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RESUMEN

Resumen de la tesis de Cynthia Lizzeth Araujo Palomares
presentada como requisito parcial para la obtenciéon de la Licenciatura de
Biologia. Ensenada, Baja California, México. Mayo de 2005.
Titulo: Visualizacion del Spitzenkérper en germinulas de Neurospora

crassa.

ol
\

Dra. Ernestina Castro Longoria

Muchos estudios que involucran al Spitzenkérper (Spk) se han
realizado en hifas en crecimiento de hongos filamentosos maduros. El
presente trabajo informa la etapa de crecimiento en la cual es posible
visualizar el Spk en germinulas de Neurospora crassa. Utilizando video-
microscopia de contraste de fases fue posible observar que antes de la
presencia de la estructura apical dentro del domo apical esta area estuvo
ocupado por organelos celulares. Cuando las germinulas de N. crassa
alcanzaron una longitud de 150 um y una tasa de crecimiento de 2 um/min,
en el apice celular se formé una pequefia zona de exclusién, entonces es
cuando se pudo visualizar en el apice celular una condensacién de fase
oscura. Estd condensacion de fase oscura aparecié primero como un
cuerpo de color gris claro al cual se le denominé como Spk inmaduro y la
distribucion de los organelos cambi6, localizandose los organelos en la

region subapical de las germinulas.
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ABSTRACT

Thesis resume of Cynthia Lizzeth Araujo Palomares presented as a
partial requisite for obtaining the Degree in Biology. Ensenada, Baja
California, Mexico. Mayo de 2005.
Title: Visualization of the Spitzenkérper in germling of Neurospora

crassa.

Most studies involving the Spitzenkérper (Spk) have been done in
growing hyphae of mature filamentous fungi. The present work reports the
phase of growth in which is possible to visualize the Spk in germlings of
Neurospora crassa. By video-enhanced phase-contrast microscopy was
possible to observe that before the Spk is formed inside the apical dome its
area was occupied by organelles cells. When the germlings of N. crassa
reached 150 pm in length and the growth rate was 2 um/min in the apex a
small zone of exclusion was formed, then a gradual condensation of a dark
phase occurs. This dark condensation of phase appears first as a light gray
body which was called as an immature Spk, and the distribution of the
organelles changed and they become localized in the subapical region of the

germlings.
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1. INTRODUCCION

Entre los organismos eucariéticos, los hongos presentan caracteristicas
que los hacen ser atractivos como organismos ideales para la experimentacion,
tal es el caso de Neurospora crassa Shear y Dodge, el cual es un hongo
filamentoso que pertenece al grupo de los ascomicetos (Deacon, 1990).

El estudio de N. crassa, ha tenido gran auge dentro de las areas de
Genética, Bioquimica y Biologia Celular y Molecular (Davis, 2000; Davis y
Perkins, 2002), debido a que presenta propiedades que son ventajosas para su
estudio. Este organismo crece en un medio relativamente simple, se cultiva
faciimente en el laboratorio y completa su ciclo de vida en un corto periodo de
tiempo (Deacon, 1990).

El ciclo de vida de N. crassa comprende una fase sexual y una fase
asexual (Davis, 2000). Durante la fase sexual, la reproduccion se realiza por
medio de cepas sexualmente compatibles, ocurre por medio de la fusién de sus
hifas vegetativas, cominmente denominadas A y a, 6 por contacto gametangial
de una espora masculina, denominada espermacio, con una hifa femenina,
llamada tricogino. Dentro de un érgano sexual femenino de nombre ascogonio
(Deacon, 1990). En cambio, durante la fase asexual de N. crassa se producen
dos tipos de esporas asexuales, macroconidias y microconidias, las cuales son
liberadas al medio y al germinar se desarrolla una nueva colonia con la

subsecuente produccion de esporas (Davis, 2000).



Las macroconidias son multinucleadas y se producen en forma de cadenas
sobre conidiéforos ramificados en hifas aéreas (Alexopoulos, 1977); en
contraste, las microconidias son uninucleadas y son producidas solo en las hifas
vegetativas como una sola espora (Davis, 2000). La germinacién de una espora,
en condiciones adecuadas para el crecimiento, inicia por la fase de
hinchamiento y la subsecuente extension de un tubo germinativo (Trinci, 1971;
Trinci, 1984). El tubo germinativo, se desarrolla mediante un crecimiento apical
altamente polarizado (Grove, 1978; Prosser y Trinci, 1979; Howard,1981: Trinci,
1984) para formar una hifa, la cual contintia creciendo por extensién apical
(Howard, 1981) y la formacién de ramificaciones, que mas adelante dara la
forma de un micelio tipico ( Prosser y Trinci, 1979).

El crecimiento apical en hifas maduras se ha descrito como un proceso
que requiere de la organizacion y del trafico de organelos al apice celular, asi
como de la exocitosis de vesiculas formadoras de la pared celular hacia las
areas de crecimiento activo. Estas vesiculas secretoras mas otros componentes
celulares, se van acumulando en el &pice de la hifa para formar el
Spitzenkdrper, un cuerpo apical Unico y dinamico que determina el crecimiento
y morfologia de la hifa (Girbardt, 1957; Grove, 1978; Bartnicki-Garcia et al.,
1989; Bartnicki-Garcia et al., 1995; Riquelme et al., 1998).

Sin embargo, en germinulas de hongos filamentosos no se ha
documentado la ocurrencia de este cuerpo apical de manera detallada, por lo

cual, se realiz6 un estudio en el que se describe la visualizacion del



Spitzenkérper por medio de microscopia de contraste de fases en germinulas de
Neurospora crassa y se discute si la visualizacion de esta estructura esta en
relacion a la longitud y al nivel de organizacién de dichas germinulas,
contribuyendo asi a un mejor conocimiento del crecimiento apical en hongos
filamentosos, el cual podra aplicarse a largo plazo al disefio de métodos de
control de hongos patégenos y también para mejorar el crecimiento de hongos

de interés biotecnolégico.



2. ANTECEDENTES

2.1 Crecimiento y desarrollo de hongos filamentosos

El crecimiento en hongos filamentosos inicia por la germinacion de
esporas. Ekundayo y Carlile, (1964); Fletcher, (1969); Gull y Trinci, (1971)
mencionan que el proceso de germinaciéon implica una fase de
hinchamiento, la cual Bartnicki-Garcia, (1981) ha denominado como fase de
crecimiento esférico. Durante este periodo Van Etten et al., (1977) sefialan
que las esporas incrementan en biomasa asi como en volumen. Esta fase
usualmente dura un par de horas e inmediatamente después inicia el
crecimiento de un tubo germinativo.

Seiler y Plamann, (2003) realizaron un estudio sobre las bases
geneéticas de la morfologia celular en el hongo filamentoso N. crassa utilizando
esporas de diferentes mutantes de este hongo e incluyeron la cepa silvestre
como control. Encontraron que al transferir las esporas de N. crassa tipo
silvestre a un medio de cultivo apropiado, estas se hidrataban y comenzaban
con un crecimiento isotrépico con una duracién de aproximadamente 2 horas.
Transcurrido este tiempo el crecimiento comienza a polarizarse y un apice
es generado; a este proceso Schmit y Brody, (1976) lo denominan
emergencia del tubo germinativo, y ocurre a las 3 horas (Seiler y Plamann,
2003). Posteriormente, el crecimiento polarizado resulta continuo en extension

unidireccional, por lo que Schmit y Brody, (1976) lo denominaron como



elongacion del tubo germinativo y ocurre de acuerdo con Seiler y Plamann,
(2003) a las 5 horas. De acuerdo con Grove, (1978); Prosser y Trinci, (1979);
Howard, (1981) y Trinci, (1984) este proceso de crecimiento se convierte en un
crecimiento altamente polarizado. Durante el proceso de polarizacion, el tubo
germinativo se extiende apicalmente hasta convertirse en una hifa. En 1995,
Gooday sefial6 que durante la etapa de extension apical se van incorporando
componentes a la membrana plasmatica para formar una nueva pared celular
en el apice. De acuerdo con Katz et al., (1972); Prosser y Trinci, (1979); Watters
y Griffiths, (2001), cuando el flujo de vesiculas secretadas dentro del segmento
apical de la hifa excede la proporcién maxima de absorcién de vesiculas que
puede absorber el apice de la hifa empieza el proceso de ramificacién para dar

lugar a la formacién del micelio.

2.2 Descripcion general del Spitzenkérper

El Spitzenkérper (Spk), 6 cuerpo apical, es una estructura dinamica que
al ser observada bajo contraste de fases aparece como un cuerpo oscuro. El
Spk fue descrito por primera vez en 1924 por Herman Brunswik en hifas fijadas
y tefiidas con hierro-hematoxilina de Coprinus sterquilinus Fr. y Coprinus
narcoticus (Batsch) Fr. (Brunswik, 1924). Brunswik describié al Spk como un
cuerpo de tamafio variable que aparece y desaparece de la parte apical de la
hifa, también observé que el Spk estaba relacionado de alguna manera con el

crecimiento de la hifa. En 1957, Girbardt describié al Spk en hifas vivas de



Polystictus versicolor (L.) Pilat como un complejo de fase oscura, concluyendo
que esta estructura estaba relacionada con el crecimiento apical, debido a que
cuando el crecimiento de las hifas se detenia el Spk desaparecia y después que
el crecimiento continuaba el Spk reaparecia. Girbardt, concluyé que el Spk tenia
la capacidad de controlar la direccion de crecimiento de la hifa. Esta estructura
puede ser observada en las puntas de las hifas de hongos verdaderos como los
ascomicetos, basidiomicetos y deuteromicetos.

Usando microscopia de contraste de fases y video-microscopia Lépez-
Franco y Bracker, (1996) realizaron un estudio completo acerca de la diversidad
morfologica del Spk en una gran variedad de hongos filamentosos maduros de
los distintos grupos de ascomicetos, basidiomicetos y deuteromicetos (anexo
1). En dicho trabajo, alrededor de 32 hongos fueron analizados, encontrando
una diversidad morfolégica de Spk. Lopez-Franco y Bracker, (1996) agruparon
esta diversidad morfolégica en 9 tipos de Spk (anexo 2), tomando en cuenta la
apariencia del Spk por microscopia de contraste de fases y la organizacion
subapical de los distintos hongos. De los diferentes Spk analizados, el noveno
se describio previamente en 1993 por Vargas et al., en Allomyces macrogynus
(Emerson) Emerson y Wilson.

El Spk en N. crassa fue descrito por Lopez-Franco y Bracker, (1996)
como un agregado de vesiculas densa y oscura rodeado de otra nube de

vesiculas menos densa, con una regién central, denominada “Core” en Inglés

(Fig. 1).



OO

% PR

e et ) .0.-'....'...'..‘
AR 'onlul'-...'.'-.--'

Spk

Ze

Figura 1. Organizacion apical de N. crassa. (Modificado de Loépez-Franco vy
Bracker, 1996). M-mitocondrias, F-filamentos, Nv-nube de vesiculas, Spk-
Spitzenkdérper, Re-region central (“Core”), Ze-zona de exclusion.



2.3 Comportamiento del Spitzenkérper

En hifas maduras, se ha demostrado que existe una relaciéon entre el
comportamiento y la posicién del Spk, trayectoria y direccion del crecimiento de
las hifas.

Experimentos hechos por Bracker et al., (1997), apoya la hipétesis de
que el patrén de crecimiento apical es dirigido por la posicion del Spk, debido a
que realizaron una manipulacién de la estructura con la ayuda de un laser,
produciendo cambios en la direccién de crecimiento en hifas asi como la
produccién de ofras alteraciones morfolégicas. Riquelme et al., (1998)
encontraron que la posicion del Spk afecta la direccién y el crecimiento de las
hifas causando cambios dramaticos en la morfologia.

Estudios recientes de Riquelme et al., (2000) sefalan que en N. crassa
cepa silvestre el Spk produjo movimientos dominantes, acompafniado de
frecuentes oscilaciones transversales, mientras que en hifas con morfologias
alteradas como las “roppy” (cepa de N. crassa con mutacion en el gen que
codifica para la subunidad mayor de la dinactina, el cual es requerido para el
transporte eficiente de vesiculas a lo largo de los microtibulos), el Spk mostré
una trayectoria erratica; en ambos casos, la trayectoria del cuerpo apical mostré
una tendencia sobre el eje longitudinal de las células.

Otros estudios, proporcionan evidencia en la relacion citoesqueleto-Spk,
sugiriendo que el citoesqueleto probablemente puede propulsar y controlar el

movimiento del Spk. Observaciones realizadas con respecto a contracciones



citoplasmaticas por Reynaga-Pefia y Bartnicki-Garcia, (1997) sugieren que el
citoesqueleto participa en la dinamica del Spk. Howard y Aist, (1977) mostraron
que después de un tratamiento anti-tubulina, el Spk de F. acuminatum
desaparecia. Grove y Swigard, (1981); Roberson y Vargas, (1994) y Srinivasan
et al., (1996) demostraron que una interrupcién en los microtibulos o en los
filamentos de actina, causa la desaparicion y aparicion del Spk en Rhizoctonia
solani Kiihn y A. macrogynus.

Estudios basados con el uso del benomilo y citocalasina proponen que
los microttibulos del citoesqueleto estuvieron directamente implicados en
mantener la trayectoria del Spk (Riquelme et al., 1998). Observaciones con
dineina en mutantes “roppy” argumentan que los microtubulos del citoesqueleto
desempefian un papel importante en la formacién y comportamiento del Spk
(Riquelme et al., 2000). Un caso similar fue el de Wu et al., (1998) donde
muestran que la cinesina fue esencial para el posicionamiento normal del Spk
en hifas de Nectria haematococca Berk. y Br. Riquelme et al.,, (2000)
concluyeron que la asociacion de microtibulos a proteinas motoras, es esencial
para mantener una alta velocidad de crecimiento, un Spk constante y una forma

casi perfecta de la hifa.
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2.4 Relacion del Spitzenkérper con el Centro Suministrador de
Vesiculas

De acuerdo a Bartnicki-Garcia et al., (1989) el Spk es considerado como
un centro de distribuciéon de vesiculas citoplasmaticas para la construccién de la
pared celular, ademas de contribuir en la morfogénesis de hongos.

Utilizando diferentes técnicas como la video-microscopia y el analisis de
imagenes de microscopia electronica, Bartnicki-Garcia et al., (1989) crearon un
modelo matematico computarizado basado en uno de los componentes
principales del Spk, las vesiculas apicales. Mediante este modelo cibernético
se siguié el comportamiento del Spk durante el crecimiento de células vivas de
Fusarium acuminatum Ellis y Everhart, asi como la posicién del Spk en células
fijas de Polystictus versicolor (L.) Pilat; Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp.
y Armillaria mellea (Vahl:Fr.) Kummer. Con este modelo, el Centro
Suministrador de Vesiculas (CSV), correspondié a la posicion del Spk tanto en
hifas vivas como en hifas fijas debido a la notable coincidencia entre el CSV y el
Spk. Bartnicki-Garcia, (2002) concluye que la morfologia de los hongos
filamentosos esta determinada por la interaccion entre el movimiento del Spk y
por la cantidad de vesiculas que provienen del Spk para la construccion de la

pared celular.



11

2.5 Ultraestructura del Spitzenkérper

La composicion estructural del Spk fue descrita por primera vez por
McClure et al. (1968), quienes encontraron que el complejo de fase oscura
observado mediante microscopia de baja resolucién correspondié a una densa
acumulacién de vesiculas cuando fue examinado bajo microscopia electrénica;
también observaron que cerca de la regién ocupada por el Spk habia la
presencia de mitocondrias y grupos de ribosomas. Posteriormente en 1969,
Girbardt reporté que el Spk contiene vesiculas apicales, microvesiculas y
ribosomas. Subsecuentemente un estudio realizado por Grove y Bracker en
1970, corrobora la presencia de vesiculas, microvesiculas y ribosomas, en el
Spk; asi mismo, Grove y Bracker (1970) hacen referencia que en el Spk
aparece una pequefia zona especializada dentro del conglomerado de
vesiculas el cual contiene microvesiculas, microtibulos y algunos ribosomas.
Esta zona segin Grove y Bracker se encontraba rodeada por vesiculas y
carecia de un limite o de una membrana. Once afios méas tarde, Howard en
1981 sefalé que la ultraestructura del Spk incluye un conglomerado de
vesiculas apicales, ribosomas y microvesiculas dentro de una red de
microfilamentos y confirma el trabajo de Grove y Bracker (1970) de una region
especializada dentro del conglomerado de vesiculas. Recientemente un estudio
realizado por McDaniel y Roberson, (2000) en A. macrogynus, encontraron otro
componente celular, el cual forma parte de la region central del Spk, la y-

tubulina.
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2.6 El Spitzenkdrper en germinulas de hongos filamentosos

El estudio del Spk en germinulas de hongos filamentosos es escaso y en
dichos estudios no se reporta la longitud total de las germinulas. Caesar-Ton et
al., (1987) verificaron la presencia de vesiculas en germinulas de N. crassay de
Uromyces phaseoli (Pers.) G. Winter; reportando que en las germinulas de N.
crassa en la region distal de 2 a 3 ym del domo apical se encontraba un fuerte
agregado de vesiculas, justo donde se forma el Spk. En germinulas de
Uromyces vignae Barclay y Puccinia graminis Persoon, Dijksterhuis (2003)
describe algunas caracteristicas del Spk y reporta que estos son diferentes a
los Spk descritos por Lopez-Franco y Bracker, (1996), ya que carecen de una
region central. Hoch y Staples, (1983) y Kwon et al., (1991) reportan que en
tubos germinativos de Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger, tampoco se ha
observado dicha region central en el Spk. La siguiente caracteristica que
distingue al Spk en los hongos de la roya, es la localizacion asimétrica del Spk
dentro del apice de la hifa del tubo germinativo de U. vignae y P. graminis; este
hecho, también fue reportado en tubos germinativos de U. appendiculatus asi
como en tubos germinativos de otros hongos patégenos como Cochliobolus
sativus (lto y Kurib.) Drechsler Dastur (Clay et al., 1994) y Magnaporthe grisea
(T.T. Hebert) M.E. Barr (Bourrett y Howard, 1989). Otra caracteristica que se
observo en el Spk de U. vignae y P. graminis, fue un comportamiento altamente
dinamico durante tiempos cortos mientras se desarrollaba el tubo germinativo

(Dijksterhuis, 2003).



3. HIPOTESIS

La etapa de crecimiento en la cual es posible visualizar el Spitzenkérper
en germinulas de N. crassa, mediante el uso de la microscopia de contraste de
fases, depende de la longitud del tubo germinativo y el grado de organizacion

celular.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la etapa de crecimiento en la cual es posible visualizar el
Spitzenkdérper en germinulas de N. crassa por medio de microscopia de
contraste de fases y establecer la posible relaciéon entre su aparicion y la

longitud del tubo germinativo y el grado de organizacion celular.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1) Establecer la longitud aproximada del tubo germinativo en la cual es

posible visualizar el Spitzenkdrper en las germinulas de N. crassa.

2) Determinar la relacién existente entre la organizacién interna de la

célula y la aparicion del Spitzenkdrper.

3) Determinar la relacion existente entre la orientacion del tubo

germinativo y la visualizacién del Spitzenkérper.

4) Determinar la tasa de crecimiento en germinulas de N. crassa desde

la fase de emergencia del tubo germinativo hasta la apariciéon del

Spitzenkérper.
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5. METODOLOGIA

5.1 Obtencion de la cepa
La cepa utilizada fue Neurospora crassa Shear y Dodge, cepa silvestre
con clave RL21 SG-1050, donada por el Dr. Stuart Brody del departamento de

Biologia de la Universidad de California, de San Diego.

5.2 Preparacion del medio de cultivo

Durante el desarrollo de este trabajo se utiliz6 medio completo de Vogel
(MCV), que contiene sales de Vogel 1X (Apéndice I: cuadro I-lll), sacarosa 2%
(w/v), extracto de levadura 0.5% , caseina 0.5%, gelatina 16% y agua destilada
(Vogel, 1956). Este medio se esterilizé en autoclave a 120°C por 15 minutos a
15 libras de presion. EI MCV se transfirié a tubos con rosca de 18 X 150 mm

estériles y a frascos de 25 ml estériles los cuales se almacenaban a 4°C.

5.3 Crecimiento de la cepa

Para cultivar la cepa de N. crassa se utilizaron los tubos con rosca
conteniendo MCV solidificado en forma oblicua para una mayor superficie de
cultivo. La cepa se transfirié a este medio utilizando la técnica microbiolégica
por picadura. Los cultivos se incubaron a una temperatura de 27 + 2°C hasta
que el micelio se encontraba maduro con una produccién de abundantes

esporas.
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5.4 Recuperacion de esporas

La recuperacién de esporas se llevé a cabo bajo condiciones estériles,
colocando 5 mL de agua destilada (esterilizada en autoclave a 120°C por 15
minutos a 15 libras de presién) en un tubo coénico estéril de 15 mL. A ese
volumen de agua, se le agregd una masa de micelio conteniendo las esporas de
cultivos maduros de N. crassa; posteriormente se homogenizé con ayuda de un
agitador tipo Vortex. Después, el homogenizado se filtr6 mediante un embudo
que contenia como filtro tela sintética tipo magitel doble de un tamario de 5 cm?
aproximadamente, ambos estériles; posteriormente, se realizaron diluciones
hasta obtener una concentracién aproximada de 2.7 X 10° células/mL; el conteo
se realizo utilizando una camara de Neubauer o hematocitometro de 1/10 mm

de profundidad.

5.5 Preparacion de camaras de cultivos

La preparacion de las camaras de cultivo se realizd con base a la
metodologia descrita por Loépez-Franco, (1992) la cual fue modificada de
acuerdo a las necesidades de este trabajo. Todo el procedimiento se llevé a
cabo dentro de una campana de flujo laminar. Primeramente se prepararon
camaras humedas, las cuales consistieron en una caja petri de 9 cm de
diametro, a la cual se le colocé un papel filtro de 7.5 cm de diametro
humedecido con agua destilada; posteriormente, se colocé una varilla de vidrio

en forma de “V” estéril y un portaobjetos de 25 X 75 mm estéril (Fig. 2a). El
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a)

Papel filtro
Portaobjetos /\
A/A
/ Varilla de vidrio
Caja Petri
b)
c)

Figura 2. Representacion esquematica de la preparacion de las camaras de
cultivo. a) Preparacion de la camara humeda, b) colocacion del medio de cultivo
en portaobjetos, c) camara humeda con medio de cultivo.
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MCV se liquificé mediante bafio maria. Una vez liquificado y libre de burbujas,
se tomo una pipeta Pasteur (la cual se calenté en el mechero de Bunsen hasta
que se doblo ligeramente) y con la ayuda de un bulbo, se tom6 una pequeia
cantidad de MCV el cual se coloco en el extremo de un portaobjetos con una
inclinacion de 25° aproximadamente. El MCV se extendié con la pipeta Pasteur
formando una ligera capa (Fig. 2b); este procedimiento se hizo de manera
rapida para que el orificio de la pipeta no se obstruyera, pero haciendo un
movimiento suave, constante y sin despegar la pipeta Pasteur del portaobjetos.
Después, el portaobjetos fue regresado a la camara humeda para dejar

solidificar (Fig. 2c).

5.6 Transferencia del inoculo a las camaras de cultivo

Una vez que las esporas de la cepa de N. crassa fueron recuperadas, se
tomaron 10 pl de esporas (2.7 X 10° células/ml aproximadamente) y se
inocularon en un extremo de la camara de cultivo. Con la ayuda de una pipeta
Pasteur esterilizada y doblada ligeramente se realizé un frotis suave y constante
sobre el medio, el frotis se realizd varias veces para asegurar que las esporas
quedaran distribuidas por todo el cultivo. La preparacion se incubé a una

temperatura de 27 + 2 °C.
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5.7 Observacion al microscopio

Las observaciones al microscopio de las células fungicas se realizaron
cada hora a partir de la hora 0 hasta las 10 horas de incubacion. Por lo tanto, se
utilizé una muestra para cada hora de incubacion. A cada muestra se colocé un
cubreobjetos de 22 X 30 mm de manera muy suave para evitar estrés en las
células; posteriormente se colocé una gota de aceite de inmersién y se observo
bajo el microscopio compuesto, VANOX-S (Olympus), utilizando la lente de

inmersién 100X mas un lente 6ptico de 25X utilizando contraste de fases.

5.8 Captura de imagenes

Las imagenes obtenidas durante las observaciones fueron capturadas
con una camara Hamamatsu modelo C2400 y procesadas con un Procesador
de imagenes Argus-10. Para las video-grabaciones se utilizaron cintas Super
VHS asi como una video-grabadora Time-Lapse Modelo AG-6740 para analisis

posteriores.

5.9 Analisis y procesamiento de datos

Para los analisis de las células fangicas con longitudes mayores a 30 um,
se realizaron mosaicos de imagenes individuales utilizando una video grabadora
Modelo BR-S525U y el programa para captura, andlisis y procesamiento de
imagenes Image-Pro Plus®. Para el analisis estadistico se utilizdé el paquete

Microsoft® Excel 2002 y el paquete para graficos Sigma-Plot version 6.0.



6. RESULTADOS

6.1 Germinacion y crecimiento de las germinulas de Neurospora

crassa
De acuerdo a la clasificacion de Schmit y Brody (1976), en este trabajo

se determinaron 4 estadios de desarrollo (Fig. 3):

Figura 3. Clasificacién de los estadios de germinulas de N. crassa. a) Fase de
hidratacién, b) fase de emergencia del tubo germinativo, c) fase de elongacion
del tubo germinativo, d) fase de la formacion de la primera ramificacion. Escala
5 um.
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En la figura 4 se observa el cambio en morfologia de las células fungicas
a lo largo del tiempo. Al tiempo de 0, 1y 2 horas de incubacion, las esporas
comienzan gradualmente a crecer en forma isotropica (Fig. 4, 0-2h).
Posteriormente, en el periodo de 3 a 4 horas de incubacién, el crecimiento
isotropico cesa para iniciar con la emergencia del tubo germinativo en un punto
de la espora (Fig. 4, 3-4h). A partir de las 5 horas de incubacion, ocurre la
elongacion del tubo germinativo, es decir, un crecimiento polarizado (Fig. 4, 5-
7h; Fig. 5; Fig. 6). Transcurridas 10 horas, las germinulas ya comenzaban a

presentar pequefias ramificaciones (Fig. 7).

La determinacion de los estadios de crecimiento se realizé6 mediante la
observacion de 100 células cada hora a partir del tiempo cero hasta las 10
horas de incubacién. Al tiempo de las 0, 1y 2 horas de incubacién, el 100% de
las células examinadas presentaron la fase de hidratacion (Fig. 8). A partir de
las 3 horas en adelante se empezaron a observar en las células fangicas
diferencias morfologicas, el 82% de las células observadas se encontraban en
fase de hidratacién, y el 18% ya presentaban la fase de emergencia del tubo
germinativo (Fig. 8). A las 4 horas, el 62% de las células estaban en la fase
de hidratacion, mientras que el 38% correspondia a la fase de emergencia del
tubo germinativo (Fig. 8). Posteriormente, a las 5 horas, el 31% de las células
observadas se encontraban ain en fase de hidratacion, el 56% en emergencia

del tubo germinativo y el 13% ya comenzaban a presentar la siguiente
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Figura 4. Germinacion y crecimiento de esporas de N. crassa cepa silvestre de
0 a 7 horas de incubacioén. Escala 5 ym.



Figura 5. Imagen completa de una germinula de N. crassa con 8 horas de incubacién. Longitud
de 116 ym. Escala 5 ym.
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Figura 6. Imagen completa de una germinula de N. crassa con 9 horas de incubacién. Longitud de 150
pum. Escala 5 ym.
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Figura 7. Imagen completa de una germinula de N. crassa con 10 horas de incubacién. Longitud de 356
jum. Escalla 15 jum.
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fase de crecimiento, la elongacién del tubo germinativo (Fig. 8). A las 6 horas,
se encontr6 que un 40% de las células presentaban emergencia del tubo
germinativo, un 43% en elongacion del tubo germinativo y el 17% de las células
pertenecian a la fase de hidratacion (Fig. 8). A las 7 horas, el 12% de las
esporas se encontraban en fase de hidratacion, el 30% en emergencia del tubo
germinativo y el 58% en elongacion del tubo germinativo (Fig. 8). Al tiempo de 8
y 9 horas de incubacion, el porcentaje de esporas en fase de hidratacion fue del
15% en ambos tiempos y en el estadio de emergencia del tubo germinativo fue
del 19% vy 20 % respectivamente. Con respecto al estadio de la elongacion del
tubo germinativo los porcentajes fueron de 66% y 65% respectivamente (Fig. 8).
Finalmente, a las 10 horas, el 14% de las esporas aln se encontraban en fase
de hidratacién, el 13% en emergencia del tubo germinativo, el 55% en
elongacion del tubo germinativo y sélo el 18% de las células fungicas restantes

ya presentaban pequefias ramificaciones (Fig. 8).



100 -

de N. crassa
(3,
o

Porcentaje de los estadios de desarrollo en germinulas

30-
201
oL LI
o
0 2 3 4 5 7 8 9 10

Tiempo de incubacion (hrs.)

Figura 8. Porcentaje de los diferentes estadios de desarrollo en germinulas
de N. crassa cepa silvestre durante 10 horas de incubacién (n = 100). Fase
de hidratacion B, emergencia del tubo germinativoll , elongacién del tubo
germinativof , formacién de ramificacion [ .
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El crecimiento y desarrollo de células fungicas de N. crassa se determin6
mediante la medicién de 30 células por cada hora de incubacién (Tabla I). De
acuerdo a los resultados anteriores, la fase de hidratacion ocurre a partir de
las 0 a las 2 horas de incubacién, por lo tanto a las 0 horas, las células
fungicas presentaron un didmetro promedio de 7.3 £ 0.8 um; 1 hora mas
tarde, el diametro promedio fue de 7.5+ 0.9 pm y a las 2 horas, el diametro
fue de 7.6 + 0.9 um. La siguiente fase que se presenta durante el crecimiento y
desarrollo en hongos filamentosos es la emergencia del tubo germinativo,
ocurriendo en un periodo de 3 a 4 horas, durante este lapso de tiempo, las
células presentaron una longitud promedio total de 9.6 + 2.4 um. La fase de
elongacion del tubo germinativo comienza a presentarse a partir de las 5 horas
de incubacion y en este estudio se encontré que al tiempo de 5 horas las
células presentaron una longitud promedio de 17.4 + 4.0 ym (Fig. 9) con un
valor minimo de 14.1 ym y un maximo de 25.1 pm; al tiempo de 6 horas, la
longitud promedio fue de 22.8 + 7.3 pym, presentando un valor minimo de 14.1
um y un maximo de 37.4 ym; a las 7 horas, la longitud promedio fue de 40.6 +
30.8 um, cuyo tamafio minimo encontrado fue de 13.7 ym, mientras que el valor
maximo fue de 105 pym; a las 8 horas de incubacion, la longitud promedio que
se present6 fue de 71.2 + 28.5 ym con un valor minimo de 22.7 ymy su valor
maximo fue de 116.4 pm; para las 9 horas de incubacién, la longitud

promedio fue de 82.8+46.1 ym con un minimo de 28.2 ymy un maximo de



Tabla I. Evaluacion de los distintos estadios de N. crassa cepa silvestre. * Promedio + Desviacion Estandar.

Estadio Tiempo en horas Longitud (um) *
Fase de hidratacion 0 7.3+0.8
1 75+0.9
2 76+09
Fase de emergencia del tubo 3-4 96+24
germinativo
Fase de elongacion del tubo germinativo 5 174+ 40
6 22.8+7.3
7 40.6 £ 30.8
8 71.2+28.5
9 82.8 +46.1
10 168.0 £ 76.9
Fase de formacion de ramificacion 10 357.8+914

29



30

155.7 ym; en cambio, a las 10 horas de incubacién la longitud promedio fue de
168.0 + 76.9 pm con un minimo de 76.4 pm y un maximo de 332.1 um (Fig. 9).
Otro estadio de desarrollo que se presenta en germinulas de N. crassa, es la
fase de la formacibn de la primera ramificacion; dicha fase ocurre
aproximadamente a las 10 horas y la longitud promedio que se presento fue de
357.8 £ 91.4 ym donde el valor minimo fue de 242.8 uym y el valor maximo fue

de 453.5 um (Fig. 9).
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Figura 9. Longitud promedio de las germinulas de N. crassa a partir de las 5
a las 10 horas de incubacién. Promedio * desviacion estandar (n = 30).
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6.2 Tasa de crecimiento en germinulas de Neurospora crassa

Para determinar la tasa de crecimiento de las germinulas de N. crassa,
se realizaron grabaciones desde la fase de emergencia del tubo germinativo y
durante un periodo de 10 horas de crecimiento. Se utiliz6 el microscopio
compuesto a un aumento total de 250x.

En este andlisis, se observé que durante los estadios tempranos de
crecimiento (emergencia del tubo germinativo) la tasa de crecimiento es muy
lenta, a longitudes menores a las 100 um, se determind que la tasa de
crecimiento promedio fue de 0.1 + 0.2 pm/min. (Fig. 10). No obstante, se
determiné que conforme las germinulas aumentaban en longitud, la tasa de
crecimiento también aumenté. A una longitud de 150 um, la tasa de crecimiento
promedio fue de 1.4 + 0.3 ym/min. (Fig. 10). Como se puede observar en la
figura 10 no todas las germinulas de N. crassa crecieron a la misma velocidad,
por lo tanto algunas de las germinulas alcanzaron longitudes mayores durante
el tiempo de grabacion. Algunas de las germinulas registraron una longitud
mayor a las 450 um presentando una tasa de crecimiento promedio de 3.9 + 1.1
Mm/min.

La figura 11 muestra los valores de la tasa de crecimiento de la
germinulas contra el tiempo expresado en minutos, observandose que la tasa
de crecimiento de las germinulas N. crassa presentan una tendencia
aparentemente exponencial a pesar de mostrar frecuentes oscilaciones en sus

tasas de crecimiento. En la figura 12, se puede observar que también el
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incremento en la longitud de las germinulas con respecto al tiempo sigue una

tendencia exponencial.

Tasa de crecimiento de germinulas
de N. crassa (um/min)

T T T T T T T
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Longitud de germinulas de N. crassa (um)

Figura 10. Tasa de crecimiento de germinulas de N. crassa cepa
silvestre. Cada linea representa una germinula (n = 4).
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Figura 11. Tesa de crecimiento de germinulag de N. erassa con respecto al
tiempo de ineubacién. Cada linea representa una germinula (n = 4),
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Figura 12. Longitud de germinulas de N. crassa con respecto al tiempo de
incubacion. Cada linea representa una germinula (n = 4).
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6.3 Ocurrencia de septos en germinulas de Neurospora crassa

Mediante observaciones preliminares se detectd la presencia de septos
en las germinulas de N. crassa a partir de un periodo de incubacién de 7 horas,
por lo cual la ocurrencia de septos en germinulas se determind mediante la
medicion de 20 células a partir de las 6 hasta las 10 horas de incubaciéon

tomando el siguiente criterio de clasificacion (Fig. 13):

| D
D

D

Figura 13. Representacion esquematica de la clasificacion de septos en
germinulas de N. crassa. a) Germinula sin septo, b) germinula con septo en el
cuello del tubo germinativo, ¢) germinula con septo en el tubo germinativo.
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En la figura 14 y en la tabla Il, se observa que a las 7 horas de
incubacién, el 60% de las germinulas de N. crassa con una longitud de 41.7 +
18.7 um no presentaron septos y el 40% restante con una longitud de 48.5 +
23.9 ym presentaron un solo septo ubicado en el cuello del tubo germinativo. A
las 8 horas de incubacion, el 45% de las germinulas con una longitud de 67.1 +
18 um, no presentaron septos, mientras del 35% de las células con una longitud
de 84.1 £ 26.6 um presentaron un septo, el 30% presentaron el septo en el
cuello del tubo germinativo, y el 5% presentaron el septo en el tubo germinal. El
20% restante de las células con una longitud de 85.3 + 26.2 pm, presentaron
dos septos. A las 9 horas de incubacion, el 40% de las germinulas con longitud
de 46 + 22.8 um no tenian aun septos, el 40% con longitud de 69.6 + 35.7 um,
contaban con un septo en donde el 35% presentaba el septo en el cuello del
tubo germinal y el 5% lo presentaba en el tubo germinativo; el 15% de las
germinulas con longitud de 114.2 + 37.2 um contaba con dos septos y un 5%
con una longitud de 154.2 present6 tres septos. Finalmente, a las 10 horas de
incubacioén, la cantidad de germinulas con septos incrementd, solo el 10% de
las germinulas (126.7 £+ 13 ym) no contaban con la presencia de septos,
mientras que un 10% (103.2 + 56.7 ym) presentaban un septo, donde un 5% el
septo estuvo presente en el cuello del tubo germinativo y en el otro 5% en el
tubo germinativo. Por otro lado, el 35% de las germinulas (139.4 + 56.7 um)
presentaban dos septos ademas el 5% de ellas ya presentaban 2

ramificaciones, el 20% (275.5 + 68.2 ym) presentaron tres septos, un 10%
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(207.8 + 49.4 um) presentaron cuatro septos, un 5% (453.5 um) presenté cinco
septos y la presencia de 2 ramas, otro 5% (332.1 um) presenté seis septos y
una ramificacion, finalmente un ultimo 5% (402.8 um) presenté 8 septos a lo
largo de toda la germinula y 2 ramificaciones. La formacién del primer septo
detras de la zona apical del tubo germinativo, se form6é a una distancia

promedio de 88.8 + 42.7 um. La distancia promedio entre septo y septo fue de

34.4 £22.3 uym.
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Figura 14. Porcentaje de la presencia de septos en germinulas de N. crassa (n
= 20).



Tabla Il. Evaluacién de septos en germinulas de N. crassa cepa silvestre. * Promedio * desviacién estandar (n =

20).
Tiempo de Longitud No.de % del Comentarios
incubacion de las septos total
(hrs.) germinulas
(pm) *
6 27.7 £ 9.1 0 100 %
7 41.7 £ 18.7 0 60 %
48.5+23.9 1 40 %  Todas las germinulas presentaron el septo en el cuello del
tubo germinativo.
8 67.1+18 0 45 %
30% con el septo en el cuello del tubo germinativo y el 5%
84.1+26.6 1 35 % tenian el septo en el tubo germinativo a una distancia del
apice celular de 62.5 uym.
Las germinulas presentaron un septo en el cuello del tubo
germinativo y otro en el tubo germinativo. La distancia del
85.3 £26.2 2 20%  1er. septo detras del apice celular se presenté a una

distancia promedio de 42.2 + 16.2 ym* y la distancia
promedio entre septo y septo fue de 21.7 + 6.8 um*.
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Continuacion tabla II.

Tiempo de Longitud No.de % del Comentarios
incubacion de las septos total
(hrs.) germinulas
(pm)*
9 46 £22.8 0 40 %
35% de las germinulas presentaban el septo en el cuello
del tubo germinativo y el 5% de las células tenian el septo
69.6 + 35.7 1 40 % en el tubo germinativo a una distancia del apice celular de
71.8 pm.
Las germinulas presentaron un septo en el cuello del tubo
1142+ 37.2 2 15 % germinativo y otro en el tubo germinativo. La distancia
promedio del 1er. septo detras del apice celular fue de 70.4
+ 21.3 ym* y la distancia promedio entre septos fue de 20
+12.8 ym*.
Germinula con un septo en el cuello del tubo germinativo y
154.2 3 5% los 2 septos restantes a lo largo del tubo germinativo. La

distancia del 1er. septo detras del apice celular fue de 68.7
pum y la distancia promedio entre septos fue de 29.4 + 4.4
pm*.
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Continuacion tabla Il.

Tiempo de Longitud No.de % del Comentarios
incubacion de las septos total
(hrs.) germinulas
(pm) *
10 126.7 £+ 13 0 10 %
El 5% de las germinulas presentaron el septo en el cuello
103.2 £ 37.9 1 10 %  del tubo germinativo y el otro 5% en el tubo germinativo a
una distancia del apice celular de 83.1 ym.
Germinulas con un septo en el cuello del tubo germinativo
y otro en el tubo germinativo. La distancia promedio del
139.4 £ 56.7 2 35 % 1er. septo detras del apice celular fue de 93.6 + 41.4 um*
y la distancia promedio entre septo y septo fue de 22 +
10.6 uym. El 5% de estas germinulas presentaron 2
ramificaciones, una ramificacién a una distancia de 98.1
pm del apice celular y la otra ramificacién a 51.2 um del
apice celular.
15% de las germinulas presentaron un septo en el cuello
del tubo germinativo y el resto de los septos se
275.5 £ 68.2 3 20 %  presentaron a lo largo del tubo germinativo. 5% de las

germinulas presentaron los septos a lo largo del tubo
germinativo. La distancia promedio del 1er. septo detras
del apice celular fue de 138.1 £ 24.2 um* y la distancia
entre septo y septo fue de 43.2 £ 21.8 um*.
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Continuacion tabla Il.

Tiempo de
incubacion
(hrs.)

Longitud
de las
germinulas

(pm) *

No. de
septos

% del
total

Comentarios

10 207.8 £494

4

10 %

Germinulas con un septo en el cuello del tubo germinativo
y el resto a lo largo del tubo germinativo. El primer septo
detras del apice celular se encontr6 a una distancia
promedio de 68.7 + 19.4 um* y la distancia promedio entre
septo y septo fue de 34.5 + 17.7 pym*.

453.5

5

5%

Germinula con un septo en el cuello del tubo germinativo y
el resto de los septos distribuidos a lo largo del tubo
germinativo. El 1er septo detras del apice celular se
encontré6 a una distancia de 159.3 uym y la distancia
promedio entre septo y septo fue de 57 + 51.5 um*. Este
5% present6 2 ramificaciones en donde la 1ra. ramificacién
se encontr6 a una distancia de 52.5 pym del apice celular y
la 2da. ramificacion se localiz6 a 377.5 um del apice
celular.

332.1

6

5%

Germinula con un septo en el cuello del tubo germinativo y
los demas septos a lo largo del tubo germinativo. El 1er
septo detras del apice celular se encontré a una distancia
de 121.8 ym y la distancia promedio entre septo y septo
fue de 30.8 + 15.6 um*. A esta germinula se le observé la
presencia de una sola ramificacion encontrandose a una
distancia del apice celular de 25 ym.
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Continuacion tabla |l.

Tiempo de Longitud No. de

% del
total

Comentarios

incubacion de las septos
(hrs.) germinulas
(um) *
10 402.8 8

5%

Germinula con un septo en el cuello del tubo germinativo y
el resto de los septos distribuidos a lo largo del tubo
germinativo. El 1er septo detras del apice celular se
encontr6 a una distancia de 55.6 uym y la distancia
promedio entre septo y septo fue de 40.8 + 18 um*. A esta
germinula se le observaron 2 ramificaciones. La 1ra
ramificacion se encontré a una distancia de 75 ym del
apice celular, mientras que la 2da. ramificacion se observé
a una distancia de 281.2 um del apice celular.
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En la figura 15 se muestra que a longitudes menores de 150 um, las
germinulas mostraron un intervalo de 0 a 2 septos por germinula, y a longitudes
mayores de 150 pm, el nimero de septos va incrementando progresivamente,

R=0.712.

y =-0.26+0.01x

Numero de septos por germinula

0t e o o : . . : : : 3
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Longitud de las germinulas (pum)

Figura 15. Correlacién entre la longitud y el nimero de septos presentes en
germinulas de N. crassa cepa silvestre. R= 0.712 (n = 20).
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6.4 Visualizacion del Spitzenkérper en germinulas de Neurospora
crassa en relacion a la longitud y a la organizaciéon celular del tubo
germinativo

En germinulas menores a los 150 um la visualizacion del Spk no se
registr6 (Fig. 16 y Fig. 17). En dichas germinulas los organelos como
mitocondrias, nucleos y granulos citoplasmaticos se encontraron abarcando
toda la germinula sin una organizacioén especial visible (Fig. 16a-c y Fig. 17). En
general, algunos nucleos podian ser visibles dentro del apice celular (Fig. 16b-c,
Fig. 17). En ocasiones, algunos granulos citoplasmaticos y vesiculas

presentaban movimientos rapidos dentro de dicha region.

Figura 16. Germinulas de N. crassa sin una organizacién apical aparente. Las
flechas indican nucleos en el apice celular. a) Germinula de 35 ym de longitud, b)
germinula de 57 ym de longitud, c) germinula de 105 um de longitud. Escala 5
Mm.



Figura 17. Germinulas de N. crassa sin una organizacion apical y sin la presencia de un Spk.
Longitud de 150 um. Escala 5 ym.
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A partir de las 150 ym de longitud, las germinulas ya presentaban un
desplazamiento de los nucleos a la zona subapical, las mitocondrias
presentaban un tamafio pequefio y una forma granular, mientras que los
nucleos mostraban una forma ovoide encontrandose muy cerca de dicha region
(5.2 £ 0.2 ym). Conforme las germinulas se elongaban, los organelos poco a
poco presentaban cierto grado de organizacién celular, donde las mitocondrias
se mostraban mas grandes y alargadas y los nucleos se alejaban cada vez mas
de la region apical (Fig. 18a). Mientras sucedia este proceso, en los apices de
las germinulas, se comenzé a observar una pequeiia zona de exclusién (una
zona de color claro) con un tamafio promedio de 0.6 £ 0.3 um; detras de esta
zona de exclusion un grupo de mitocondrias era visible y posterior a las
mitocondrias se hallaban los nucleos (Fig. 18b). Después se observé como la
zona de exclusion era mas grande y mas definida (Fig. 18c) con un tamafio
promedio de 0.8 + 0.1 pm; detras de la zona de exclusién las mitocondrias
aparecen como un grupo mas definido. Por otra parte, cuando el Spk se hace
visible en los épices de los tubos germinativo de germinulas, éste aparece
Como un cuerpo muy pequefio con una apariencia de color gris claro con un
tamario promedio de 0.3 ym (Fig. 18d) al cual se le denomind como
inmaduro, posterior a este cuerpo apical, se pudo observar como la zona de
exclusion rodeaba al Spk. Detras de esta zona de exclusion, el grupo de los

nucleos se aleja cada vez mas del apice celular (Fig. 18d).
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E
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. I

Figura 18. Germinula de N. crassa. a) Germinula con nucleos desplazados a la
zona subapical, b) formacién de la zona de exclusién, c) zona de exclusion mas
definida, d) aparece un Spk inmaduro de color gris, e-f) Spk mas definido.

Escala 5 ym.
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Posteriormente, el Spk inmaduro va progresivamente haciéndose mas
visible y aparece como un cuerpo mas oscuro (Fig. 18e) observandose una
zona de exclusion también mas definida y mas grande alrededor del Spk. El
grupo de mitocondrias alargadas y algunos nlcleos ya se encuentran mas
alejados del apice celular. Aproximadamente al tiempo de 30 minutos, el Spk es
mucho mas definido, observandose oscuro y esférico de un tamarfio promedio
de 0.5 £ 0.1 pym, rodeado por una zona de exclusién bien delimitada de una
longitud promedio de 0.9 + 0.2 pm (Fig. 18f). En ocasiones, el Spk estuvo
acompaniado de 1 a 3 granulos citoplasmaticos (Fig. 19), asi como la presencia

de algunas mitocondrias que hacian contacto con el Spk (Fig. 18f).

Figura 19. Apices de germinulas de N. crassa donde se muestra la presencia de
granulos citoplasmaticos cerca del Spitzenkérper (Spk). a) Con un granulo, b)
dos granulos, c) tres granulos. Escala 5 um.
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6.5 Presencia y tamaio del Spitzenkérper en relacion a la tasa de
crecimiento en germinulas de Neurospora crassa

La presencia y el tamarfio del Spk en relacion a la tasa de crecimiento se
evalué en una de diez germinulas de N. crassa de una longitud de 450 um.
Cuando el Spk se observd como una estructura inmadura, la tasa de
crecimiento que presenté la germinula fue de 2 yum/min y el Spk present6 un
tamafio aproximado de 0.2 ym (Fig. 20). Durante un tiempo aproximado de 20
minutos el Spk inmaduro fue visualizado de manera inconsistente, apareciendo
y desapareciendo del apice celular. Sin embargo durante este tiempo la zona de
exclusion se visualiz6 de manera constante y la tasa de crecimiento aumenté
paulatinamente. Una vez que el Spk alcanz6 un tamario aproximado de 0.5 + 1
pm se visualiz6 de manera constante y la tasa de crecimiento en esta fase
aumento6 a 3.6 + 0.4 ym/min. En la figura 20 se puede observar que aunque el
indice de correlacion es de 0.660, la tasa de crecimiento en germinulas de N.
crassa esta aparentemente en relacion con el tamario del Spk, ya que conforme

aumenta de tamafio el Spk, la tasa de crecimiento también es mayor.



y=1.71+2.92x
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FIGURA 20. Correlacién entre el tamario del Spk y la tasa de crecimiento en
germinulas de N. crassa cepa silvestre. R= 0.660 (n = 1).
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6.6 Relacion del Spitzenkérper con la orientacion del tubo
germinativo en germinulas de Neurospora crassa

Una vez visualizado el Spk, la orientacién del tubo germinativo en
germinulas de N. crassa estuvo determinada por la posicion de dicha
estructura. Sin embargo, antes de visualizarse el Spk en su fase oscura en el
apice celular, primeramente aparecié una pequefia zona de exclusién, la cual
aparentemente también estuvo relacionada con la orientacion del tubo
germinativo (Fig. 21).

En la figura 21, se muestra una secuencia de crecimiento de germinulas
de N. crassa, en la cual solo se visualiza la zona de exclusion. Al tiempo de
0:13 min. en el apice celular del tubo germinativo de las germinulas, la zona de
exclusion esta dirigida hacia la parte media apical superior del eje longitudinal
del tubo germinativo la cual parece orientar en dicha direccién a la germinula. A
los 2 min. se observd como la pequefia zona de exclusién se encuentra
localizada sobre el eje longitudinal del tubo germinativo. A los cuatro minutos,
se observé como el crecimiento apical aparentemente dirigido por la pequefia
zona de exclusion, esta orientado hacia la parte media apical inferior del eje
longitudinal. A los seis minutos, se observé un cambio en la direccién de
crecimiento del tubo germinativo, 2 minutos después (a los 8 min.), el
crecimiento sigue en la misma direccién, observandose aun una pequefia zona

de exclusion en el apice celular; a los 10:21 min. se observé que la zona
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Figura 21. Comportamiento del crecimiento de germinulas de N. crassa sin la
presencia de un Spk en el domo apical. El nimero en la parte superior
derecha indica tiempo en minutos y segundos. Escala 5 um.
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de exclusion cambié de posicion dentro del apice celular y con ello la direccion
de crecimiento. Dos min. después, el crecimiento polarizado comenzé a seguir
su eje longitudinal, tomando una apariencia de linea recta, pero la visualizacién
de la zona de exclusion fue casi nula. A los 14 y 16 min. se observé que el
crecimiento del tubo germinativo sigue su eje longitudinal y nuevamente pudo
ser visible una zona de exclusion. A los dieciocho min., se observé que la
direccion de crecimiento cambié hacia la zona apical media inferior, siguiendo el
eje longitudinal del tubo germinativo; a los 20 min., se observé que el
crecimiento apical mantuvo el eje longitudinal observandose aun en la parte
apical la zona de exclusién pero un poco mas grande. Posteriormente, 4 min.
después, en el apice celular se siguid observando la zona de exclusién y la
elongacion apical mantuvo su eje longitudinal en la misma direccion. Durante la
observacion de la zona de exclusién en los apices celulares de las germinulas
de N. crassa pudo observarse una estructura de apariencia muy clara dentro de
la zona de exclusion (posiblemente un Spk).

Aproximadamente después de 30 minutos de grabacion aparecio el Spk
en su forma inmadura conservando la direccion de crecimiento y una vez que el
Spk se encuentra bien definido dentro del domo apical, el tubo hifal de las
germinulas present6 en general una direccion fija sobre su eje longitudinal sin

un crecimiento ondulatorio aparente (Fig. 22).
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Figura 22. Comportamiento del crecimiento de germinulas de N. crassa con
la presencia de un Spitzenkdrper (Spk) dentro del domo apical. El nimero en
la parte superior derecha indica tiempo en minutos y segundos. Escala 5 um.



7. DISCUSIONES

El estudio de germinulas de N. crassa cepa silvestre mediante el uso de
microscopia de contraste de fases y la video-microscopia, permitié analizar
acontecimientos como el proceso de germinaciéon y la visualizacién del Spk en
los &pices celulares. Este es el primer reporte donde se muestran detalles
citologicos en la organizacion celular apical, ontogenia, comportamiento del Spk
y tasa de crecimiento en germinulas de N. crassa.

La grabacion de imagenes microscopicas fue esencial para llevar a cabo
el analisis cuantitativo y cualitativo de los procesos citoldgicos que ocurren en el
interior de las células fungicas; lo cual hizo posible observar sucesos que
ocurren a corto plazo y que son importantes en los cambios morfolégicos de las
germinulas de N. crassa.

Estos hallazgos, contribuyen a aportar nueva informacioén en germinulas
y refuerza que el Spk juega un papel importante en el crecimiento apical y
morfogénesis tanto en germinulas como en hongos maduros (Girbardt, 1957,
1969; McClure et al., 1968; Grove y Bracker, 1970; Bartnicki-Garcia, 1989;

Bracker et al.,1997 y Riquelme et al., 1998).

7.1 Germinacion y crecimiento de las germinulas de Neurospora crassa

Para conocer mas acerca el desarrollo morfolégico que presenta el

hongo ascomiceto N. crassa, se realizé6 un trabajo de reconocimiento de las
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diferentes fases de desarrollo del hongo. Cuatro estadios distintos fueron
reconocidos: fase de hidratacién, fase de emergencia del tubo germinativo, fase
de elongacion del tubo germinativo y fase de formacion de ramificaciones; tres
de estos estadios (fase de hidratacion, emergencia del tubo germinativo y
elongacioén del tubo germinativo) ya habian sido descritos por Schmit y Brody,
(1976) y sefialados por Seiler y Plamann, (2003).

Los resultados obtenidos en este trabajo fueron muy similares a los
descritos por los autores antes mencionados; pero, Seiler y Plamann, (2003),
mencionan en su escrito, que a las 10 horas de incubacién de las esporas del
hongo N. crassa una nueva hifa es generada por ramificacién del
compartimiento subapical. Mediante las observaciones realizadas en este
trabajo, se confirma que a partir de las 10 horas de incubacion, en las
germinulas de N. crassa dan inicio a las primeras ramificaciones. Por esta
razon, este proceso se tomé como otra fase de desarrollo en las germinulas.

Es importante sefalar, que debido a la amplia variaciéon de puntos de
vista, es recomendable hacer ensayos de este tipo para poder tomar criterios
que puedan ser favorables en la elaboracion de cualquier trabajo de

investigacion.

7.2 Ocurrencia de septos en germinulas de Neurospora crassa
Hunsley y Gooday, (1974) reportaron en hifas maduras de N. crassa, que

la formacion de septos inicia a las 100-180 um detras del apice de la hifa y la
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separacion entre septo y septo es de 55 + 25 ym. Sin embargo, en este trabajo
se encontré que la formacion del primer septo detras de la zona apical del tubo
germinativo, se formé a una distancia promedio de 88.8 + 42.7 ym y la distancia
promedio entre septo y septo fue de 34.4 + 22.3 um. La diferencia que se
presentd en germinulas con respecto a lo reportado para hifas maduras de N.
crassa puede ser debido a que las germinulas son muy pequefias y poseen un
diametro menor (aproximadamente la mitad del diametro de una hifa madura).
Por otro lado, la formacién de septos en germinulas puede ser un indicador de
que la célula comienza a presentar cierto grado de organizacién o cierta
madurez celular. Sin embargo en este trabajo no se pudo determinar si existe
alguna relaciéon septo-spk, aunque el Spk fue visualizado Unicamente en

germinulas con presencia de dos septos en adelante.

7.3 Organizacién celular en germinulas de Neurospora crassa

La descripcion citoplasmatica subapical ha sido descrita solo en hifas
maduras de N. crassa por Lopez-Franco y Bracker, (1996). En cambio, la
descripcion citoplasmatica subapical en germinulas no se habia documentado.

De acuerdo a las observaciones realizadas, en este trabajo se determiné
que algunos organelos citoplasmaticos como nucleos y mitocondrias nos
permiten determinar el grado de organizacion en las células fungicas, debido a
que antes de la visualizacién del Spk en las germinulas, dichos organelos se

encontraban ocupando toda la célula fangica; sin embargo, cuando las
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mitocondrias pasaron de una forma pequefia a una forma mas grande y
alargada apareci6 un Spk inmaduro, que gradualmente se fue definiendo hasta
visualizarse como un Spk de fase oscura. Al visualizarse esta estructura, se
puede reconocer que los organelos celulares presentan cierto grado de
organizacion, lo cual nos lleva a determinar que la visualizacion del Spk en

germinulas de N. crassa parece depender del nivel de organizacion intracelular.

7.4 Visualizaciéon del Spitzenkérper en germinulas de Neurospora
crassa

La visualizacion del Spk en germinulas utilizando microscopia de
contraste de fases, se dio a partir de longitudes mayores de 150 ym. El Spk
aparecio6 dentro de la region distal del domo apical como lo reporté Caesar-Ton
et al., (1987) en germinulas de N. crassa.

Cuando el Spk se visualizé dentro del domo apical en las germinulas de
N. crassa, fue debido a la presencia de una nube de vesiculas en la region
apical. Este Spk, fue muy pequefio y con una apariencia de color gris muy claro
(con contraste de fases) al cual se le denominé como Spk inmaduro. Este
cuerpo apical inmaduro, presentaba una forma amorfa. Es posible que la
apariencia amorfa y el color del Spk es debido a que en el apice celular no se
encontraban las vesiculas necesarias (componente principal del Spk (McClure
et al., 1968; Girbardt, 1969; Grove y Bracker, 1970 y Howard, 1981)) para dar la

forma esférica y oscura como se ha sido descrito en los trabajos de Brunswik,
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(1924); Girbardt, (1957) y por Lépez-Franco y Bracker (1996), aunque hay que
tomar en cuenta que estos estudios solo se han realizado en hifas de hongos
maduros.

Posteriormente, esta estructura amorfa fue progresivamente haciéndose
mas visible, hasta que aparecié como un cuerpo esférico y oscuro como fue
descrito para hifas maduras por Brunswik, (1924); Girbardt, (1957) y Lépez-
Franco y Bracker (1996). Cuando el Spk en germinulas presenta las
caracteristicas antes descritas, muy posiblemente es debido a que la cantidad
de vesiculas citoplasmaticas dentro del apice celular son las suficientes para
formar al complejo y dar la forma que caracteriza al Spk.

La morfologia de los Spk que se observaron en este trabajo, fue similar
al descrito para N. crassa por Lépez-Franco y Bracker, (1996). Sin embargo la
region central (“Core”) descrita por dichos autores, no se visualizé en ninguna
germinula. Es posible que debido a que el Spk en estadios tempranos de N.
crassa es de tamafio muy pequefio y no sea posible visualizar completamente

su estructura.

7.5 Comportamiento del Spitzenkérper en germinulas de
Neurospora crassa

Riquelme et al., (2000) han reportado que en hifas maduras de N. crassa
cepa silvestre, el Spk mostré6 movimientos dominantes acompafado de

pequenas oscilaciones transversales. Se asume en este trabajo que el
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movimiento dominante ocurre cuando las germinulas presentan una velocidad
de elongacién promedio de aproximadamente 3.6 + 0.4 ym/min. Cuando las
germinulas alcanzaron esta velocidad el Spk mostré un movimiento constante
sobre el eje longitudinal del apice con la presencia de ligeras oscilaciones
transversales dentro del domo apical sin perder la direccion fija sobre su eje.
Asi mismo, también se observdé que mientras las células fangicas no
presentaban una organizacion intracelular visible, el Spk no se visualizd. Sin
embargo, cuando aparece como un Spk inmaduro, esta estructura aparece y
desaparece constantemente con movimientos altamente irregulares, causando
al tubo germinativo cambios en la direccion de crecimiento; un caso similar es el

que se reporta en germinulas de U. vignae y P. graminis por Dijkterhuis, (2003).

7.6 Relacion del Spitzenkérper con la orientacion del tubo
germinativo en germinulas de Neurospora crassa

Observaciones realizadas en este trabajo, muestran que el
comportamiento del Spk dentro del domo apical trajo como consecuencias
cambios en la direccién de crecimiento. Este hecho ha sido argumentado con
anterioridad por Brunswik, (1924); Girbardt, (1957); Bracker et al., (1997);
Riquelme et al., (1998); Riquelme et al., (2000) y Bartnicki-Garcia, (2002), en
hongos maduros.

En este trabajo se establecidé que en germinulas de N. crassa la zona de

exclusion es la primera en visualizarse (aunque no se descarta la posibilidad de
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que en ésta zona de exclusién exista un agregado de vesiculas que no sea
posible visualizarlas mediante microscopia de contraste de fases) y que un
cambio en el comportamiento de esta estructura asi como de un Spk inmaduro,
ocasion6 en el tubo germinativo cambios constantes en la direccién de
crecimiento, ocasionando en las germinulas una forma ondular. No obstante,
después que el Spk se visualizd como una estructura de fase oscura, el tubo
germinal present6 una morfologia “linear” y casi perfecta de la hifa. Un caso
parecido, fue reportado por Riquelme et al., (1998) en hifas maduras de N.
crassa.

Con estos resultados podemos decir que el comportamiento de la
estructura apical en germinulas (zona de exclusién, Spk inmaduro y Spk
maduro) al igual que en hifas maduras (Spk maduro), demuestra una relacién

con la posicion, trayectoria y direccion de crecimiento en hongos filamentosos.

7.7 Tasa de crecimiento y desarrollo de germinulas de Neurospora
crassa en relacion a la visualizacion del Spitzenkérper

La tasa de crecimiento en germinulas de N. crassa parece estar
relacionada con la aparicion del Spk, debido que en germinulas con longitudes
menores de 100 pm, la tasa de crecimiento es menor de 1 um/min y esto puede
ser debido que en dichas longitudes, en los apices celulares de las germinulas
de N. crassa no se visualiza el Spk. Sin embargo, a longitudes de 150 pum, la

tasa de crecimiento promedio aument6 a 1.4 + 0.3 ym/min. Ademas, durante la
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elongacion apical de las germinulas se observaron decrementos en la tasa de
crecimiento, los cuales se relacionaron con la desaparicion del Spk. Otras
variaciones intrinsecas en la tasa de crecimiento en hifas maduras, han sido
reportadas y correlacionadas con procesos fisioldgicos como la mitosis y la
formacién de septos por Robinow, (1963); el ciclo celular por Fiddy y Trinci,
(1976) y Trinci, (1978) y ramificaciones dicotémicas por Trinci, (1970) y Lysek
(1972); Sin embargo, Lépez-Franco ef al., (1994) sefiala que todas las
variaciones antes sefialadas, fueron medidas a una escala de tiempo mucho

muy largo, lo cual no puede ser comparado directamente.



8. CONCLUSIONES

El Spitzenkérper en germinulas de N. crassa utilizando microscopia de

contraste de fases puede visualizarse a partir de longitudes de 150 pum.

En germinulas de N. crassa, el Spitzenkérper aparece primeramente
como una estructura inmadura, amorfa y de color gris claro el cual s6lo
es posible observar una vez que la célula ha alcanzado un alto grado de

organizacion intracelular.

El Spitzenkérper en germinulas de N. crassa, al igual que en hifas

maduras, es una estructura que determina la direccién de crecimiento.

La formacién del Spitzenkérper en las germinulas de N. crassa parece
estar determinada por la cantidad de vesiculas que se encuentran en el

apice celular.

Las germinulas de N. crassa presentan una tasa de crecimiento

exponencial la cual parece tener una relacion directa con la aparicion del

Spitzenkérper.
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9. PERSPECTIVAS

Es posible que a longitudes menores a las 150 pym exista una
concentracion muy baja de vesiculas apicales y debido a ello no sea posible
observar el Spk por microscopia de contraste de fases. Por lo cual, es
necesario realizar un estudio utilizando Microscopia Electronica de Transmision
(MET), para observar si en efecto existe un agregado de vesiculas en la zona

apical que dara origen al Spk.
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11. APENDICE

11.1 Solucion de sales de Vogel

Cuadro l. Solucién madre para preparar medio de Vogel (Vogel, 1956).

Constituyentes: Formula: Cantidad:

1. Sales de Vogel (50X) g/750 mL de agua
destilada

1.1 Citrato de Sodio Na3CsH5O7 °2 Hzo 150 g

1.2 Fosfato de Potasio KH2POj4 « anhidro 250 g

1.3 Nitrato de Amonio NH4NO3 * anhidro 100 g

1.4 Sulfato de Magnesio MgSOg4 * 7 H20 1049

1.5 Cloruro de Calcio CaCl; 2 H,O 59

Anadir con agitacion:

1.6 Solucion de elementos 5mL

traza

1.7 Solucién de Biotina 2.5mL

NOTA: Al resultado total que equivale a 1 L se le afade 2mL de cloroformo
como agente preservador.
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11.2 Solucion de elementos traza

Cuadro Il. Férmula para preparar solucién de elementos traza (Vogel, 1956).

Constituyentes: Formula: Cantidad:

2. Solucién de elementos g9/95ml de agua
traza destilada

2.1 Acido citrico CesHsO7* 1 H,O 59

2.2 Sulfato de Zinc ZnS0O4 * 7 H,O 59

2.3 Sulfato de Amonio Fe(NH4)2(S04)2 ¢ 6 H0 19
Ferroso

2.4 Sulfato de Cobre CuSO4 * 5 H,0 0.25¢g
2.5 Sulfato de Manganeso MnSO4 ¢ 1 H,0 0.05¢g
2.6 Acido Bérico H3BO3; * anhidro 0.05¢
2.7 Molibdato de Sodio Na:MoOy4 * 2 H,0O 0.05¢g

NOTA: El resultado total que equivale a 100 mL se le afiade 1mL de cloroformo
como agente preservador.

11.3 Solucion de biotina

Cuadro lll. Férmula para preparar solucién de Biotina (Vogel, 1956).

Constituyentes: Formula: Cantidad:

3. Solucién de Biotina  Biotina 5 mg/50 mL de agua
destilada




12. ANEXO

12.1 Listado de hongos filamentosos estudiados por Lépez-Franco y Bracker,
(1996).

| Hongo estudiados

Ascomicetos: Pirenomicetos
Gelasinospora sp. 1
Gelasinospora sp. 2
Gibberella fujikuroi (Swada) Ito
Magnaporthe grisea (Hebert) Barr
Neurospora crassa Shear y Dodge
Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary
Sordaria fimicola (Roberge ex Desmaz.) Ces. y De Not.
Ascomicetos: Loculoascomicetos
Gaeumannomyces graminis (Sacc.) V. Arx y Olive
Leptosphaerulina briosana (Poll.) Graham and Luttrel
Deuteromicetos: Coleomicetos
Colletotrichum graminicola (Ces.) Wilson
Hifomicetos
Alternaria solani Sorauer
Aspergillus flavus Link
Aspergillus niger van Tieghem
Aspergillus tamarii Kita
Asperqgillus versicolor (Vuill.) Tiraboschi
Bipolaris maydis (Nisikado y Miyake) Shoemaker
Bipolaris zeicola (G. L. Stout) Shoemaker
Exserohilum turcicum (Pass.) K. J. Leonard y E. G. Suggs
Fusarium culmorum (W. G. Smith) Sacc.
Fusarium demicellulare Brick
Fusarium oxysporum Schlechtendahl: Fr.
Galactomyces citri-aurantii Butler
Penicillium expansum Link
Trichoderma viride Pers.: Fr.
Basidiomicetos
Agaricus brunnescens Peck
Morchella deliciosa Fr.
Rhizoctonia solani Kuehn (Thanatephorus cucumeris (Frank) Donk)
Rhizoctonia cerealis van der Hoeven
(Ceratobasidium cereale Murriay Burpee)
Sclerotium rolfsii Sacc. (Athelia rolfsii (Cruzi Tu y Kimbrough))
Trametes versicolor (Fr.) Pilat
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12.2 Representacion esquematica y descripcion de los tipos de Spitzenkérper
de diferentes grupos de hongos filamentosos (Lépez-Franco y Bracker, 1996).

Tipo 1: Spitzenkérper (Spk) oscuro, sin una
region central (“Core”) presente. Agaricus
bisporus (Lange) Imbach, A. brunnescens,
Gaeumannomyces graminis 'y Trametes
versicolor.

Figura 2: Spk oscuro y abierto de la parte
posterior, con una region central
extendiéndose a la parte posterior del
conglomerado de vesiculas. Sclerotium
rolfssi.

Tipo 3: Spk oscuro rodeado por una nube de
vesiculas. Presenta una regién central
excentrico y claro, usualmente orientado
hacia el polo apical y filamentos. Alternaria
solai, Bipolares maydis, B. zeicola,
Exserohilum turcicum, Fusarium culmorum, F.
oxyporum, Gibberella fujikuroi, Magnaporte
grises y Trichoderma viride.

Tipo 4: Spk de color gris-oscuro con una
ligera nube de vesiculas. Presenta una regién
central excéntrico y oscuro, localizado en la
parte posterior del conglomerado de
vesiculas. Aspergillus niger y Sclerotina
sclerotiorum.

Tipo 5: Spk gris-oscuro, con dos regiones
centrales: uno claro y orientado hacia el polo
apical vy el otro oscuro y orientado en la parte
posterior del agregado de vesiculas.
Galactomyces citri-auranti 'y  Morchella
deliciosa.




Continuacion.

EE

Tipo 6: Spk oscuro en forma de “U”
rodeando una region central grande y clara.
Gelasinospora sp.. Rhizoctonia cerealis y R.
solani .

Tipo 7: Spk gris-claro, conteniendo 2 o mas
granulos apicales y oscuros sin una region
central presente. Colletotrichum graminicola,
C. magna y Leptosphaerulina briosana

Tipo 8: Spk altamente pleomorfico.
Regularmente aparece con un agregado de
vesiculas como una banda densa y oscura
sin una nube de vesiculas, y con una region
central pequefia detras del agregado de
vesiculas. Neurospora crassa y Sordaria
fimicola.

Tipo 9: Spk con una regién central
grande y clara, rodeada por pequeias
vesiculas apicales. Allomyces
macrogynus.




