d  b y  t h e  r i n g s  

w h e r e  t h e  d r o p s  o f  w a t e r  c o n t a i n i n g  t h e  m i c r o s p o r e s  h a d  b e e n  

p l a c e d ,  P l a t e  I I .  I n  r e l a t i o n  t o  t h e  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  

e x p e r i m e n t s  o n  s p e r m a t i z a t i o n  a s  w e l l  a s  t h e  r e c i p r o c a l  s p e r 

m a t  i z a t  i o n  j u s t  d e s c r i b e d ,  i t  w a s  n o t e d  t h a t  t h e  m i c r o s p o r e s  

n e v e r  p r o d u c e d  m y c e l i a  w h e n  a n  a q u e o u s  s u s p e n s i o n  o f  t h e  

m i c r o s p o r e s  w a s  p l a c e d  o n  D i f c o  c o r n  m e a l  a g a r .  The  m i c r o 

s p o r e s  s w e l l e d  t o  s e v e r a l  t i m e s  t h e i r  n o r m a l  v o l u m e  o n  a g a r  

a n d  some w e r e  e v e n  d e t e c t e d  p r o d u c i n g  e x t r e m e l y  l o n g  s l e n d e r  

g e r m  t u b e s .  H o w e v e r ,  a t  no  t i m e  w e r e  t h e s e  g e r m  t u b e s  f o u n d  

c a p a b l e  o f  r e p r o d u c i n g  t h e  o r g a n i s m  e v e n  a f t e r  s e v e r a l  w e e k s  

u n d e r  c u l t u r a l  c o n d i t i o n s  w h i c h  w e r e  a p p a r e n t l y  f a v o r a b l e  f o r  

m y c e l i a l  g r o w t h  o f  t h i s  o r g a n i s m .

I n  v i e w  o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  a t  t h i s  t i m e ,  i t  a p 

p e a r e d  c e r t a i n  t h a t  t h e  m i c r o s p o r e s  o f  G e 1 a s i n o s p o r a  c a l o s p o r a  

v a r .  a u t o s t e i r a  (G.  a u t o s t e  i r a ) f u n c t i o n e d  o n l y  i n  t h e  c a p a c i t y  

o f  s e x u a l  m a l e  p r o p a g a t i v e  c e l l s  a n d  t h e r e f o r e ,  t h e  m i c r o s p o r e s  

w e r e  d e s i g n a t e d  a s  s p e r m a t i a .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  l o c a l i z e d
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p e r i t h e c i a l  d e v e l o p m e n t  w i t h i n  t h e  r i n g s  w h e n  m i c r o s p o r e s  o f  

t h e  a p p r o p r i a t e  m a t i n g  t y p e  w e r e  p l a c e d  o n  t h e  p r o t o p e r i t h e -  

c i a l  a r e a s  o f  t h e  m y c e l i u m  t e n d s  t o  s u g g e s t  a  p o s s i b l e  t r i c h -  

o g y n e - s p e r m a t i u m  r e l a t i o n s h i p  e x i s t e n t  i n  t h i s  f u n g u s .

2 .  L o c a l i z e d  d e v e l o p m e n t  o f  p e r i t h e c i a .

Th e  l o c a l i z e d  d e v e l o p m e n t  o f  p e r i t h e c i a  h a s  b e e n  o b 

t a i n e d  i n  v a r i o u s  o t h e r  w a y s ,  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  m e t h o d  

p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  T h i s  i s  e v i d e n t  f r o m  t h e  r e s u l t s  o f  

t wo  e x p e r i m e n t s  now t o  be  d e s c r i b e d .

D r o p l e t s  ( 0 . 2  m l . )  o f  t h e  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n  o f  

s t r a i n  2 1 1 p . l . l  w a s  p l a c e d  i n s i d e  g l a s s  r i n g s  o n  y o u n g  c u l 

t u r e s  o f  s t r a i n  21 Lp. 1 . 3  w h e r e  t h e  m y c e l i u m  h a d  g r o w n  o u t  b u t  

w h e r e  no p r o t o p e r i t h e e i a  h a d  y e t  d e v e l o p e d .  As  s o o n  a s  p r o -  

t o p e r  i t h e c  i a  w e r e  p r o d u c e d  i n  t h e s e  a r e a s ,  t h e  p l a c i n g  o f  

m i c r o s p o r e s  o f  t h e  o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e  o n  t h e s e  s t r u c t u r e s  

r e s u l t e d  i n  t h e  l o c a l i z e d  d e v e l o p m e n t  o f  p e r i t h e c i a  i n s i d e  

t h e  g l a s s  r i n g s .  I n  a n o t h e r  s i m i l a r  e x p e r i m e n t ,  w h e n  m i c r o 

s p o r e s  o f  s t r a i n  2 l i p . 1 . 1 w e r e  p l a c e d  o n  o n e  s i d e  o f  s t e r i l e  

c o r n  m e a l  a g a r  p l a t e s ,  a n d  t h e  o p p o s i t e  s i d e s  o f  t h e  s t e r i l e  

p l a t e s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  s t r a i n  2 lip - 1 . 3 o n e  w e e k  l a t e r ,  

t h e  same l o c a l i z e d  d e v e l o p m e n t  o f  p e r i t h e c i a  o c c u r r e d  o n  t h e  

s i d e s  o f  t h e  p l a t e s  c o n t a i n i n g  t h e  m i c r o s p o r e s ,  b u t  o n l y  

a f t e r  t h e  m y c e l i u m  o f  s t r a i n  21 Ip - 1 . 3  h a d  g r o w n  o v e r  t h e  

m i c r o s p o r e s  a n d  p r o d u c e d  p r o t o p e r  i t h e c  i a  i n  t h e  a r e a s .  T h i s  

s u g g e s t s  t h a t  t h e  m i c r o s p o r e s  r e m a i n  v i a b l e  a n d  t h a t  t h e y



23

f u n c t i o n  a s  s e x u a l  f e r t i l i z i n g  a g e n t s  a s  s o o n  a s  t h e  f e m a l e  

s e x u a l  s t r u c t u r e s  d e v e l o p .

3 .  S p e r m a t i z a t i o n  e x p e r i m e n t s  i n v o l v i n g  d e f i n i t e  n u m b e r  o f  

s p o r e  s ,

I n  a n  a t t e m p t  t o  o b t a i n  a d d i t i o n a l  d a t a  w h i c h  m i g h t  

o f f e r  f u r t h e r  e v i d e n c e  o f  a p o s s i b l e  t r i c h o g y n e - s p e r m a t i u m  

r e l a t i o n s h i p ,  a  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  i n v o l v i n g  

o v e r  s i x t y - f i v e  p l a t e  c u l t u r e s  o f  e i t h e r  s t r a i n  21 L|_ - 1 . 3  o r  

s t r a i n  1 1 3 . 1 . 1 .  I n  t h i s  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s ,  t h e  a p p r o x i 

m a t e  n u m b e r  o f  m i c r o s p o r e s  o f  s t r a i n s  21 Ip. 1 . 1 o r  1 0 6 . 1 . ip t o  

b e  p l a c e d  i n s i d e  g l a s s  r i n g s  o n  c u l t u r e s  o f  t h e  o p p o s i t e  m a t i n g  

t y p e ,  w a s  d e t e r m i n e d .  Th e  p l a t e  c u l t u r e s  o f  s t r a i n  2 lip - 1 - 3 

w e r e  i n c u b a t e d  f o r  a p p r o x i m a t e l y  e i g h t  d a y s  a t  2 0 ° C ( + ° C )  u n d e r  

c o n s t a n t  i l l u m i n a t i o n .  The  m i c r o s p o r e - p r o d u c i n g  s t r a i n s ,  

2 I l p . l . I ,  a n d  1 0 6 .  1 . 4  > w e r e  g r o w n  i n  t e s t  t u b e s  o n  c o r n  m e a l  

a g a r  s l a n t s  a t  a p p r o x i m a t e l y  2 8 ° C  f o r  t e n  d a y s .  M i c r o s p o r e  

s u s p e n s i o n s  w e r e  t h e n  p r e p a r e d  a n d  m i c r o s p o r e  c o u n t s  made  b y  

u s e  o f  a H o w a r d  C o r p u s c l e  c o u n t i n g  c h a m b e r  a s  d e s c r i b e d  i n  

S e c t i o n  I I .  The  s e r i a l ,  t w o - f o l d  t u b e  d i l u t i o n  t e c h n i q u e ,  

w a s  u s e d  t o  p r e p a r e  t h e  s e r i e s  o f  m i c r o s p o r e  d i l u t i o n s  i n  

b o t h  e x p e r i m e n t s ,  T a b l e s  I a n d  I I .

Two s t e r i l e  g l a s s  r i n g s  w e r e  p l a c e d  o n  t h e  a g a r  o v e r  

g r o u p s  o f  p r o t o p e r i t h e c i a  a n d  0 . Ip m l .  o f  t h e  m i c r o s p o r e  s u s 

p e n s i o n  o f  t h e  o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e  w a s  p l a c e d  i n  e a c h  o f  t h e  

r i n g s .  W i t h  o n e  e x c e p t i o n ,  r e p l i c a s  o f  f o u r  p e t r i  d i s h e s  w e r e  

s e t  up f o r  e a c h  o f  t h e  m i c r o s p o r e  d i l u t i o n s  e m p l o y e d .  I n  t h e
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TABLE I

EFFECT OF MICROSPORE CONCENTRATION OF STRAIN 1 0 6 .  1.1+ 
ON PERI THECI AL PRODUCTION OF STRAIN 1 1 3 . 1 . 1

T o t a l

0

Nu mb e r

8

o f  M i c r o s p o r e s  

80  8 0 0

u s e d  t o  

8 , 0 0 0

S p e r m a t i  ze  + 

8 0 , 0 0 0

P l a t e  N o . 
1 10 2 2 8

2 - - - 2 - 23

3 - - - - -

u - - - - -

-  = no  p e r i t h e c i a  p r e s e n t
■>:- -  no  c u l t u r e  s p e r m a t  i z e d
+ = a m o u n t  o f  l i q u i d  u s e d  t o  s p e r m a t  i z e  ( O . i + c c . )

Me d i u m = D i f c o  c o r n  m e a l  a g a r
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TABLE I I

EFFECT OF MICROSPORE CONCENTRATION OF STRAIN 211*. 1 . 1  
ON PERI THECI AL DEVELOPMENT OF STRAIN 212*. 1 . 3

I
T o t a l  Nu mb e r  o f  M i c r o s p o r e s  u s e d  t o  S p e r m a t i z e + 

0 2 12 120 1,200 12,000 120,000

P 1 a t e  N o .

1 - - 2 - 1 1 66

2 - - - - - 9 12*5

3 - - - - - 16 103

k - - - - - 2 1

5 - - - - - 1 3

6 _ _ _ — h 16

= no  p e r i t h e c i a  p r e s e n t  
+- = a m o u n t  o f  l i q u i d  u s e d  t o  s p e r m a t i z e  ( 0 , 2 c c . )
M e d i u m  = D i f c o  c o r n  m e a l  a g a r
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o n e  e x c e p t i o n ,  o n l y  t wo  p l a t e s  w e r e  s p e r m a t  i z e d  a t  t h i s  p a r 

t i c u l a r  m i c r o s p o r e  d i l u t i o n  r a t h e r ,  t h a n  f o u r ,  T a b l e  I .

I n  a l a t e r  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s ,  0 . 2  m l .  o f  m i c r o s p o r e  

s u s p e n s i o n  o f  t h e  o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e  w a s  p l a c e d  i n  e a c h  o f  

t h e  r i n g s .  E a c h  p l a t e  w a s  s e t  u p  i n  r e p l i c a s  o f  s i x  f o r  e a c h  

m i c r o s p o r e  d i l u t i o n  u s e d ,  T a b l e  I I .

I n  b o t h  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  c o n d u c t e d ,  t h e  c u s t o m a r y  

c o n t r o l s  w e r e  m a i n t a i n e d .  A l l  p l a t e s  w e r e  a l l o w e d  t o  i n c u b a t e  

a t  2 0 ° C ( j - ° C )  u n d e r  c o n s t a n t  i l l u m i n a t i o n  f o r  t h i r t y  h o u r s  a f t e r  

w h i c h  t i m e  t h e  p l a t e s  w e r e  e x a m i n e d .  R e f e r e n c e  t o  T a b l e s  I a n d  

I I  d i s c l o s e s  t h a t  P e t r i  p l a t e s  c o n t a i n i n g  g l a s s  r i n g s  w h i c h  

r e c e i v e d  a p p r o x i m a t e l y  e i g h t y  m i c r o s p o r e s  o r  f e w e r  f a i l e d  t o  

p r o d u c e  p e r i t h e c i a .  L i k e w i s e  p e r i t h e c i a l  p r o d u c t i o n  was  e x 

t r e m e l y  p o o r  e v e n  t h o u g h  m i c r o s p o r e  c o n c e n t r a t i o n  a d d e d  t o  

t h e  r i n g s  w a s  a s  h i g h  a s  e i g h t  t h o u s a n d .  Good p r o d u c t i o n  o f  

p e r i t h e c i a  w a s  e v i d e n t ,  h o w e v e r ,  w h e n  t h e  q u a n t i t y  o f  m i c r o 

s p o r e s  n u m b e r e d  a p p r o x i m a t e l y  e i g h t y  t h o u s a n d  and  a b o v e ,

T a b 1e s I a n d  I I .

On t h e  b a s i s  o f  t h e s e  r e s u l t s ,  i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  

t h e  q u a n t i t y  o f  m i c r o s p o r e s  p l a c e d  i n s i d e  t h e  g l a s s  r i n g s  

e x e r t s  a d i r e c t  i n f l u e n c e  o n  t h e  n u m b e r  o f  p e r i t h e c i a  e v e n 

t u a l l y  p r o d u c e d .  A l t h o u g h  t h e  q u a n t i t y  o f  p e r i t h e c i a  f o r m e d  

i n  e a c h  r i n g  d e p e n d s  t o  a l a r g e  m e a s u r e  o n  t h e  n u m b e r  o f  p r o -  

t o p e r i t h e c i a  l o c a t e d  i n  t h a t  a r e a ,  i t  d o e s  n o t  n e c e s s a r i l y  

h o l d  t r u e  t h a t  e v e r y  p r o t o p e r i t h e e i a  1 f u n d a m e n t  w i t h i n  t h e  

r i n g  w i l l  d e v e l o p  i n t o  a m a t u r e  p e r i t h e c i u m .  R a t h e r ,  i t  i s
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b e l i e v e d  t h a t  o n l y  t h o s e  p r o t o p e r i t h e e i a  1 b o d i e s ,  w h o s e  t r i c h -  

o g y n o u s  e x t e n s i o n s  h a v e  come  i n  d i r e c t  c o n t a c t  w i t h  o n e  o r  

m o r e  m i c r o s p o r e s  o f  t h e  o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e ,  a r e  c a p a b l e  o f  

b e i n g  f e r t i l i z e d  a n d  d e v e l o p i n g  i n t o  m a t u r e  p e r i t h e c i a .  The  

d i l u t i o n  e x p e r i m e n t  d a t a  a p p e a r  t o  i n d i c a t e  t h a t  a  g r e a t  q u a n 

t i t y  o f  m a l e  s e x u a l  c e l l s  m u s t  b e  a d d e d  t o  t h e  r i n g s  i n  o r d e r  

t o  i n s u r e  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  some c o m i n g  i n t o  c o n t a c t  w i t h  

t h e  t r i c h o g y n e s .  A p p a r e n t l y  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  m i c r o s p o r e s  

f a i l  t o  ma k e  c o n t a c t  a n d  l i e  d o r m a n t  o n  t h e  m y c e l i u m  o r  a t  

t h e  b a s e  o f  m a n y  p r o t o p e r i t h e e i a . B a c k u s  ( ? )  a n d  o t h e r  i n 

v e s t i g a t o r s  h a v e  s h o w n  t h a t  m i c r o s p o r e s  o f  N e u r o s p o r a  s i t o -  

p h  i 1 a  w h i c h  n o r m a l l y  a r e  c a p a b l e  o f  g e r m i n a t i n g  a n d  p r o d u c i n g  

m y c e l i a l  g r o w t h  o n  s t e r i l e  a g a r ,  a r e  i n c a p a b l e  o f  g e r m i n a t i o n  

w h e n  p l a c e d  I n  a n  a r e a  a l r e a d y  o c c u p i e d  b y  m y c e l i u m ,  

b . R o l e  o f  M i c r o s p o r e s  i n  A s e x u a l  R e p r o d u c t i o n

C u l t u r a l  s t u d i e s  h a v e  b e e n  c o n d u c t e d  t o  d e t e r m i n e  

w h e t h e r  m i c r o s p o r e s  w e r e  c a p a b l e  o f  g e r m i n a t i n g  a n d  p r o d u c i n g  

m y c e l i a l  g r o w t h  o n  c o r n  m e a l  a g a r .  One m l .  o f  a n  a q u e o u s  

s u s p e n s i o n  o f  m i c r o s p o r e s  o f  s t r a i n  2 l i p. 1 . 1 w a s  p l a c e d  i n s i d e  

s t e r i l e  g l a s s  r i n g s  o n  s t e r i l e  c o r n  m e a l  a g a r  p l a t e s .  F o l l o w 

i n g  t h i s  t r e a t m e n t  t h e  s t e r i l e  P e t r i  p l a t e s  w e r e  p l a c e d  i n  

t r i p l i c a t e  i n s i d e  i n c u b a t o r s  a n d  c u l t u r e d  a t  12 ,  16 ,  2 0 ,  Z\ \ ,

2 8  a n d  3 0 ° C .  W i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  P e t r i  d i s h e s  c u l t u r e d  a t  

2 0 ° C ,  l i g h t  w a s  n o t  c o n s t a n t  i n  t h i s  e x p e r i m e n t .  The  c u s t o m 

a r y  c o n t r o l  w a s  m a i n t a i n e d  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  b y  s p e r m a t i z i n g
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p r o t o p e r i t h e e i a  c o n t a i n e d  i n s i d e  g l a s s  r i n g s  o n  e i g h t - d a y - o I d  

c u l t u r e s  o f  s t r a i n  2 1 1 ; . 1 . 3 .

Th e  P e t r i  d i s h  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  t wo w e e k s  

a n d  t h e n  e x a m i n e d .  M i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  r e v e a l e d  t h e  

c o m p l e t e  l a c k  o f  m y c e l i a l  g r o w t h  o n  a n y  o f  t h e  P e t r i  d i s h  

c u l t u r e s  a t  t h e  v a r i o u s  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e s .  M i c r o s c o p i c  

e x a m i n a t i o n  u n d e r  h i g h  p o w e r  r e v e a l e d  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  

m i c r o s p o r e s  f a i l e d  t o  g e r m i n a t e .  H o w e v e r ,  some h a d  p r o d u c e d  

s h o r t  g e r m  t u b e s .

M a t u r e  p e r i t h e c i a  c o n t a i n i n g  t y p i c a l  a s c o s p o r e s  w e r e  

. p r o d u c e d  o n  t h e  c o n t r o l  p l a t e s .

A f u r t h e r  a t t e m p t  w a s  ma d e  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  

m i c r o s p o r e s  o f  G e I a s i  n o  s p o r a  c a l o s p o r a  v a r .  a u t o s t e  i r  a (G.  

a u t o  s t e  i r  a ) f u n c t i o n e d  o n l y  a s  m a l e  c e l l s  i n  f e r t i l i z a t i o n ,  

o r  w h e t h e r  t h e y  c o u l d  b e  i n d u c e d  t o  f u n c t i o n  a s  m i c r o c o n i d i a  

u n d e r  c e r t a i n  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s .

A c c o r d i n g l y  a  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  w a s  s e t  up  i n 

v o l v i n g  o v e r  s e v e n t y - f i v e  E r l e n m e y e r  f l a s k s  c o n t a i n i n g  f r o m  

5  ml  . t o  a s  mu c h  a s  IpO m l .  o f  c o r n  m e a l  b r o t h  p e r  f l a s k .

E a c h  f l a s k  r e c e i v e d  5 n i l .  o f  w a t e r  s u s p e n s i o n  c o n t a i n i n g  

m i c r o s p o r e s  o f  o n e  o f  t h e  t h r e e  s t r a i n s  21 l_p. 1 . 1 ,  2 11;. 1 . 3 , 

a n d  2 2 7 . 3 . 7 .  T h e  f l a s k s  c o n t a i n i n g  c o r n  m e a l  b r o t h  w e r e  

p l a c e d  e i t h e r  o n  a  h o r i z o n t a l  s h a k e r  o r  o n  a s h e l f  l o c a t e d  

i n  a  c o n s t a n t  t e m p e r a t u r e  r o o m .  To m a i n t a i n  a  c o n t r o l  i n  

t h i s  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s ,  i n  o r d e r  t o  i l l u s t r a t e  t h a t  t h e  

m i c r o s p o r e s  u s e d  w e r e  v i a b l e  i n  f u n c t i o n i n g  a s  s p e r m a t i z i n g



29

c e l l s  a n d  i n c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  m y c e l i a l  g r o w t h  o n  c o r n  m e a l  

a g a r ,  2  m l ,  o f  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n  w a s  p o u r e d  o n t o  s e v e r a l  

c o r n  m e a l  a g a r  p l a t e s .  A l s o  p r o t o p e r i t h e e i a  o f  e i g h t  d a y  o l d  

c u l t u r e s  o f  s t r a i n  211;. 1 . 3  c o n t a i n e d  w i t h i n g  g l a s s  r i n g s  w e r e  

s p e r m a t i z e d  w i t h  0 . 2  m l .  o f  e i t h e r  s t r a i n  2 1 1 ; . 1 . 1  o r  2 2 7 . 3 . 7 .

A l l  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  2 0 ° C ( + 1 ° C )  f o r  a t  l e a s t  

e i g h t  d a y s  o r  l o n g e r .

W i t h i n  t h i r t y - s i x  h o u r s  a f t e r  t h e  s h a k e  f l a s k s  c o n t a i n 

i n g  c o r n  m e a l  b r o t h  w e r e  i n o c u l a t e d ,  h y p h a l  s t r a n d s  a p p e a r e d  

i n  t h e  f l a s k s  a n d  w e r e  e a s i l y  d i s c e r n i b l e  b y  t h e  u n a i d e d  e y e .

When  t wo  m y c e l i a  o f  o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e  o b t a i n e d  f r o m  

s h a k e  c u l t u r e  f l a s k s  o r i g i n a l l y  s o we d  w i t h  m i c r o s p o r e s  o f  

s t r a i n s  2 1 1 ; . 1 . 1  a n d  211 ;. 1 . 3 ,  w e r e  p l a n t e d  t o g e t h e r  i n  P e t r i  

d i s h e s  c o n t a i n i n g  c o r n  m e a l  a g a r  a n d  i n c u b a t e d  a t  20°C( j _ l °C)  

p e r i t h e c i a  c o n t a i n i n g  t y p i c a l  a s c o s p o r e s  w e r e  e v e n t u a l l y  p r o 

d u c e d .  An a d d i t i o n a l  m a t i n g  o f  m y c e l i a ,  o b t a i n e d  f r o m  f l a s k s  

o r i g i n a l l y  s o w e d  w i t h  m i c r o s p o r e s  o f  s t r a i n s  211;. 1 . 1  a n d  

2 2 7 . 3 . 7 ,  w a s  m a d e .  No p e r i t h e c i a  w e r e  p r o d u c e d  i n  t h i s  m a t i n g .  

H o w e v e r ,  t h i s  w a s  t o  b e  e x p e c t e d  s i n c e  t h e s e  t wo  s t r a i n s  w e r e  

o f  t h e  s a me  m a t i n g  t y p e ,  n a m e l y  nA . " On t h e  b a s i s  o f  t h e  

r e s u l t s  o b t a i n e d  i t  a p p e a r s  c e r t a i n  t h a t  t h e  h y p h a l  s t r a n d s  

a n d  m y c e l i a  p r o d u c e d  i n  t h e  s h a k e  c u l t u r e  f l a s k s  a r e  t h o s e  

b e l o n g i n g  t o  G e 1 a s  i n o s p o r a  c a l o s p o r a  v a r .  a u t o s  t e  i r  a (G.  

a u t o s t e  i r a ) . The  s t a t i o n a r y  c o r n  m e a l  b r o t h  f l a s k s ,  w h i c h  

w e r e  l i k e w i s e  i n o c u l a t e d  w i t h ■m i c r o s p o r e s  f r o m  o n e  o f  t h e  

t h r e e  s t r a i n s  u s e d ,  a l s o  p r o d u c e d  h y p h a l  s t r a n d s  a n d  m y c e l i a l
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g r o w t h  i n s i d e  t h e  f l a s k s  b u t  o n l y  a f t e r  a n  i n c u b a t i o n  p e r i o d  

o f  a p p r o x i m a t e l y  f o r t y - e i g h t  h o u r s  o r  l o n g e r .  T h e r e f o r e ,  i t  

w o u l d  a p p e a r  t h a t  some o t h e r  f a c t o r  o r  a  c o m b i n a t i o n  o f  s e v 

e r a l  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  o t h e r  t h a n  a e r a t i o n  o r  o x y g e n  may 

p l a y  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  i n f l u e n c i n g  t h e  g e r m i n a t i o n  o f  t h e  

m i c r o s p o r e s .  T h o s e  c o n t r o l  p l a t e s  w h i c h  r e c e i v e d  2 m l ,  o f  

t h e  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n  r e m a i n e d  s t e r i l e .  The  c o n t r o l  

p l a t e s  o f  s t r a i n  2 1 1 p . l . 3  w h i c h  w e r e  s p e r m a t  i z e d  p r o d u c e d  

t y p i c a l  p e r i t h e c i a  w i t h i n  t h e  r i n g s .

Th e  f a c t  t h a t  m i c r o s p o r e s  w h e n  p l a n t e d  i n  c o r n  m e a l  

b r o t h  r e s u l t e d  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  h y p h a l  s t r a n d s  a n d  my

c e l i a  b e l o n g i n g  t o  G e l a s  i n o s p o r a  c a l o s p o r a  v a r .  a u t o s t e  i r a  

( G.  a u t o s t e  i r a ) ,  p r e s e n t s  s t r o n g  e v i d e n c e  t h a t  t h e  m i c r o s p o r e s  

o f  t h i s  o r g a n i s m  do f u n c t i o n  a s  m i c r o c o n i d i a  a n d  a r e  c a p a b l e  

o f  r e p r o d u c i n g  t h e  o r g a n i s m  a s  t o  t h o s e  p r o d u c e d  b y  N e u r o  s p o r  a 

s p . a n d  o t h e r  a s c o m y c e t e s ,  p r o v i d i n g  c u l t u r a l  c o n d i t i o n s  a r e  

s u  i t a b l e .

S i n c e  t h e  e v i d e n c e  s u b m i t t e d  i s  a d m i t t e d l y  c i r c u m s t a n 

t i a l ,  a t t e m p t s  w e r e  ma de  t o  f u r t h e r  s u b s t a n t i a t e  t h i s  c o n c l u 

s i o n .  G e r m i n a t i n g  m i c r o s p o r e s  w i t h  t h e  s p o r e  w a l l  s t i l l  

a t t a c h e d  w e r e  r e t r i e v e d  f r o m  b r o t h  s h a k e r  f l a s k s  a n d  p l a c e d  

o n  s t e r i l e  c o r n  m e a l  a g a r .  The  m i c o r s p o r e s  c o n t i n u e d  t o  

d e v e l o p  l o n g  g e r m  t u b e s  f o r  a s h o r t  t i m e  a n d  t h e n  c e a s e d  

d e v e l o p m e n t , H o w e v e r , n o n e  o f  t h e  g e r m  t u b e s  w e r e  o b s e r v e d  

p r o d u c i n g  s i d e  b r a n c h e s .  I n  o v e r  t wo  t h o u s a n d  s l i d e  p r e p a r a 

t i o n s  Qp m i c r o s p o r e s  s e e d e d  i n  l i g u i d  c u l t u r e ,  a g e r m i n a t i n g
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m i c r o s p o r e  p o s s e s s i n g  a  s i n g l e  s i d e  b r a n c h  h a s  n e v e r  b e e n  

o b s e r v e d .  M i c r o s p o r e s  p l a n t e d  o n  m o i s t e n e d  a g a r  f a i l e d  t o  

p r o d u c e  m y c e l i a l  g r o w t h .  F u r t h e r m o r e  t h e  n u m b e r  o f  m i c r o 

s p o r e s  a c t u a l l y  f o u n d  g e r m i n a t i n g  a n d  p r o d u c i n g  g e r m  t u b e s  

w a s  r e l a t i v e l y  s m a l l  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  h u n d r e d s  o f  t h o u 

s a n d s  w h i c h  r e m a i n e d  d o r m a n t .  T e x t  f i g u r e  2 i l l u s t r a t e s  a 

s e r i e s  o f  s t a g e s  o f  g e r m i n a t i n g  m i c r o s p o r e s .  Some m i c r o 

s p o r e s  w h i c h  c o m m e n c e d  t o  p r o d u c e  g e r m  t u b e s  o n  s o l i d  a g a r  

w e r e  p l a c e d  i n t o  l i q u i d  s h a k e  c u l t u r e  f l a s k s .  T h e s e  f l a s k s  

f a i l e d  t o  s h o w a n y  e v i d e n c e  o f  m y c e l i a l  g r o w t h .

H a n g i n g  d r o p  p r e p a r a t i o n s  o f  t h e  m i c r o s p o r e s  w e r e  a l s o  

s e t  up a n d  k e p t  i n s i d e  P e t r i  d i s h e s  c o n t a i n i n g  m o i s t e n e d  

f i l t e r  p a p e r .  Some o f  t h e  m i c r o s p o r e s  p r o d u c e d  g e r m  t u b e s  

b u t  f a i l e d  t o  d e v e l o p  f u r t h e r .  I t  i s  o f  e x t r e m e  i m p o r t a n c e  

t o  r e i t e r a t e  t h a t  a n  e x t r e m e l y  s m a l l  p r o p o r t i o n  o f  t h e  t o t a l  

q u a n t i t y  o f  m i c r o s p o r e s  a c t u a l l y  p r o d u c e  g e r m  t u b e s  e i t h e r  

o n  s o l i d  o r  i n  l i q u i d  m e d i u m .  I n  v i e w  o f  t h i s  f a c t ,  t h e  

p o t e n t i a l  p o s s i b i l i t y  o f  d i s c o v e r i n g  a g e r m i n a t i n g  m i c r o s p o r e  

w i t h  a  s i n g l e  s i d e  b r a n c h  w o u l d  b e  e x t r e m e l y  s m a l l .  P e r h a p s  

o n e  w o u l d  e v e n  h a v e  t o  p r e p a r e  a  h u n d r e d  t h o u s a n d  s l i d e s  

r a t h e r  t h a n  t wo  t h o u s a n d  t o  c a t c h  t h i s  p a r t i c u l a r  s t a g e  o f

m i c r o s p o r e  g e r m i n a t i o n .

D o d g e  ( 1 1 )  h a s  p o i n t e d  o u t  t h a t  a n y  s p o r e ,  i f  c a p a b l e  

o f  p r o d u c i n g  a g e r m  t u b e  s h o u l d  a l s o  b e  p o t e n t i a l l y  c a p a b l e  

o f  p r o d u c i n g  v e g e t a t i v e  m y c e l i u m  u n d e r  c e r t a i n  c u l t u r a l  c o n -  

d i t  i o n s .
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T e x t  F i g u r e  2 .  V a r i o u s  S t a g e s  o f  S u c c e s s i v e  M i c r o s p o r e
G e r m i n a t i o n  o n  S o l i d  A g a r  a s  d r a w n  b y  
C a m e r a  L u c i d a .  c a ,  x 1 0 0 0 .
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I t  a p p e a r s  s t r a n g e  t h a t  t h e  m i c r o s p o r e s  o f  G e l a s i n o -  

s P Q r a  c a l o s p o r  a  v a r ,  a u t o s t e i r a  (G.  a u t o s t e  i r a ) , some o f  w h i c h  

a r e  c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  l o n g  u n b r a n c h e d  g e r m  t u b e s ,  a r e  u n 

a b l e  t o  p r o d u c e  m y c e l i a l  g r o w t h  o n  a g a r .  P e r h a p s  some c r i t 

i c a l  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r  i s  n o t  s u p p l i e d  t o  t h e  m i c r o s p o r e s  

o n  a g a r .

Wh e n  t h e  m i c r o s p o r e s  a r e  p l a c e d  i n  c o r n  m e a l  b r o t h  i n  

s h a k e  a n d  s t a t i o n a r y  c u l t u r e ,  a f e w  g e r m i n a t e  a n d  p r o d u c e  my

c e l i a  r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h e  a p p r o p r i a t e  m a t i n g  t y p e  i n  e a c h  

f l a s k .  T h e r e f o r e ,  i t  a p p e a r s  c e r t a i n ,  a l t h o u g h  a d m i t t e d l y  

c i r c u m s t a n t i a l ,  t h a t  t h e  m i c r o s p o r e s  o f  t h i s  f u n g u s  a r e  c a p 

a b l e ,  a t  l e a s t  u n d e r  c e r t a i n  c u l t u r a l  c o n d i t i o n s ,  o f  f u n c t i o n 

i n g  a s  m i c r o c o n i d i a . P e r h a p s  a n  i n h i b i t o r  ma y  b e  p r e s e n t  i n  

t h e  a g a r  a n d  n o t  i n  t h e  c o r n  m e a l  b r o t h .  T h i s  i n t e r e s t i n g  

p r o b l e m  s h o u l d  b e  i n v e s t i g a t e d  f u r t h e r .

B . M i g r a t i n g  N u c l e i

S e x u a l  r e p r o d u c t i o n  i n  G e 1 a s  i n o s p o r a  c a l o s p o r  a v a r .  

a u t o s t e  i r a  ( G.  a u t o s t e  i r a ) i n v o l v e s  a t  l e a s t  t wo  t y p e s  o f  r e 

a c t i o n s ,  n a m e l y  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p r o t o p e r i t h e e i a  a n d  f u s i o n  

o f  n u c l e i  o f  o p p o s i t e  m a t i n g  — t y p e  i n  t h e  d e v e l o p i n g  ai>c i .

F u r t h e r m o r e ,  t h e  p r e l i m i n a r y  s t e p  l e a d i n g  t o  s e x u a l  

r e p r o d u c t i o n  d e p e n d s  u p o n  a n  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m y c e l i a  o f  

o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e  r e s u l t i n g  i n  p l a s m o g a m y .  A t r i c h o g y n e  

m i c r o c o n i d i a l  r e l a t i o n s h i p  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  a s  t h e  m e c h a n i s m  

w h e r e b y  p l a s m o g a m y  i s  i n i t i a t e d  i n  t h i s  f u n g u s .
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W i t h  t h i s  p a r t i c u l a r  h y p o t h e s i s  i n  m i n d ,  a n  a t t e m p t  

w a s  m a d e  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  s o m a t i c  h e t e r -  

o k a r y o n s  i n v o l v i n g  n u c l e i  o f  o p p o s i t e  m a t i n g - t y p e s  c o u l d  be  

p r o d u c e d  i n  t h i s  f u n g u s .  I f  s e x u a l  r e p r o d u c t i o n  i s  t o  o c c u r  

i n  t h i s  f u n g u s  o n l y  t h r o u g h  t h e  a g e n c y  o f  a t r i c h o g y n e - m i c r o -  

c o n i d i a l  r e l a t i o n s h i p ,  a n d  n o t  b y  s o m a t o g a m y ,  t h e n  i t  s h o u l d  

n o t  b e  p o s s i b l e  t o  i s o l a t e  d i c a r y o t i c  m y c e l i a  c o m p r i s i n g  

n u c l e i  o f  b o t h  m a t i n g - t y p e s .

Th e  e x p e r i m e n t s  t o  b e  d e s c r i b e d  w e r e  made  t o  d e t e r m i n e  

w h e t h e r  c o m p a t i b l e  n u c l e i  c o u l d  m i g r a t e  f r o m  h y p h a e  o f  o n e  

m a t i n g  t y p e  t o  t h o s e  o f  a n o t h e r  g i v i n g  r i s e  t o  d i c a r y o t i c  

myc  e 1 i a .

A n u m b e r  o f  u - t u b e  e x p e r i m e n t s  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  

w h i c h  t wo  p e r c e n t  c o r n  m e a l  a g a r  w a s  c a r e f u l l y  p o u r e d  t o  f i l l  

t h e  m e d i u m  c r o s s  a r m  a n d  o n e - q u a r t e r  o f  b o t h  u p r i g h t  a r m s  o f  

e a c h  u - t u b e .

A l l  u - t u b e s  w e r e  t r e a t e d  i n  s u c h  a m a n n e r  t h a t  b o t h  

a r m s  o f  e a c h  u - t u b e  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  m y c e l i u m  o f  e i t h e r  

t h e  p r o t o p e r  i t h e e  i a l  s t r a i n  211; .  1 . 3  o r  t h e  m i c r o s p o r e  p r o d u c 

i n g  s t r a i n  211; .  1 . 1 .  T h i r t y - f i v e  s u c h  u - t u b e  c u l t u r e s  w e r e  

p r e p a r e d  a n d  p l a c e d  i n s i d e  a  m o i s t  c h a m b e r  w h i c h  w a s  p l a c e d  

i n s i d e  a  2 0 ° C ( ± 1 ° C } i n c u b a t o r .  Some o f  t h e s e  u - t u b e s  w e r e  

k e p t  u n d e r  o b s e r v a t i o n  f o r  a s  l o n g  a s  t h r e e  m o n t h s .

A f e w  d a y s  a f t e r  t h e  i n o c u l a t i o n s  w e r e  ma de  i n  t h e  

a r m s  o f  t h e  u - t u b e s ,  t h e  h y p h a e  f r o m  t h e  o p p o s i t e  a r m s  w e r e  

o b s e r v e d  t o  g r o w  down t h e  a r m s  a n d  a p p e a r e d  t o  m e e t  s o m e w h e r e
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i n  t h e  m i d d l e  b a n d  o f  e a c h  u - t u b e .  O b s e r v a t i o n  o f  t h e  u - t u b e s  

b y  a i d  o f  a  d i s s e c t i n g  b i n o c u l a r  m i c r o s c o p e  u s u a l l y  r e v e a l e d  

t h e  o c c u r r e n c e  o f  some  i n t e r m i n g l i n g  o f  h y p h a e  p r e s u m a b l y  o f  

o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e s ,  P l a t e  1 1 1 ,  f i g u r e  A A .

W i t h  b u t  a s i n g l e  e x c e p t i o n ,  no  p e r i t h e c i a  w e r e  p r o 

d u c e d  i n  a n y  o f  t h e  u - t u b e s  w h e r e  t h e  h y p h a e  c o m i n g  f r o m  

o p p o s i t e  a r m s  o f  t h e  u - t u b e s  h a d  a p p e a r e d  t o  ma ke  c o n t a c t .

I t  i s  d i f f i c u l t  a t  t h i s  t i m e  t o  o f f e r  a n  e x p l a n a t i o n  a s  t o  

t h e  r e a s o n  w h y  p e r i t h e c i a  d i d  d e v e l o p  i n  o n e  s o l i t a r y  u - t u b e .

P e r h a p s  a  s m a l l  a i r  s p a c e  d i d  d e v e l o p  i n  t h i s  u - t u b e  a l l o w i n g

f o r  m i c r o s p o r e  d e v e l o p m e n t  a n d  s u b s e q u e n t  s p e r m a t i z a t i o n . 

H o w e v e r ,  n o  s u c h  a i r  s p a c e  w a s  c o n s p i c u o u s l y  d i s c e r n i b l e .  

P e r h a p s  a l s o ,  a  f e w  t r i c h o g y n e - v e g e t a t i v e  h y p h a l  c o p u l a t i o n s  

t o o k  p l a c e .  To o f f e r  a n  e x p l a n a t i o n  i n  t e r m s  o f  s o m a t o g a n y  

w o u l d  r a i s e  t h e  q u e s t i o n  a s  t o  w h y  d i d  t h e  p r o t o p e r i t h e e i a  i n  

t h e  o n e  a r m  o f  t h e  u - t u b e s  f a i l  t o  d e v e l o p  f u r t h e r ?

Two m o n t h s  l a t e r  some o f  t h e  u - t u b e s  w e r e  b r o k e n  i n  

t h e  m e d i u m  a r m r e g i o n  o f  e a c h  u - t u b e  w i t h  a i d  o f  a  s m a l l  f i l e

a n d  a  s m a l l  c h u n k  o f  a g a r  w a s  t a k e n  f r o m  t h i s  r e g i o n  a n d

p l a n t e d  o n  t h e  c e n t e r  o f  s t e r i l e  c o r n  m e a l  a g a r  i n  P e t r i  

p l a t e s .  T h e s e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  2 0 ° C ( + 1 ° C ) .  W i t h i n  

t e n  d a y s ,  m a t u r e  p e r i t h e c i a  c o n t a i n i n g  t y p i c a l  a s c o s p o r e s  

w e r e  p r o d u c e d  i n  o v e r  o n e - h a l f  o f  t h e s e  p l a t e s  i n d i c a t i n g  

t h a t  i n t e r m i n g l i n g  o f  h y p h a e  o f  t h e  t wo  c o m p a t i b l e  s t r a i n s  

h a d  o c c u r r e d  i n  t h e  m e d 1um a r m  o f  some o f  t h e  u —t u b e s .
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F i g u r  e s A- B

F i g u r e  .

F i g u r  e A ^ .

F i g u r e  B .

PLATE 111

u - t u b e  a n d  h y p h a l  t i p  e x p e r i m e n t s .

T h i s  r e p r e s e n t s  o n e  o f  t h e  t h i r t y - f i v e  u - t u b e s  

i n o c u l a t e d  i n  o n e  o f  t h e  a r m s  w i t h  s t r a i n  
211+. 1 . 3  a n d  i n  t h e  o p p o s i t e  a r m  w i t h  s t r a i n  

2 1 1 + . 1 . 1 .  W i t h  o n e  e x c e p t i o n ,  no  p e r i t h e c i a  
w e r e  p r o d u c e d  i n  t h e s e  u - t u b e s .

One o f  s e v e r a l  u - t u b e s ,  o n e  a r m  o f  w h i c h  w a s  

i n o c u l a t e d  w i t h  s t r a i n  2 1 1 + . 1 . 3  a n d  t h e  o t h e r  
a r m  w i t h  a  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n  o f  s t r a i n  

211+. 1 . 1 .  P e r i t h e c i a  d e v e l o p e d  o n l y  i n  t h o s e  
a r m s  c o n t a i n i n g  t h e  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n .

Th e  o u t e r m o s t  p l a t e s  r e p r e s e n t  f o u r  o f  t h e  

h y p h a l  t i p  s u b c u l t u r e s ,  d e r i v e d  f r o m  t h e  
i n n e r  c e n t e r  p l a t e ,  w h i c h  f a i l e d  t o  d e v e l o p  

p e r i t h e c i a .  N u m e r o u s  p e r i t h e c i a  d e v e l o p e d  
i n  t h e  l a t t e r  p l a t e  b u t  o n l y  a f t e r  p r o t o p e r -  

i t h e c i a  a n d  m i c r o s p o r e s  ma d e  t h e i r  a p p e a r a n c e .
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S i n c e  D o d g e  ( 1 0 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  p e r i t h e c i a  f o r m  

i n  t h e  b e n d  o f  t h e  u - t u b e s  o n l y  w h e n  a n  a i r  p o c k e t  f o r m s  i n  

t h e  t u b e s  a l l o w i n g  s u f f i c i e n t  o x y g e n  t o  b e  a v a i l a b 1e f o r  

p e r  i t h e e  i a l  f o r m a t i o n ,  some o f  t h e  u - t u b e s  w e r e  a l l o w e d  t o  

a i r  d r y  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  E v e n  t h o u g h  t h e  a i r  p o c k e t s  

w e r e  f o r m e d  i n  t h e  t u b e s ,  t h e  a g a r  e v e n t u a l l y  d r y i n g  u p ,  no 

p e r i t h e c i a  w e r e  e v e r  p r o d u c e d  o n  t h e  a g a r  i n  t h e  u - t u b e s .  

P e r h a p s ,  h o w e v e r ,  t h e  m y c e l i u m  w a s  t o o  o l d  t o  b e  c a p a b l e  o f  

f o r m i n g  p e r i t h e c i a  a t  t h i s  t i m e .

I t  s h o u l d  b e  n o t e d  a t  t h i s  t i m e ,  h o w e v e r ,  t h a t  no  

p e r i t h e c i a  w e r e  p r o d u c e d  i n  t h o s e  a r ms  o f  t h e  u - t u b e s  w h i c h  

h a d  o r i g i n a l l y  b e e n  i n o c u l a t e d  w i t h  t h e  p r o t o p e r i t h e e i a  1 

s t r a i n  211j.. 1 . 3 .  A l t h o u g h  p r o  t o p e r  i t h e e  I a w e r e  p r o d u c e d  o n  

t h e  a g a r  s u r f a c e  i n  t h e s e  a r m s ,  t h e  s t r u c t u r e s  f a i l e d  t o  

d e v e l o p  f u r t h e r .

I n  a n o t h e r  s e r i e s  o f  u - t u b e  e x p e r i m e n t s ,  o n e  a r m o f  

e a c h  u - t u b e  w a s  i n o c u l a t e d  w i t h  m y c e l i u m  o f  a  p r o t o p e r i t h e e i a l  

s t r a i n  2 U4. . I . 3 , a n d  t h e  o t h e r  a r m w i t h  a  s u s p e n s i o n  o f  m i c r o -  

c o n i d i a  o f  s t r a i n  211).. 1 . 1 .  Th e  u - t u b e s  w e r e  k e p t  i n s i d e  a 

m o i s t  c h a m b e r  p l a c e d  i n s i d e  a 2 0 ° C ( + ° C )  i n c u b a t o r  u n d e r  c o n 

s t a n t  i l l u m i n a t i o n .

W i t h i n  t wo d a y s ,  h y p h a e  o r i g i n a t i n g  f r o m  t h e  a r m o f  

t h e  u - t u b e s  i n o c u l a t e d  w i t h  t h e  p r o t o p e r i t h e e i a  1 s t r a i n  h a d  

g r o w n  down  a n d  a r o u n d  t h e  m i d d l e  a r m  o f  t h e  u - t u b e s  a n d  h a d  

ma d e  i t s  a p p e a r a n c e  a t  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  o p p o s i t e  a r ms  f o r m 

i n g  a m y c e l i a l  m a t  o f  h y p h a e  w i t h i n  t h e  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n .
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S h o r t l y  a f t e r w a r d s  p r o  t o p e r i t h e e i a  made  t h e i r  a p p e a r 

a n c e  o n  t h o s e  h y p h a l  m a t s .  E v e n t u a l l y  m a n y  o f  t h e  p r o t o p e r -  

i t h e c i a  d e v e l o p e d  i n t o  m a t u r e  p e r i t h e c i a  c o n t a i n i n g  t y p i c a l  

a s c o s p o r e s .  Th e  p r o t o p e r i t h e e i a  p r o d u c e d  i n  t h e  o p p o s i t e  

a r m s  o f  t h e  u - t u b e s  o r i g i n a l l y  i n o c u l a t e d  w i t h  h y p h a e  o f  t h e  

p r o t o p e r i t h e c i a l  s t r a i n ,  f a i l e d  t o  d e v e l o p  f u r t h e r ,  P l a t e  I I I ,  

f i g u r e  .

I t  i s  o f  s p e c i a l  i n t e r e s t  t o  n o t e  t h a t  no  m y c e l i a l  

g r o w t h  i s s u i n g  f r o m  t h e  m i c r o c o n i d i a l  s u s p e n s i o n  c o u l d  be  

d e t e c t e d .

On t h e  b a s i s  o f  t h e  a b o v e  r e s u l t s  i t  a p p e a r s  c e r t a i n  

t h a t  f u s i o n s  o r  a n a s t o m o s e s  o c c u r r i n g  b e t w e e n  m y c e l i a  o f  

o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e s  d o  n o t  r e p r e s e n t  t h e  f u n d a m e n t a l  m e c h 

a n i s m  w h e r e b y  y o u n g  p r o t o p e r i t h e e i a  r e c e i v e  n u c l e i  o f  o p p o s i t e  

m a t i n g  t y p e s  i n  t h i s  f u n g u s .

D o d g e  ( 1 2 )  s t a t e s  t h a t  i n  h e t e r o t h a l 1 i c  s p e c i e s  o f  

N e u r o s p o r  a  n u c l e i  o f  o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e s  a r e  n o r m a l l y  k e p t  

a p a r t  u n t i l  r e p r o d u c t i o n .

B e a d l e  a n d  C o o n r a d t  ( 8 )  s u g g e s t  t h a t  t h e  f a i l u r e  o f  

f o r m a t i o n  o f  s o m a t i c  h e t e r o k a r y o n s  b e t w e e n  t wo  s t r a i n s  o f  t h e  

o p p o s i t e  m a t i n g - t y p e s  p r o b a b l y  i s  d u e  t o  t h e  " t e n d e n c y  o f  t h e  

h y p h a e  c o n t a i n i n g  n u c l e i  o f  t h e  t wo  s e x e s  t o  f o r m  f r u i t i n g  

b o d i e s  ( p e r i t h e c i a )  r a t h e r  t h a n  g r o w i n  t h e  m a n n e r  o f  s t r i c t l y  

v e g e t a t i v e  h y p h a e . "  T h i s  ma y  b e  a p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  

t h e  o c c u r e n c e  o f  t h e  o n e  e x c e p t i o n  i n  t h e  u — t u b e  e x p e r i m e  n  t  s *
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H o w e v e r ,  a n  e x p e r i m e n t  now t o  b e  d e s c r i b e d  t e n d s  t o  ma ke  t h i s  

a n  1 i k e l y .

I n  a  f u r t h e r  a t t e m p t  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  c o m p a t i b l e  

n u c l e i  c o u l d  b e  t r a n s f e r r e d  f r o m  s o m a t i c  h y p h a e  o f  o n e  m a t i n g  

t y p e  t o  t h o s e  o f  a n o t h e r ,  a s  w e l l  a s  t o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  

c o m p a t i b l e  n u c l e i  b e c o m e  l o c a l i z e d  i n  t h e  r e g i o n  o f  p r o t o p e r -  

i t h e c i a l  f o r m a t i o n ,  o v e r  t wo  h u n d r e d  h y p h a l  t i p s  w e r e  i s o l a t e d  

f r o m  c u l t u r e s  c o n t a i n i n g  b o t h  m a t i n g  t y p e s  t o g e t h e r .

I n  t h e  f i r s t  e x p e r i m e n t  o f  t h i s  t y p e  t h e  t wo  m a t i n g  

t y p e s ,  n a m e l y ,  s t r a i n s  2 1 1 | . 1 . 3  a n d  2 1 i | . . l . l ,  w e r e  i n o c u l a t e d  

a d j a c e n t  t o  o n e  a n o t h e r  s o  t h a t  i n t e r m i n g l i n g  a n d  a n a s t o m o s i n g  

o f  c o m p a t i b l e  h y p h a e  w o u l d  be  h a s t e n e d .  When  i n t e r m i n g l i n g  

o f  h y p h a e  b e c a m e  e v i d e n t ,  w i t h  t h e  a i d  o f  a d i s s e c t i n g  b i n o c 

u l a r  m i c r o s c o p e ,  s m a l l  d i s c s  o f  a g a r  c o n t a i n i n g  I n t e r m i n g l e d  

h y p h a e  o f  b o t h  m a t i n g  t y p e s  w e r e  c u t  o u t  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  

t h e  c e n t e r  o f  P e t r i  d i s h e s  c o n t a i n i n g  s t e r i l e  c o r n  m e a l  a g a r .  

T h e s e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  20°C( +_1°C)  f o r  t w e n t y - f o u r  

h o u r s  a f t e r  w h i c h  t i m e  s i n g l e  h y p h a l  t i p s  w e r e  i s o l a t e d  a n d  

t r a n s f e r r e d  t o  s t e r i l e  c o r n  m e a l  p l a t e s .  Of  t h e  n i n e t y - n i n e  

c u l t u r e s  d e v e l o p e d  f r o m  t h e s e  h y p h a l  t i p s ,  n o n e  p r o d u c e d  

p e r i t h e c i a .  The  o r i g i n a l  m i x e d  c u l t u r e  c o n t a i n i n g  h y p h a e  o f  

b o t h  m a t i n g  t y p e s ,  h o w e v e r ,  p r o d u c e d  n u m e r o u s  m a t u r e  p e r i t h e 

c i a  a t  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  P e t r i  p l a t e ,  P l a t e  I I I ,  f i g u r e  B.

I n  a  s e c o n d  e x p e r i m e n t  o f  t h i s  t y p e ,  a s m a l l  a g a r  b l o c k  

c o n t a i n i n g  y o u n g  p e r i t h e c i a  p r o d u c e d  f r o m  m i x e d  m y c e l i a ,  w h i c h  

h a d  b e e n  i n o c u l a t e d  on  t h e  c o r n  m e a l  a g a r  t e n  d a y s  p r e v i o u s l y ,
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w a s  p l a c e d  i n  t h e  c e n t e r  o f  a  P e t r i  d i s h  c o n t a i n i n g  c o r n  m e a l  

a g a r .  Th e  P e t r i  d i s h  w a s  t h e n  i n c u b a t e d  a t  2 0 ° C ( + 1 ° C )  u n d e r  

c o n s t a n t  i l l u m i n a t i o n  f o r  t w e n t y - f o u r  h o u r s .

F o l l o w i n g  t h i s  p r o c e d u r e ,  o n e  h u n d r e d  a n d  s i x  h y p h a l  

t i p s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  h y p h a e  g r o w i n g  o u t  f r o m  t h e  b a s e  o f  

t h e  p e r  i t h e c i u m  a n d  e a c h  w a s  p l a c e d  i n  t e s t  t u b e s  o n  s t e r i l e  

c o r n  m e a l  a g a r  s l a n t s .  As  i n  t h e  p r e v i o u s  e x p e r i m e n t ,  n o n e  

o f  t h e s e  c u l t u r e s  p r o d u c e d  p e r i t h e c i a  e v e n  a f t e r  i n c u b a t i o n  

a t  2 0 ° C( +^ 1 ° C)  u n d e r  c o n s t a n t  i l l u m i n a t i o n  f o r  s e v e r a l  w e e k s .

Wh e n  t h e s e  c u l t u r e s  w e r e  s p e r m a t i z e d  w i t h  0 . 5  m l .  

a q u e o u s  s u s p e n s i o n  o f  m i c r o s p o r e s  b e l o n g i n g  t o  s t r a i n  2 1 1 + . 1 . 1 ,  

m a t u r e  p e r i t h e c i a  c o n t a i n i n g  t y p i c a l  a s c o s p o r e s  w e r e  p r o d u c e d  

i n  f o r t y - s e v e n  o f  t h e s e  t e s t  t u b e s .

T h e s e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  h y p h a l  t i p s  o f  b o t h  m a t i n g  

t y p e s  w e r e  r e t r i e v e d  i l l u s t r a t i n g  t h a t  m y c e l i a  o f  b o t h  m a t i n g  

t y p e s  w e r e  p r e s e n t  a t  t h e  b a s e  o f  t h e  p e r i t h e c i u m  a n d  c o n s e 

q u e n t l y  a m p l e  o p p o r t u n i t y  w a s  a v a i l a b l e  f o r  h y p h a l  a n a s t o m o s e s  

b e t w e e n  o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e s  t o  o c c u r .

F a i l u r e ,  h o w e v e r ,  t o  d i s c o v e r  a d i k a r y o n  p r o d u c e d  f r o m  

a n y  o f  t h e  h y p h a l  t i p s  i s o l a t e d  t e n d s  t o  s u g g e s t  t h a t  c o m p a t 

i b l e  n u c l e i  do  n o t  n e c e s s a r i l y  o c c u r  l o c a l i z e d  a r o u n d  a r e a s  

o f  p e r i t h e c i a l  d e v e l o p m e n t .  Mo r e  l i k e l y ,  c o m p a t i b l e  n u c l e i  

o c c u r  i n  a s s o c i a t i o n s  o n l y  i n  t h e  a s c o g o n i a  b y  w a y  o f  t h e  

t r i c h o g y n e s .  Th e  r e s u l t s  t e n d  t o  f u r t h e r  s u b s t a n t i a t e  t h e  

a f o r e m e n t i o n e d  c o n c e p t  t h a t  p l a s m o g a m y  i s  i n i t i a t e d  i n  G e l a -  

s i n o s p o r a  c a l o s p o r a  v a r . a u t o s t e  i r a  (G.  a u t o s t e i r a ) o n l y  

t h r o u g h  t h e  a g e n c y  o f  t h e  f u n c t i o n a l  s e x u a l  s t r u c t u r e s .



SECTION IV

DI SCUSSI ON AND CONCLUSION 

F u n c t i o n  o f  t h e  M i c r o s p o r e s

N u m e r o u s  f u n g i  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  b y  

O l i v e  ( 3 0 )  a n d  o t h e r s ,  t o  b e  c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  some f o r m  

o f  m i c r o s p o r e s  u n d e r  c e r t a i n  c u l t u r a l  c o n d i t i o n s .  H o w e v e r ,  

i n  m o s t  o f  t h e  c a s e s  r e p o r t e d ,  a d e q u a t e  c y t o l o g i c a l  t e s t s  a s  

w e l l  a s  t e s t s  t o  d e t e r m i n e  t h e  s p e c i f i c  f u n c t i o n  o f  t h e s e  

m i c r o s p o r e s  h a v e  b e e n  n e g l e c t e d .

I n  t h i s  s t u d y ,  a n  a t t e m p t  w a s  ma de  t o  d e t e r m i n e  t h e  

f u n c t i o n  o f  t h e  s p e r m a t i u m - 1 i k e  b o d i e s  p r o d u c e d  b y  G e l a s i n o - 

s p o r a  c a l o s p o r  a  v a r . a u t o s t e  i r a , a s  r e p o r t e d  b y  T y l u t k i  ( 3 5 )  .

I .  S e x u a l  R e p r o d u c t i o n

1.  M i c r o s p o r e s  ( f r e e  o f  h y p h a l  f r a g m e n t s )  h a v e  b e e n  

s h o wn  t o  f u n c t i o n  a s  m a l e  s e x u a l  c e l l s  ( s p e r m a t i a )  w h e n  p l a c e d  

i n  t h e  i m m e d i a t e  v i c i n i t y  o f  p r o t o p e r i t h e e i a .

2 .  Th e  p o s s i b i l i t y  o f  a  t r i c h o g y n e - m i c r o s p o r e  r e l a t i o n 

s h i p  f u n c t i o n i n g  i n  t h i s  o r g a n i s m  s t i l l  r e m a i n s  q u e s t i o n a b l e .  

H o w e v e r ,  i n  f a v o r  o f  t h i s  a s s u m p t i o n  a r e  t h e  f o l l o w i n g  f a c t s :

a .  T h e r e  i s  no  e v i d e n c e  o f  s o m a t o g a m y  i n d i c a t e d  b y  

t h e  n u m e r o u s  u - t u b e  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d .
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b .  T h e r e  i s  n o  e v i d e n c e  o f  d i k a r y o  t  i z a t  i o n  e x i s t i n g  

i n  t h i s  o r g a n i s m  a s  d e m o n s t r a t e d  b y  h y p h a l  t i p  

s u b c u l t u r e s .  L a c k  o f  d i c a r y o n s  i n  h y p h a l  t i p s  

t a k e n  a t  t h e  b a s e  o f  y o u n g  d e v e l o p i n g  p e r i t h e c i a  

f u r t h e r  s u b s t a n t i a t e  t h i s  p o i n t .

c .  The  d i s t r i b u t i o n  p a t t e r n  o f  d e v e l o p i n g  p e r i t h e c i a  

i s  d i r e c t l y  c o r r e l a t e d  w i t h  a r e a s  o f  t h e  c u l t u r e s  

s p e r m a t i z e d  w i t h  t h e  m i c r o s p o r e s  a s  w e l l  a s  w i t h  

t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  p r o t o p e r i t h e e i a .

d .  Q u a n t i t y  o f  m i c r o s p o r e s  u s e d  t o  s p e r m a t i z e  a p p e a r s  

t o  h a v e  a  d i r e c t  e f f e c t  u p o n  t h e  n u m b e r  o f  p e r i t h e 

c i a  p r o d u c e d .  T h i s  c o u l d  i n d i c a t e  t h a t  a  l a r g e  

n u m b e r  o f  m i c r o s p o r e s  i s  n e e d e d  w h e n  s p e r m a t i z i n g  

t o  i n s u r e  t h a t  some come i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  r e c e p 

t i v e  t r  i c h o g y n e s .

e .  I n  a  n e g a t i v e  a p p r o a c h  t o  t h e  p r o b l e m ,  n u c l e i  o f  

d i f f e r e n t  t y p e s  w h e n  p r e s e n t  i n  t h e  same  m y c e l i u m ,  

a r e  c a p a b l e  o f  m i g r a t i n g  t h r o u g h o u t  t h e  m y c e l i u m .  

T h e r e f o r e ,  i f  s o m a t o g a m y  w e r e  f u n c t i o n a l  we s h o u l d  

e x p e c t  t o  f i n d  e v i d e n c e  o f  n u c l e a r  m i g r a t i o n s .  

H o w e v e r ,  we d i d  n o t .

W i l s o n  a n d  A l e x o p o u l o s  ( 3 6 )  h a v e  r e c e n t l y  i l l u s t r a t e d  

t h i s  p a r t i c u l a r  p o i n t .  M u t a n t  n u c l e i  a f f e c t i n g  s p o r e  m a t u r a 

t i o n  i n  t h e  h o m o t h a l l i c  f u n g u s ,  G e l a s  i n o s p o r  a c a l o s p o r a , w e r e  

d e t e c t e d  i n  t h e  h e t e r o k a r y o t i c  m y c e l i u m ,  h y p h a l  t i p  t r a n s f e r s



y i e l d i n g  c o l o n i e s  w h i c h  p r o d u c e d  n o n - s e g r e g a t i n g  a n d  s e g r e 

g a t i n g  p e r i t h e c i a  r a n d o m l y  d i s t r i b u t e d .

T h u s ,  a p p a r e n t l y  o n l y  t wo  v a l i d  t h e o r i e s  o f  m e c h a n i s m s  

o f  f e r t i l i z a t i o n  i n  G e 1 a s  i n o s p o r  a c a l o s p o r  a  v a r . a u t o s t e i r a  

r e m a i n .  E i t h e r  t h e r e  i s  a  m i c r o s p o r e - t r i c h o g y n e  r e l a t i o n s h i p  

a n d  t h i s  r e p r e s e n t s  t h e  o n l y  m e t h o d  b y  w h i c h  f e r t i l i z a t i o n  

c a n  b e  a c c o m p l i s h e d  o r  f r e q u e n t  c o p u l a t i o n  b e t w e e n  t r i c h o g y n e s  

a n d  v e g e t a t i v e  h y p h a e  o f  c o m p a t i b l e  s t r a i n s  t a k e s  p l a c e .

F r o m  t h e  r e s u l t s  r e p o r t e d  i n  t h i s  p a p e r ,  i t  a p p e a r s  

q u i t e  c e r t a i n  t h a t  t h e  a s s o c i a t i o n  o f  c o m p a t i b l e  n u c l e i  i n  

t h i s  h e t e r o t h a l 1 i c  f u n g u s  o c c u r s  o n l y  i n  t h e  a s c o g o n i a  a n d  

a s c o g e n o u s  h y p h a e  b y  w a y  o f  t h e  t r i c h o g y n e s .

B e c a u s e  o f  t h e  d i f f i c u l t i e s  e n c o u n t e r e d  i n  t h i s  s t u d y  

i n  a t t e m p t i n g  t o  d e t e r m i n e  p o s s i b l e  r e l a t i o n s  o f  m i c r o s p o r e  

a t t a c h m e n t s  t o  t r i c h o g y n e s ,  a n d  b e c a u s e  o f  t h e  v i t a l  i m p o r 

t a n c e  o f  t h i s  p a r t i c u l a r  p o i n t  i n  t h e  l i f e  c y c l e  o f  t h e  o r 

g a n i s m ,  f u t u r e  r e s e a r c h  s h o u l d  b e  d i r e c t e d  t o w a r d  a  r e f i n e m e n t  

o f  t e c h n i q u e s  p o s s i b l y  a t  t h e  m i c r o m a n i p u l a t o r  l e v e l ,  i n  

o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  t h i s  p a r t i c u l a r  a s p e c t  m o r e  t h o r o u g h l y .  

A c c o r d i n g  t o  some a u t h o r s ,  t h e  f o r m a t i o n  o f  f r u i t i n g  b o d i e s  

i s  t h e  r e s u l t  o f  h o r m o n e  a c t i o n  r a t h e r  t h a n  s e x u a l  f u s i o n  o f  

c o m p a t i b l e  n u c l e i .  M o r e a u  a n d  M o r u z i  ( 2 6 )  s t a t e  t h a t  p e r i -  

t h e c i a l  f o r m a t i o n  i n  N e u r o s p o r a  s i t o p h  i 1 a i s  c a u s e  b y  h o r m o n a l  

s t i m u l a t i o n .  D o d g e  ( 1 0 )  a n d  A r o n e s c u  ( 5 )  r e p e a t e d  t h e s e  e x 

p e r i m e n t s  a n d  f o u n d  no  e v i d e n c e  o f  h o r m o n a l  s t i m u l a t i o n .  I n  

f a c t  A r o n e s c u  ( 5 )  d i s s e c t e d  a n d  g r e w  a s c o s p o r e s  f r o m  s i n g l e
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a s c i  a n d  i n  e v e r y  c a s e  f o u n d  a  s e g r e g a t i o n  o f  t h e  t wo  m a t i n g  

t y p e s  i n  a  1 : 1  m e n d e l i a n  r a t i o .

In. G e l a s  i n o s p o r a  c a l o s p o r a  v a r . a u t o s t e  i r a , T y l u t k i  

(3l+) i n  a  g e n e t i c a l  s t u d y  o f  t h i s  o r g a n i s m  h a s  l i k e w i s e  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  f e r t i l i z a t i o n  i s  a  d i r e c t  r e s u l t  o f  n u c l e a r  

f u s i o n  o f  c o m p a t i b l e  n u c l e i .  A s c o s p o r e s  t a k e n  r a n d o m l y  a s  

w e l l  a s  a s c o s p o r e s  t a k e n  f r o m  o n e  h u n d r e d  a n d  f o r t y - t w o  a s c i  

w e r e  a n a l y z e d .  B o t h ,  m a t i n g  t y p e  a n d  p i g m e n t a t i o n  l o c i  w e r e  

f o u n d  t o  s e g r e g a t e  i n  a  1 : 1  m e n d e l i a n  f a s h i o n .  I f  s e x u a l  r e 

p r o d u c t i o n  i n  t h i s  o r g a n i s m  w e r e  s t i m u l a t e d  b y  h o r m o n e  a c t i o n ,  

t h e n  a l l  a s c o s p o r e s  s h o u l d  t h e o r e t i c a l l y  b e  o f  o n e  m a t i n g  

t y p e .  T h i s  w a s  n o t  s o .

I n  o r d e r  t o  f u r t h e r  d e m o n s t r a t e  t h a t  p e r i t h e c i a l  f o r 

m a t i o n  f o l l o w i n g  s p e r m a t i z a t i o n  w a s  t h e  r e s u l t  o f  f u s i o n  o f  

t wo  n u c l e i  o f  o p p o s i t e  m a t i n g  t y p e s  a n d  n o t  d u e  t o  h o r m o n a l  

a c t i o n ,  a  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  w a s  s e t  u p ,  i n  w h i c h  p o r t i o n s  

o f  t h e  c o l o n y  o f  a  p r o t o p e r i t h e e i a  1 s t r a i n  w e r e  t r e a t e d  w i t h  

a  S e i t z  f i l t e r e d  s u s p e n s i o n  o f  m i c r o s p o r e s  o f  t h e  o p p o s i t e  

m a t i n g  t y p e .  No p e r i t h e c i a  w e r e  p r o d u c e d  b y  t h e s e  c u l t u r e s .  

C o n t r o l  p l a t e s  t r e a t e d  w i t h  t h e  m i c r o s p o r e  s u s p e n s i o n  p r i o r  

t o  S e i t z  f i l t r a t i o n  d e v e l o p e d  p e r i t h e c i a .

I n  a n o t h e r  e x p e r i m e n t ,  w h e n  0 . 2  m l .  s u s p e n s i o n s  o f  

m i c r o s p o r e s ,  p r e v i o u s l y  e x p o s e d  t o  u . v .  l i g h t  f o r  t h r e e  c o n 

s e c u t i v e  d a y s  f o r  t e n  m i n u t e  p e r i o d s ,  w a s  a d d e d  t o  p r o t o p e r  i -  

t h e c i a  c o n t a i n e d  w i t h i n  g l a s s  r i n g s ,  p e r i t h e c i a  f a i l e d  t o  

d e v e l o p .  C o n t r o l  p l a t e s  d e v e l o p e d  m a t u r e  p e r i t h e c i a .
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F o u r  c u l t u r e s  o f  o n e  o f  t h e  p r o  t o p e r  i t h e e  i a 1 s t r a i n s  

w e r e  a l l o w e d  t o  i n c u b a t e  f o r  s e v e n  d a y s .  T h e n  s t e r i l e  c i r 

c u l a r  d i s k s  o f  w e t t a b l e  c e l l o p h a n e  w e r e  p l a c e d  o v e r  t h e s e  

c o l o n i e s  a n d  a n  a q u e o u s  s u s p e n s i o n  o f  m i c r o s p o r e s  w a s  p l a c e d  

o n  t h e  c e l l o p h a n e .  T h e s e  P e t r i  p l a t e s  w e r e  t h e n  r e t u r n e d  t o  

t h e  i n c u b a t o r .  F o r t y - f i v e  d a y s  l a t e r ,  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  

p l a t e s  r e v e a l e d  n o  p e r i t h e c i a  p r e s e n t .

The  11- t u b e  e x p e r i m e n t s  m e n t i o n e d  e a r l i e r  a l s o  t e n d  t o  

s u p p o r t  t h e  a b o v e  r e s u l t s .  F o r ,  i f  a  d i f f u s i b l e  h o r m o n e  w e r e  

p r o d u c e d  b y  t h e  m y c e l i u m  o f  o n e  m a t i n g  t y p e  a n d  s t i m u l a t e d  t h e  

m y c e l i u m  o f  t h e  o t h e r  m a t i n g  t y p e ,  i t  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t h a t  

y o u n g  d e v e l o p i n g  p r o t o p e r i t h e e i a  p r o d u c e d  i n  o n e  a r m o f  t h e  

■ u - t u b e s  w o u l d  b e  s t i m u l a t e d  i n t o  p e r i t h e c i a l  d e v e l o p m e n t .

I n  v i e w  o f  t h e s e  r e s u l t s ,  i t  a p p e a r s  u n l i k e l y  t h a t  

p r o t o p e r i t h e e i a  a r e  s t i m u l a t e d  i n t o  b e c o m i n g  m a t u r e  p e r i t h e 

c i a  b y  a n y  h o r m o n a l  a c t i o n .

I I .  A s e x u a l  R e p r o d u c t i o n

A g a i n  i t  h a s  b e e n  d e f i n i t e l y  s h o w n  t h a t  m i c r o s p o r e s  

f r e e  f r o m  m y c e l i a l  c o n t a m i n a t i o n s  w h e n  p l a c e d  i n  l i q u i d  c u l 

t u r e ,  r e s u l t  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  m y c e l i a l  g r o w t h  w i t h i n  t h e  

l i q u i d  c u l t u r e  f l a s k s  w i t h i n  f o r t y - e i g h t  h o u r s .  T h i s  m y c e l i a l  

g r o w t h  i s  f u r t h e r m o r e  d e m o n s t r a b l e  o f  t h e  m a t i n g  t y p e  s t r a i n

c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  i n o c u l u m .

A l l  a t t e m p t s  t o  d e m o n s t r a t e  c o n c l u s i v e l y  t h a t  a n y  g i v e n  

m i c r o  s p o r e  i s  c a p a b l e  o f  g o i n g  o n  a n d  p r o d u c i n g  m y c e l i u m ,  h a v e
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f a i l e d .  H o w e v e r ,  s i n c e  i t  a p p e a r s  t h a t  o n l y  a  v e r y  s m a l l  

p r o p o r t i o n  o f  t h e  m i c r o s p o r e s  a c t u a l l y  do  g e r m i n a t e ,  t h e  

c h a n c e  o f  p i c k i n g  a m i c r o s p o r e  w h i c h  w i l l  go on  a n d  p r o d u c e  

m y c e l i u m  w o u l d  b e  v e r y  s m a l l .

On t h e  b a s i s  o f  w o r k  r e p o r t e d  h e r e ,  i t  i s  c o n c l u d e d  

t h a t  t h e  m i c r o s p o r e s  o f  G e l a s  i n o s p o r a  c a l o s p o r a  v a r .  a u t o  -  

s t e  i r a  f u n c t i o n  p r i m a r i l y  a s  m a l e  s e x u a l  c e l l s ,  b u t  u n d e r  

c e r t a i n  a s  y e t  u n s p e c i f i e d  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  t h e y  

a r e  c a p a b l e  o f  f u n c t i o n i n g  a s  m i c r o c o n i d i a .



SECTION V

SUMMARY

1.  A s t u d y  o f  t h e  f u n c t i o n  o f  m i c r o s p o r e s  p r o d u c e d  b y  

t h e  h e t e r o t h a 1 1 i c  A s c o m y c e t e , G e l a s  i n o s p o r  a c a l o s p o r a  v a r . 

a u t o s t e i r a , r e v e a l e d  t h a t  t h e s e  p a r t i c u l a r  s t r u c t u r e s  a r e  

c a p a b l e  o f  f u n c t i o n i n g  a s  s p e r m a t i z i n g  s e x u a l  p r o p a g a t i v e  

c e l l s  ( s p e r m a t  i a ) .

E v i d e n c e  i s  a l s o  p r e s e n t e d  w h i c h  s t r o n g l y  i n d i c a t e s  

t h a t  t h e  m i c r o s p o r e s  ma y  f u n c t i o n  a s  a s e x u a l  p r o p a g a t i v e  

c e l l s  ( m i c r o c o n i d i a )  e n d o w e d  w i t h  t h e  c a p a c i t y  t o  r e p r o d u c e  

t h e  o r g a n i s m .

2 .  I n  c o n n e c t i o n  w i t h  t h e  e x p e r i m e n t s  o n  s p e r m a t i z a t i o n , 

c r o s s  s p e r m a t i z a t i o n , a n d  l o c a l i z e d  p e r i t h e c i a l  d e v e l o p m e n t ,  

w h e n  m i c r o s p o r e s  w e r e  p l a c e d  o n  c o m p a t i b l e  p r o t o p e r i t h e e i a ,

t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e s e  s t r u c t u r e s  i n t o  p e r i t h e c i a  o c c u r r e d  

w i t h i n  f o r t y - e i g h t  t o  s e v e n t y  h o u r s .  T h i s  w o u l d  a p p e a r  t o  

i n d i c a t e  t h a t  p r o t o p e r i t h e e i a  d e v e l o p  v e r y  r a p i d l y  i n t o  p e r 

i t h e c i a  o n l y  a f t e r  b e i n g  f e r t i l i z e d  b y  c o m p a t i b l e  m i c r o s p o r e s .

A t r i c h o g y n e - m i c r o s p o r e  r e l a t i o n s h i p  d o e s  a p p e a r  t o  b e  

o p e r a t i v e  i n  G e 1 a s  i n o  s p o r  a  c a l o s p o r a  v a r .  a u t o s t e  i r  a . H o w e v e r ,  

t h e  c y t o l o g i c a l  d e t a i l s  o f  c e l l  a n d  n u c l e a r  f u s i o n s  o c c u r r i n g  

b e t w e e n  t r i c h o g y n e s  a n d  c o m p a t i b l e  m i c r o s p o r e s  s t i l l  n e e d  t o  

b e  w o r k e d  o u t .
1+8
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3 .  I n  a  s t u d y  i n v o l v i n g  o v e r  t wo  h u n d r e d  h y p h a l  t i p s  

a n d  t h i r t y - f o u r  u - t u b e  c u l t u r e s ,  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  t h a t  

t e n d  t o  i n d i c a t e  t h a t  c o m p a t i b l e  n u c l e i  i n  t h e  h e t e r o t h a l 1 i c  

a s c o m y c e t e  G e 1 a s  i n o s p o r  a c a l o  s p o r  a  v a r .  a u t o s t e  i r  a a r e  n o t  

b r o u g h t  i n t o  c l o s e  a s s o c i a t i o n s  w i t h  o n e  a n o t h e r  b y  v e g e t a 

t i v e  a n a s t o m o s e s  a n d  n u c l e a r  m i g r a t i o n .

C o m p a t i b l e  n u c l e i  o c c u r  i n  c l o s e  a s s o c i a t i o n s  i n  t h i s  

f u n g u s  p r o b a b l y  o n l y  i n  t h e  a s c o g o n i a  b y  w a y  o f  t h e  t r i c h o 

g y n e s .  P l a s m o g a m y  a n d  k a r y o g a m y  i s  a c c o m p l i s h e d  p r o b a b l y  

o n l y  t h r o u g h  t h e  s e x u a l  s t r u c t u r e s .  T h e r e f o r e ,  a  t r i c h o g y n e -  

m i c r o s p o r e  r e l a t i o n s h i p  m u s t  be  o p e r a t i v e  i n  t h i s  f u n g u s .
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