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El movimiento y localización de los núcleos son eventos multifactoriales que se han 
venido estudiando las últimas dos décadas sin llegar a un acuerdo de qué es lo que 
principalmente mueve a los núcleos dentro de las hifas. Con el propósito de proporcionar 
información sobre este tema, se realizó un estudio para describir el movimiento de los 
núcleos en la zona subapical y los factores que pueden estar asociados tales como el flujo 
citoplasmático, los microtúbulos, los microfilamentos de actina y las proteínas motoras 
(complejo dineína/dinactina y cinesina).  

Se realizó Microscopía Confocal de cinco cepas de Neurospora crassa con los 
núcleos marcados con GFP, una sin mutaciones (control), tres con mutaciones simples 
ropy-1, ropy-3 y ∆nkin y una doble mutante ropy-1/∆nkin. Adicionalmente se realizaron 
observaciones en la cepa control tratada con Benomilo (MBC) y Citocalasina A (CA) con 
la finalidad de determinar que elementos influyen más en el desplazamiento nuclear. 

Se observó en todas las cepas que los núcleos se mueven en forma bidireccional o 
se estacionan, excepto en la doble mutante en donde el movimiento retrogrado estaba 
anulado. El desplazamiento de los núcleos fue muy cercano al índice de elongación de la 
hifa en el control (0.13 ± 0.08; 0.14 ± 0.13 µm s-1), ropy-1 (0.02 ± 0.04; 0.02 ± 0.12 µm s-
1), ropy-3 (0.05 ± 0.06; 0.06 ± 0.10 µm s-1), ropy-1/∆nkin (0.05 ± 0.09; 0.04 ± 0.10 µm s-1) 
y en las tratadas con MBC (0.05 ± 0.09; 0.05 ± 0.12 µm s-1), no así en la mutante ∆nkin 
(0.03 ± 0.08; 0.03 ± 0.21 µm s-1) y en las tratadas con CA (0.005 ± 0.03; 0.001 ± 0.10 µm 
s-1). Los núcleos mostraron diferencias en la morfología, en el control eran alargados 
mientras que en las otras cepas se observaron en forma esférica. La zona de exclusión de 
los núcleos se acorta en la ausencia de proteínas motoras o microtúbulos y se anula en 
ausencia de microfilamentos de actina. 

En conclusión, el movimiento y distribución de los núcleos esta determinado por 
diferentes fuerzas, en hifas maduras el motor fundamental es el flujo citoplásmico. Sin 
embargo, las proteínas motoras son la unión de núcleos y microtúbulos y la actina es el 
armazón que une estos elementos para ser desplazados como una unidad por el citoplasma. 
 
 
Palabras clave: Núcleos, desplazamiento, Neurospora crassa, ropy-1, ropy-3, ∆nkin 



I. INTRODUCCION 

 
En células eucariotas la migración de los organelos como vesículas, mitocondrias, 

cloroplastos y núcleos es de gran importancia para el desarrollo del ciclo celular 

(McConnell y Yaffee, 1992; Suelmann et al., 1997; Morris, 2000; Ma y Chisholm, 2002). 

Unos de los movimientos más importantes dentro de la célula son la migración de 

los núcleos de la cual depende la mitosis, la fertilización, la cariogamia, el crecimiento 

vegetativo, la embriogénesis y el desarrollo cerebral, por mencionar algunos (Beckwith et 

al., 1998; Alberti-Segui et al., 2001; Starr et al., 2001). 

Los hongos presentan sistemas y procesos muy complejos para el control de 

movimientos nucleares. En las levaduras que son unicelulares, los núcleos tienen 

movimientos cortos; mientras que en los hongos filamentosos, éstos llegan a desplazarse a 

largas distancias siguiendo el ápice de la célula, llamada hifa, que crece en forma 

polarizada (McConnell y Yaffee, 1992; Suelmann et al., 1997; Alberti-Segui et al., 2001; 

Suelmann y Fischer, 2000). 

La maquinaria del transporte nuclear se ha estudiado desde hace décadas. 

Investigaciones iniciales demostraron que la migración nuclear durante el crecimiento 

vegetativo de diferentes especies de hongos es muy similar a la tasa de elongación celular, 

concluyendo que el flujo citoplasmático junto con los microtúbulos son los principales 

responsables del desplazamiento de los núcleos (Heath, 1982; Herr y Heath, 1982; 

McKerracher y Heath, 1985; McKerracher y Heath, 1986). 

Las evidencias de estos estudios mostraron que al crecer una colonia de hongos, los 

núcleos migran hacia el ápice de la hifa en dirección al eje de crecimiento de la célula y 
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mantienen una distancia constante en relación a la punta. Los núcleos mantienen una 

distribución homogénea en la hifa debido a que se mueven, en términos generales, a 

velocidades uniformes asociadas a la tasa de crecimiento celular (Girbardt, 1955; Heath, 

1982; Herr y Heath, 1982; McKerracher y Heath, 1985; McKerracher y Heath, 1986; 

Suelman et al., 1997; Inoue et al., 1998; Alberti-Segui et al., 2001). 

En lo referente al citoesqueleto microtubular, se ha mostrado en diferentes 

organismos que los microtúbulos están asociados al movimiento nuclear (Oakley y Morris, 

1980; Koonce y Shliwa, 1985; Allen et al., 1985). Oakley y Morris en 1980 demostraron 

que el desplazamiento de los núcleos es dependiente de los monómeros de β-tubulina que 

conforman el citoesqueleto microtubular. 

Los factores que afectan la polimerización de los microtúbulos como pueden ser 

drogas (benomilo, griseofulvina) y fenómenos físicos como la irradiación con UV, también 

afectan la distribución de los núcleos. En ausencia de un citoesqueleto microtubular intacto, 

los núcleos no se desplazan en forma normal (Oakley y Rinehart, 1985; McKerracher y 

Heath, 1986; Barja et. al, 1992). 

 Sin embargo, hay otras evidencias donde se observa que los núcleos tienen 

movimiento con y sin microtúbulos. Estos estudios han sugerido que aunque se mueven 

juntos no tienen una interacción directa (McKerracher y Heath, 1986). 

La actina es otro componente del citoesqueleto que se presenta principalmente en el 

ápice de las hifas y en la región de los septos, contribuyendo en el mantenimiento de la 

morfología tubular producto de la polarización y en la compartamentalización de la célula 

(Seiler y Plamann, 2003). Hay evidencias de que el papel principal de la actina en hongos 
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filamentosos es el transporte de vesículas dentro del Spitzenkörper (Spk) hacia la 

membrana citoplasmática y el control de la polaridad celular (Bartnicki-García, 2002). 

No obstante, estudios genéticos de la mutación del gen act1 (Virag y Griffiths, 

2003) y con inhibidores como la citocalasina (Torralba et al., 1998) han mostrado que la 

ausencia de los microfilamentos de actina en la región apical y subapical producen una 

acumulación de los núcleos en estas regiones, que podría ser debido al flujo citoplasmático 

que los posiciona pasivamente. 

Asimismo, se ha descrito una co-localización de parches de actina con los núcleos, 

debido a que esta transporta al RNA pre-ribosomal del nucleolo al citoplasma (Turian et 

al., 1992; Srinivasan et al., 1996; Virag y Griffiths, 2003).  

Por otra parte, estudios genéticos han identificado muchas de las proteínas 

requeridas para la migración nuclear en hongos filamentosos (Morris 1976; Plamann et al., 

1994; Xiang et al., 1994; Bruno et al., 1996; Inoue et al., 1998; Minke et al., 1999a). La 

obtención de mutantes con defectos en la distribución nuclear en Aspergillus nidulans en 

1976 (Morris, 1976) y posteriormente en Neurospora crassa (Plamann et. al, 1994) 

permitió mostrar que entre otras proteínas el complejo dineína-dinactina está asociado a la 

migración de los núcleos a lo largo de las hifas. 

Las mutantes de A. nidulans con defectos en los genes responsables del complejo 

dineína-dinactina se han denominado como nud (nuclear distribution) y en N. crassa como 

ropy (ro) (Tabla I). 

Fenotípicamente, las mutantes nud y ro se caracterizan por tener una distribución 

heterogenea de los núcleos a lo largo de la colonia, un crecimiento micelial lento, una 
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mayor tasa de ramificación y una disminución en la esporulación (Morris, 1976; Plamann 

et al., 1994). 

Los genes de las proteínas motoras (Tabla I) que se asocian a la migración nuclear 

son los que codifican para la proteína de la cadena pesada de la dineína (DHC), la proteína 

p150Glued y de la proteína asociada a la actina ARP1 (Actin related protein), los cuales son 

componentes de la dinactina (Xiang et al., 1994; Plamann et al., 1994; Robb et al., 1995; 

Xiang et al., 1994; Tinsley et al., 1996; Beckwith et al., 1998). 

El complejo dineína-dinactina consiste en dos grupos de moléculas; 1) la dineína 

que está formada por dos cadenas pesadas de ∼500 kilo Daltons (kDa), varias cadenas 

intermedias de ∼74 kDa, cuatro cadenas intermedias ligeras de 50-60 kDa y cadenas ligeras 

de 6-22 kDa (Bowman et al., 1999). La cadena pesada es la que interactúa con los 

microtúbulos y tiene la función motora. 2) la dinactina que es un complejo de proteínas que 

incluye dos componentes estructurales distintos, un filamento parecido a la actina (Schafer 

et al., 1994; Eckley et al., 1999; Yamamoto y Hiraoka, 2003) que esta formado por la 

proteína Arp1 y varias proteínas que la unen a la dineína como la p62, p24 y el dímero 

p150Glued, que contienen sitos de unión a los microtúbulos, a la dineína y a la Arp1 (Figura 

1) (Karki y Holzbaur, 1995). 

La deleción de la dineína en germínulas de hongos filamentosos tiene un efecto 

muy drástico en la migración nuclear, que se ha mostrado casi nula en ausencia de la DHC 

(Plamann et al., 1994; Xiang et al., 1994). Sin embargo, hay variaciones de especie a 

especie en los hongos filamentosos; en Ashbia gossypii, los núcleos se agregan cerca del 
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ápice de la hifa (Alberti-Segui et al., 2001), en cambio en otros hongos se acumulan en la 

región basal (Plamann et al.,1994; Xiang et al., 1994; Inoue et al., 1998). 

 

 

Tabla I. Genes que codifican para las subunidades de dineína, dinactina y cinesina 
convencional en hongos. 

Proteína Descripción A. nidulans N. crassa 

Dineína    

DHC
(1,4)

 Cadena pesada. Movimiento nuclear hacia 
el ápice celular 

nudA ro-1 

DIC
(4)
 Cadena intermedia. Movimiento nuclear 

hacia el ápice celular 
nudI - 

DLC
(4)
 Cadena ligera. Movimiento nuclear hacia 

el ápice celular 
nudG - 

DLIC    

    

Dinactina    

p150
Glued(4)

 Contiene sitios de unión a microtúbulos nudM ro-3 

ArpI
(4)
 Proteína relacionada con los filamentos de 

actina 
nudK ro-4 

p62
(4)
 Proteínas de protección (PEBPs*) - ro-2 

p24
(4) Proteínas de protección (PEBPs*) - ro-12 

Arp11
(4) Proteínas de protección (PEBPs*) - ro-7 

    

Otras    

NUDC
(2,4) Componente de la ruta de la dineína nudC - 

LIS1
(2,3,4) Distribución nuclear nudF ro-10 

MP43
(5)
 Proteína fosfomitótica 43 nudE ro-11 

Cinesina(5) Desplazamiento nuclear hacia la terminal 
positiva 

kinA nkin 

* Pointed-end-binding proteins 
(1) Xiang et al., 1994 
(2) Seiler et al., 1997 
(3) Minke et al., 1999 
(4) Yamamoto e Hiraoka, 2003 
(5) Xiang y Fischer, 2004 
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Figura 1. Esquema de la estructura del complejo dineína-dinactina. 
 
 
 
 

Hay otros genes nud y ro que no codifican para ningún componente del complejo 

dineína-dinactina pero que son requeridos para regular su actividad como el gen ro-10 y ro-

11 para N. crassa (Minke et al., 1999) o el nudF de A. nidulans, el cual es homólogo de la 

proteína LIS1 en humanos (Xiang et al., 1994). 

El complejo dineína-dinactina y sus reguladores en la migración nuclear también 

involucra a los microtúbulos, por lo que es difícil separar el efecto directo que este 

complejo puede tener sobre el posicionamiento nuclear, debido a que las mutaciones de la 

DHC y de la p150Glued producen una desestabilización y desorganización del citoesqueleto 

microtubular (Oakley y Morris, 1980; Huffaker et al., 1988; That et al., 1988; Willins et al., 

1995; Palmer et al., 1992; Riquelme et al., 2000; Vorobjev et al., 2001; Malikov et al., 

2004; Mouriño-Pérez et al., datos no publicados). 

Otros factores que influyen en la funcionalidad de la dineína para el transporte de 

organelos, son los mencionados en estudios en animales (Niclas et al., 1996), donde 
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observaron que la dineína se encuentra regulada por el ciclo celular. Durante la interfase 

esta proteína motora desplaza su carga a lo largo de los microtúbulos, mientras que en 

metafase se encuentra implicada en el huso mitótico y la segregación de los cromosomas. 

Algunos de los principales mecanismos de control de la dineína son la fosforilación 

y desfosforilación de las proteínas que cambia en cada estadio de ciclo celular (Niclas et 

al., 1996; Hirokawa, 1998).  

Otro grupo de proteínas motoras asociado a los microtúbulos que está relacionado 

con el movimiento de organelos es el de las cinesinas, que aunque tiene más de 20 

proteínas descritas, solo la cinesina convencional esta relacionada con el movimiento 

nuclear (Hirokawa, 1998; Seiler et. al, 1997).  

La doble mutación de los genes de la dineína (ro-1) y cinesina (∆nkin) mostró que 

el transporte de núcleos esta casi eliminado en ausencia de las proteínas respectivas (Seiler 

et al., 1999). 

Otros genes asociados a defectos en la distribución nuclear en hifas de A. nidulans 

son apsA y apsB (anucleate primary sterigmata) (Fischer y Timberlake, 1995). Veith y 

colaboradores (2005) señalaron que la proteína ApsB localizada en los cuerpos polares de 

los núcleos se encarga de la interacción de éstos y la terminal negativa de los microtúbulos 

influyendo en la migración de los núcleos como fuerza de empuje en A. nidulans; algo 

similar a lo que Tran y colaboradores (2001) propusieron para las levaduras de 

Schizosaccharomyces pombe. 

 Se ha establecido, que cada tipo de proteína motora transporta a los núcleos y 

organelos de acuerdo a la polaridad de los microtúbulos; la dineína se mueve hacia la 
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terminal negativa es decir, en sentido retrógrado al crecimiento de las hifas y la cinesina lo 

hace hacia la positiva en sentido anterógrado (Hirokawa, 1998). 

 Sin embargo, se ha mostrado que en el hongo filamentoso Basidiobolus magnus los 

núcleos migran hacia adelante a una tasa uniforme similar al ápice celular, pero cuando 

este organismo es sometido a irradiaciones UV, se produce un flujo hacia atrás 

(McKerracher y Heath, 1986). 
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

 

1. Problema 

 A pesar de que se conocen algunas fuerzas y mecanismos que desplazan y 

mantienen en posición a los núcleos en la región apical y subapical en hifas maduras de N. 

crassa, no se ha establecido el papel que tienen cada uno de estos mecanismos sobre la 

migración, morfología y distribución nuclear. 

 

 

2. Hipótesis 

El flujo citoplasmático es la principal fuerza motora de los núcleos en hifas 

maduras de hongos filamentosos y las proteínas motoras (dineína-dinactina y cinesina) 

juegan un papel secundario en éste y son utilizadas por la célula como fuerza de 

desplazamiento en casos específicos. Sin embargo, el citoesqueleto celular junto con sus 

proteínas motoras mantiene a los núcleos en posición. 
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3. Objetivo General 

• Determinar el papel del flujo citoplasmático y las proteínas motoras en el 

desplazamiento, distribución y morfología de los núcleos en el hongo filamentoso 

Neurospora crassa. 

 

 

4. Objetivos Particulares 

• Describir el desplazamiento nuclear en hifas maduras de Neurospora crassa tipo 

silvestre. 

• Comparar el desplazamiento nuclear en mutantes con defectos en proteínas motoras 

asociadas a los microtúbulos: 

• ropy-1 con mutación en la cadena pesada de la dineína. 

• ropy-3 con mutación en la fracción de la dinactina p150glued. 

• ∆nkin con mutación en la cinesina. 

• ropy-1/∆nkin con doble mutación en la dineína y cinesina. 

• Determinar la relación existente entre la despolimerización inducida de 

microtúbulos y la migración de los núcleos. 

• Determinar si existe relación entre la despolimerización inducida de 

microfilamentos de actina y la migración de los núcleos. 

• Determinar el papel del flujo citoplasmático en la migración de los núcleos durante 

la elongación celular. 
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III. METODOLOGÍA 

 

1. Organismos y medios de cultivo 

En la Tabla II se muestran todas las cepas de N. crassa utilizadas para la realización 

de este estudio.  

 
 
 

Tabla II. Cepas de N. crassa utilizadas. 
Cepa Genotipo Referencia 

RL21SG1-50 mat a FGSC 
N2281-3A mat A his-3

+
::Pccg-1-hH1

+
-sgfp

+
 Freitag et al. (2004) 

N2526 rid
RIP1

 mat A his-3
+
::Pccg-1-Bml

+
-sgfp

+
 Freitag et al. (2004) 

614-1 rid
RIP1

 hhis-3
+
::tdimer2(12)RFP

+
 Freitag y Selker (2005) 

XRM175-2 mat A ro-1 his-3
+
::Pccg-1-hH1

+
-sgfp

+
 Este estudio 

XRM177-9 ro-1 his-3
+
::Pccg-1-Bml

+
-sgfp

+
 Este estudio 

XRM176-4 mat a ro-3 his-3
+
::Pccg-1-hH1

+
-sgfp

+
 Este estudio 

XRM178-1 ro-3 his-3
+
::Pccg-1-Bml

+
-sgfp

+
 Este estudio 

 mat a ∆nkin Seiler et al. (1997) 
XMF1025-8 mat a ∆nkin his-3+::Pccg-1-hH1+-sgfp+ M. Freitag (sin publicar) 
XMF1134-3 ∆nkin his-3+::Pccg-1-Bml+-sgfp+ M. Freitag (sin publicar) 
XRMC04-14 mat A ro-1/∆nkin his-3+::Pccg-1-hH1+-sgfp+  Este estudio 
 

 

 Los medios de cultivo utilizados para mantenimiento, cruzas y observaciones en el 

microscopio fueron los siguientes: 

• Medio Mínimo de Vogel (VMM). A 980 ml de agua destilada se agregaron 20 ml 

de sales de Vogel a 50×, 20 g de sacarosa, 1.5 g de agar y se esterilizó a 121 °C/18 

psi durante 15 min (Vogel, 1964). 
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• Medio Sintético para Cruzas (SCM). 1.0 g de KNO3, 0.7 g de K2HPO4, 0.5 g de 

KH2PO4, 0.5 g de MgSO4 ⋅ 7H2O, 0.1 g de NaCl, 0.1 g de CaCl2, 100 µl de 

elementos traza; 100 µl de Biotina y 20 g de agar en 1000 ml de agua destilada y se 

esterilizó a 121 °C/18 psi durante 15 min. 

• Agar-Agua (WA). A 100 ml de agua destilada se agregaron 2 g de agar y se 

esterilizó a 121 °C/18 psi durante 15 min. 

 

2. Medición del desplazamiento nuclear y el crecimiento de hifas de N. crassa. 

De cada cepa se seleccionaron al azar diez hifas y los núcleos de los primeros 150 

µm de la región subapical (Tabla III). En cada caso se midió la tasa de elongación de la 

hifa (µm s-1) y el desplazamiento de cada núcleo (µm s-1). 

La elongación de las hifas se calculó con la diferencia de la longitud (µm) de la 

célula, medida cuadro por cuadro en las series de tiempo grabadas con microscopia 

confocal. Asimismo se midió el desplazamiento de cada núcleo visible en la región 

mencionada. 

Las mediciones se realizaron con el programa LSM 5 Image Examiner Zeiss ® 

versión 3.2, que permite efectuar un seguimiento preciso de la elongación y el 

desplazamiento, aunque estos no sean en línea recta. 

En el caso de los núcleos, además se evaluó la dirección de movimiento con 

respecto al ápice (anterógrado o retrógrado) y se calculó la velocidad de desplazamiento en 

ambos sentidos.  
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Tabla III. Número de observaciones de hifas y núcleos de cada cepa de N. crassa. 
 Control ropy-1 ropy-3 nkin ropy-1/nkin MBC CA 
Hifas 718 1069 499 376 990 984 579 

n 
Núcleos 6844 4800 4068 1574 9300 4506 1772 

 
 
 
 
  Otra de las variables medidas fue la zona de exclusión de los núcleos (µm), que es 

la distancia entre el ápice y el primer núcleo (n=100). 

 Finalmente se hizo una comparación de la morfología de los núcleos y de la célula 

en las siete cepas problema. 

 

3. Efecto de la despolimerización de microtúbulos con benomilo en el desplazamiento 

nuclear. 

Se realizaron experimentos para evaluar el efecto de la despolimerización de los 

microtúbulos exponiendo a la cepa de N. crassa transformada con los núcleos marcados 

con GFP a Carbamato de metilo 1-[butilaminocarbonil] 2-benzimidazol (Benomilo) (MBC) 

diluido en etanol al 96 % (Solución de trabajo 10 mg ml-1). 

Inicialmente se realizó una curva de sensibilidad para determinar la concentración 

necesaria de esta droga para inhibir en un 50 % la tasa de crecimiento de las células de N. 

crassa. Se inocularon por duplicado placas de WA con diferentes concentraciones de MBC 

(Tabla IV) y se midió el crecimiento radial de la colonia. Como controles se utilizaron 

placas solo con WA y de WA con la concentración de etanol más alta. 

Una vez encontrada la concentración necesaria, se realizó el experimento de 

despolimerización de microtúbulos. Se inoculó con N. crassa transformada con los núcleos 
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marcados con GFP, placas de WA con 2.5 µg ml-1 de MBC y se incubaron a 28 °C por 18 a 

24 horas y se procedió a realizar observaciones con Microscopía Confocal de acuerdo al 

procedimiento descrito. 

 

4. Efecto de la despolimerización de los microfilamentos de actina con Citocalasina A 

en el desplazamiento nuclear. 

Se obtuvo una curva de sensibilidad de N. crassa transformada con los núcleos 

marcados con GFP expuesta a Citocalasina A (CA) diluida en etanol al 96% (Solución de 

trabajo 1.0 mg ml-1). 

Al igual que para MBC; se inocularon por duplicado placas de WA con diferentes 

concentraciones de CA (Tabla IV) y se midió el crecimiento radial de la colonia. Como 

controles se utilizaron placas solo con WA y de WA con la concentración de etanol más 

alta.  

 
 
 
Tabla IV. Concentraciones de MBC y CA utilizadas para la curva de sensibilidad en N. 

crassa con los núcleos marcados con GFP. 
MBC (µg ml-1)  CA (µg ml-1) 

0.0   0.0 
0.1   0.1 
1.0  1.0 
2.5  5.0 
5.0  Etanol 20 µl ml-1 
10.0   

Etanol 1 µl ml-1   
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Para el experimento de despolimerización de microfilamentos de actina se 

inocularon placas de WA con 1.0 µg ml-1 de CA con N. crassa transformada con los 

núcleos marcados con GFP y se incubaron a 28 °C por 18 a 24 horas y se obtuvieron las 

observaciones con Microscopía Confocal de acuerdo al procedimiento descrito. 

 

5. Técnica de cruza para la obtención de mutantes sencillas (ropy-1, ropy-3 y ∆∆∆∆nkin) y 

una doble mutante ropy-1/∆∆∆∆nkin con los núcleos marcados con GFP. 

Se inocularon por separado esporas de N. crassa ropy-1 (Mat A), ropy-3 (Mat A) y 

∆nkin (Mat A) en placas de agar con SCM y se incubaron a 25 °C hasta que el micelio 

cubrió toda la caja de Petri. Posteriormente se reinoculó con N. crassa transformada con los 

núcleos marcados con GFP (Mat a) y se incubó en oscuridad total a 25 °C por siete días o 

hasta que se formaron los peritecios y se liberaron las ascosporas. 

Se colectaron las ascosporas en agua destilada estéril y se inocularon alícuotas de 

50 a 100 µl en placas de VMM y se sometieron a choque térmico a 60 ˚C durante una hora. 

Posteriormente, se incubaron a 28 ˚C por aproximadamente 24 horas (Figura 2). 

Se aislaron las colonias individuales que tuvieran el fenotipo de las mutantes 

utilizadas para cada cruza en tubos de 5 ml con VMM y se incubaron a 28 ˚C por 48 horas. 

Se observaron en el Microscopio Estereoscópico Olympus SZX12 iluminadas con la 

lámpara de mercurio, utilizando un filtro de 488 nm específico para la excitación de la GFP 

y se seleccionaron aquellas colonias que mostraran florescencia. 
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Figura 2. Diagrama de flujo de la técnica de cruzas para inducir al ciclo sexual de N. 
crassa. 
 

N. crassa (Mat A) en SCM 

Reinoculación N. crassa (Mat a) 

Formación de peritecios 

Liberación de ascosporas 

Recuperación de ascosporas en agua 
destilada 

Inoculación de placas con VMM 

Choque térmico a 60 °C durante 60 
minutos 

Aislamiento de colonias sugestivas en 
VMM 

Selección del fenotipo deseado 

Incubación a 25 °C durante 3 días 

Incubación en oscuridad a 25 °C durante 5 días 

Incubación en oscuridad a 25 °C durante 5 días 

Incubación a 28 °C durante 20 a 24 horas 

Incubación a 28 °C durante 24 a 48 horas 
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Se corroboró la presencia de núcleos con GFP en cada cepa, observando las hifas a 

alto aumento con un objetivo de inmersión en aceite Plan-Neofluar Ph3 100×/1.3 A. N. con 

un microscopio invertido Marca Carl Zeiss modelo Axiovert 200  (Gotingem, Alemania). 

Para la obtención de la doble mutante ropy-1/∆nkin, se inocularon esporas de N. 

crassa ropy-1 (Mat A) y N. crassa ∆nkin (Mat a), siguiendo el procedimiento descrito 

(Figura 2). Como producto de la cruza se seleccionaron las colonias con menor crecimiento 

y fenotipo diferente a las cepas ropy-1 y ∆nkin. 

Para corroborar que las colonias seleccionadas presentaban ambas mutaciones se 

cruzaron con N. crassa transformada con los núcleos marcados (Mat a) con la finalidad de 

obtener los fenotipos ropy -1 y ∆nkin por separado y la doble mutante con núcleos 

marcados. 

Las cepas seleccionadas de cada mutante sencilla y la doble mutante se observaron 

por Microscopia Confocal. 

 

6. Microscopía Confocal. 

 Con un Microscopio Confocal LSM Meta Marca Carl Zeiss (Gotingem, Alemania) 

utilizando la técnica de bloque invertido descrita por Hickey et al. (2002) se obtuvieron 

series de tiempo de las siguientes cepas con los núcleos marcados con GFP: 

• N. crassa silvestre transformada 

• N. crassa ropy-1 

• N. crassa ropy-3 

• N. crassa ∆nkin 
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• N. crassa ropy-1/∆nkin 

• N. crassa silvestre transformada expuesta a MBC 

• N. crassa silvestre transformada expuesta a CA 

Las imágenes se grabaron en dos canales: uno de luz fluorescente y otro de luz 

transmitida por contraste de fase. Para la iluminación se utilizó un láser de Argón a 1.5 % 

de intensidad, con una longitud de onda de 488 nm para la excitación de la GFP y se 

registró la emisión con un filtro pasa-banda de 505 a 530 nm. Se utilizó un objetivo de 

inmersión en aceite Plan-Apocromático PH3 100×/1.3 A. N.. Se ajustó el pinhole para 

obtener rebanadas ópticas con un grosor de 3.0 µm. Las series de tiempo se grabaron por 5 

min con una velocidad de barrido por cuadro de 3 s aproximadamente. 

Para observar el efecto de la CA sobre los microfilamentos de actina se tomaron 

imágenes de N. crassa con la tropomiosina marcada con proteína roja fluorescente (RFP). 

Se tomaron imágenes simples de las hifas de esta cepa después de la exposición a la droga. 

La iluminación se realizó con un láser de HeNe con una intensidad del 5 % de la potencia 

total, utilizando una longitud de onda de excitación 574 nm y se registró la emisión con un 

filtro de 691 nm. La rebanada óptica tuvo un grosor de 3.0 µm. 

 

7. Recuperación de la fluorescencia después del fotoblanqueamiento (FRAP). 

Se utilizó la técnica de microscopia confocal de FRAP para observar si en la cepa 

transformada con los núcleos marcados con GFP la región fotoblanqueada era repoblada 

por núcleos fluorescentes que se desplazaran en forma retrógrada o a una velocidad mayor 

que el flujo citoplasmático. Se seleccionó un área rectangular de una hifa en la región 
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subapical y se iluminó con una longitud de onda de 488 nm con el láser de Argón con un 

20 % de la intensidad durante 30 s. Antes y después del fotoblanqueamiento, se capturaron 

imágenes cada 3.5 s por 3 min. La rebanada óptica fue de 3.0 µm (Mouriño-Pérez et al., 

2006). 

 

8. Almacenamiento de datos y análisis estadístico. 

Para el almacenamiento, procesamiento y análisis de los datos obtenidos se utilizó 

el programa STATISTICA versión 7.0 ® y para las gráficas el programa SigmaPlot 9.0 ®. 

Se calculó la media, el error estándar, el intervalo de confianza al 95 % y los valores 

máximos y mínimos de la elongación de la hifa (µm), el desplazamiento de los núcleos 

(µm), el tamaño de la zona de exclusión de los núcleos (µm) y la tasa de crecimiento en 

(µm s-1). 

Se realizó un análisis de regresión lineal de la elongación de una hifa y el 

desplazamiento de cada uno de los núcleos (n=10) para cada cepa y tratamiento. 
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IV. RESULTADOS 

 

1. Curva de sensibilidad a MBC. 

 N. crassa presentó una reducción de aproximadamente el 50 % de la tasa de 

crecimiento con 2.5 µg ml-1 de MBC (Figura 3). A continuación de MBC N. crassa creció 

0.05 µm s-1 en comparación con el control que fue de 0.11 µm s-1. 

 

 

 
Figura 3. Curva de sensibilidad de N. crassa transformada con los núcleos marcados con 
GFP después de 24 horas de exposición a diferentes concentraciones de MBC. Se incubó a 
28 °C. (▪) media; () error estándar; y (I) intervalo de confianza al 95 %. 
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2. Curva de sensibilidad a CA. 

 La concentración necesaria de CA para inhibir el crecimiento de N. crassa 

aproximadamente al 50 % fue de 1.0 µg ml-1. La tasa de crecimiento a esta concentración 

fue de 0.05 µm s-1 (60 %) en comparación con el control que creció a un índice de 0.08 µm 

s-1 (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Curva de sensibilidad de N. crassa transformada con los núcleos marcados con 
GFP después de 24 horas de exposición a diferentes concentraciones de CA. Se incubó a 28 
°C. (▪) media; () error estándar; y (I) intervalo de confianza al 95 %. 
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3. Morfología de la hifa e índice de elongación del micelio. 

Se capturaron imágenes en contraste de fases de las regiones apical y subapical de 

las cepas de N. crassa con núcleos marcados con GFP, para comparar la morfología. La 

cepa utilizada como control (Figura 5a) mostró una morfología hifoide típica, donde en el 

ápice se observó una zona obscura que corresponde al Spitzenkörper (Spk) y en la región 

subapical las mitocondrias fueron de forma alargada, encontrándose orientadas en paralelo 

al eje de crecimiento. 

La mutante ropy-1 presentó también un Spk visible aunque más pequeño; en la 

región subapical las mitocondrias se observaron con una morfología similar al control pero 

algunas un poco más esféricas y con orientación en algunos casos perpendicular al eje de 

crecimiento. Las hifas ropy-1 tuvieron un diámetro menor al observado en el resto de cepas 

(Figura 5b). 

La mutante ropy-3 presentó un Spk de mayor diámetro en comparación con la 

mutante ropy-1; sin embargo la morfología celular y la distribución de las mitocondrias fue 

muy similar al control (Figura 5c). 

Las hifas de la mutante ∆nkin tuvieron un mayor diámetro y una morfología 

meándrica. El Spk no fue visible. Las mitocondrias mostraron una apariencia esférica y se 

encontraban alejadas del ápice (Figura 5d). 

La doble mutante ropy-1/∆nkin no presentó Spk y mostró una morfología irregular, 

las mitocondrias se encontraban desorganizadas en comparación con el control (Figura 5e). 
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Figura 5. Imágenes por contraste de fase de hifas de N. crassa. (a) Control; (b) ropy-1; (c) 
ropy-3 (d) ∆nkin; (e) ropy-1/∆nkin. Las flechas indican el Spk; las cabezas de flecha a las 
mitocondrias y los asteriscos a los núcleos. Escala = 2 µm. 
  

 

Se comparó el índice de crecimiento colonial de las cepas de N. crassa estudiadas 

(Figura 6). Las cepas más afectadas fueron la ropy-1 (0.02 ± 0.001 µm s-1) y ∆nkin (0.03 ± 

0.004 µm s-1), seguidas de las hifas tratadas con CA (0.04 ± 0.001 µm s-1), MBC (0.05 ± 

0.003 µm s-1), ropy-1/∆nkin (0.05 ± 0.002 µm s-1) y ropy-3 (0.05 ± 0.003 µm s-1) en 

comparación con el control que presentó una tasa de crecimiento de 0.13 ± 0.002 µm s-1. 

Todos los índices de crecimiento colonial fueron significativamente menores al control 

(p<0.05). 
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Figura 6. Índice de crecimiento colonial de las cepas de N. crassa con los núcleos 
marcados con GFP, a las 24 horas de incubación a temperatura ambiente. Se indica la 
media y el intervalo de confianza al 95 %. 
 

 

4. Distribución y desplazamiento nuclear. 

 En la cepa control (Figura 7), los núcleos estuvieron distribuidos en forma 

homogénea a lo largo de la región subapical, dejando una distancia constante entre el 

primer núcleo y el ápice. La mayor proporción de los núcleos presentaron una morfología 

alargada paralela al eje de crecimiento y algunos de ellos mostraron una forma 

característica de pera (Figura 13a). Esta conformación hace evidente su asociación espacial 

con lo que podrían ser los microtúbulos. 
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Figura 7. Serie de tiempo por microscopia confocal de N. crassa transformada con núcleos 
marcados con GFP. Se muestran imágenes sobrepuestas de los canales de luz transmitida 
por contraste de fase y de fluorescencia. Las flechas indican la localización del Spk y las 
cabezas de flecha señalan al primer núcleo. Tiempo en min:s. Escala = 10 µm. 
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En el caso de la mutante ropy-1, el número de núcleos en la región subapical fue 

menor y no estaban distribuidos de manera uniforme; mientras que la zona de exclusión se 

encontraba más reducida (Figura 8a-e). Los núcleos en esta cepa en su mayoría eran 

esféricos aunque habían ejemplos de algunos ligeramente alargados o en forma de pera 

(Figura 13b). 

La mutante ropy-3, tuvo una distribución y morfología de los núcleos similar a la 

ropy-1; aunque en ésta se encontraban mucho más agrupados que en la anterior (Figura 8f-

j).  

La población de núcleos en la región subapical de hifas de la mutante ∆nkin fue 

muy escasa a diferencia de las mutantes anteriores (Figura 9a-e). La forma de los núcleos 

también fue esférica en su mayoría (Figura 13d).  

En la doble mutante ropy-1/∆nkin los núcleos se encontraron conglomerados en el 

subápice, solo los más cercanos a la punta se encontraban separados (Figura 9f-j). En este 

caso todos los núcleos eran esféricos (Figura 13e). 

La distancia entre cada núcleo fue mayor en las hifas tratadas con la droga que 

despolimeriza a los microtúbulos (MBC) debido a que arresta los monómeros de β-tubulina 

impidiendo la unión de éstos a los de α-tubulina para la polimerización de estos elementos. 

El primero núcleo de estas células tuvo la mayor distancia al ápice (Figura 10a-e). La 

forma de los núcleos fue alargada (Figura 13f). 
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Figura 8. Serie de tiempo por microscopia confocal de N. crassa transformada con núcleos 
marcados con GFP con mutación en gen ro-1 (a-e) y el gen ro-3 (f-j). Se muestran 
imágenes sobrepuestas de los canales de luz transmitida por contraste de fase y de 
fluorescencia. Las flechas indican la localización del Spk y las cabezas de flecha señalan al 
primer núcleo. Tiempo en min:s. Escala = 10 µm. 
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Figura 9. Serie de tiempo por microscopia confocal de N. crassa transformada con núcleos 
marcados con GFP con mutación en gen ∆nkin (a-e) y la doble mutante ropy-1/∆nkin (f-j). 
Se muestran imágenes sobrepuestas de los canales de luz transmitida por contraste de fase 
y de fluorescencia. Las cabezas de flecha señalan al primer núcleo. Tiempo en min:s. 
Escala = 10 µm. 
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Figura 10. Serie de tiempo por microscopia confocal de N. crassa transformada con 
núcleos marcados con GFP tratadas con MBC (a-e) y con CA (f-j). Se muestran imágenes 
sobrepuestas de los canales de luz transmitida por contraste de fase y de fluorescencia. Las 
cabezas de flecha señalan al primer núcleo. Tiempo en min:s. Escala = 10 µm. 
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La CA es una droga que inhibe el transporte de monosacáridos a través de la 

membrana plasmática por competencia por la membrana receptora de hexosa. Las hifas 

tratadas con esta droga mostraron una reducción casi total de la zona de exclusión y los 

núcleos se distribuyeron homogéneamente a lo largo de la región apical y subapical, 

aunque en número menor con respecto al control (Figura 10f-g). Todos los núcleos eran 

esféricos (Figura 13 g). 

Se observaron diferencias de la distribución de núcleos en ausencia de dineína 

(Figura 11b), dinactina (Figura 11c), cinesina (Figura 11e), dineína/cinesina (Figura 11d) y 

al despolimerizar los microtúbulos (Figura 11f) y los microfilamentos de actina (Figura 

11g) con respecto al control (Figura 11a). 
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Figura 11. Comparación de la distribución y morfología nuclear en la región apical y 
subapical de hifas N. crassa transformadas con núcleos marcados con GFP. (a) Control; (b) 
ropy-1; (c) ropy-3; (d) ropy-1/∆nkin; (e) ∆nkin; (f) MBC; (g) CA. Imágenes de microscopía 
confocal sobrepuestas de los canales de luz transmitida por contraste de fase y de 
fluorescencia. Las flechas indican la posición del Spk y las cabezas de flecha los núcleos. 
Escala = 10 µm. 
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5. Zona de exclusión de los núcleos. 

En la cepa de N. crassa que se utilizó como control, la distancia entre el ápice y el 

núcleo proximal fue de 12.9 ± 4.4 µm. La mutante ropy-1 presentó una zona de exclusión 

significativamente mayor (23.2 ± 6.2 µm) que las demás cepas estudiadas (p<0.05), 

excepto la mutante ∆nkin (20.5 ± 8.7 µm) (Figura 12). 

Asímismo, la mutante ∆nkin no tuvo diferencias con la doble mutante ropy-1/∆nkin 

(16.6 ± 4.0 µm) (Figura 12). 

La mutante ropy-3, tuvo una diferencia significativa con todas las cepas, siendo el 

tamaño de la zona de exclusión de 8.5 ± 5.3 µm (Figura 12). 

De los experimentos de inhibición las hifas tratadas con MBC mostraron una 

distancia entre la punta y el primer núcleo de 13.4 ± 4.6 µm; muy similar al control. Las 

tratadas con CA fueron las que tuvieron una reducción drástica 2.5 ± 1.6 µm, diferente al 

resto de cepas observadas (p<0.05). 
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Figura 12. Tamaño de la zona de exclusión de los núcleos en hifas de N. crassa 
transformada con núcleos marcados con GFP, control, ropy-1, ropy-3, ∆nkin, ropy-1/∆nkin, 
tratadas con MBC y CA. Todos los núcleos marcados con GFP. (▪) media; () error 
estándar; y (I) intervalo de confianza al 95 %. 
 
 
 
 
6. Morfología de los núcleos. 

En el control, la forma de la mayoría de los núcleos fue alargada o como pera, con 

un punto de fluorescencia de mayor intensidad que podría corresponder al cuerpo polar del 

núcleo (Figura 13a). 
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Figura 13. Morfología de los núcleos en la región subapical de hifas de N. crassa 
transformadas con núcleos marcados con GFP. (a) Control; (b) ropy-1; (c) ropy-3; (d) 
∆nkin; (e) ropy-1/∆nkin; (f) MBC; (g) CA. Imágenes de microscopía confocal del canal de 
fluorescencia. Escala = 2 µm. 
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 En las mutantes sencillas, ropy-1, ropy-3 y ∆nkin (Figura 13b-d), algunos núcleos 

tuvieron forma de pera, sin embargo, la mayoría eran esféricos. En el caso de la doble 

mutante ropy-1/∆nkin los núcleos eran esféricos en su totalidad (Figura 13e). 

 Los núcleos de las hifas tratadas con MBC fueron casi idénticos a los de la cepa 

control, en cuanto a la forma pero en una cantidad menor (Figura 13f). El tratamiento con 

CA produjo que todos los núcleos fueran esféricos (Figura 13g). 

 

7. Tasa de elongación y de desplazamiento nuclear. 

Se observó una relación entre la tasa de elongación de una hifa presentada con la 

línea azul gruesa y con la tasa de desplazamiento de cada uno de los diez núcleos más 

cercanos al ápice representados por líneas finas de diferentes colores (cada color representa 

un núcleo diferente) (Figura 14A y 14B). 

 En el control se observó que la tasa de elongación tenía fluctuaciones constantes 

con un intervalo de valores cercanos a 0 y 0.2 µm s-1. El desplazamiento de la mayoría de 

los núcleos se mantuvo muy cercano a la tasa de elongación, mostrando esporádicamente 

movimientos acelerados anterógrados y retrógrados (Figura 14Aa). 

 En la mutante ropy-1 la tasa de elongación presentó variaciones al igual que el 

control, pero con un intervalo menor (0 a 0.1 µm s-1). Los núcleos mostraron 

desplazamientos principalmente hacia el ápice y solo en casos aislados hacia la región 

basal de la hifa (Figura 14Ab). 

 La mutante ropy-3 mostró mayor variación en la tasa de desplazamiento nuclear. Se 

observaron movimientos anterógrados y retrógrados más acelerados (Figura 14Ac). 
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Figura 14A. Tasa de elongación de la hifa y tasa de desplazamiento nuclear en las cepas de 
N. crassa transformadas con núcleos marcados con GFP (a) Control; (b) ropy-1; (c) ropy-3; 
(d) ∆nkin. Los valores negativos muestran el movimiento retrógrado de algunos núcleos. 
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Figura 14B. Tasa de elongación de la hifa y tasa de desplazamiento nuclear en las cepas de 
N. crassa transformadas con núcleos marcados con GFP (a) ropy-1/∆nkin; (b) MBC; (c) 
CA. Los valores negativos muestran el movimiento retrógrado de algunos núcleos. 
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 La elongación de las hifas de la mutante ∆nkin fue similar a la ropy-1, pero los 

núcleos presentaron movimientos saltatorios muy variables como si no tuvieran control 

(Figura 14Ad). 

En el caso de la doble mutante ropy-1/∆nkin, la elongación apical tuvo un intervalo 

de 0.1 a 0.2 µm s-1. La mayoría de los núcleos presentaron movimientos anterógrados 

acelerados, sin embargo, ninguno se movió hacia atrás (Figura 14Ba). 

Las hifas tratadas con 2.5 µg ml-1 de MBC mostraron un comportamiento similar al 

de la mutante ropy-1 (Figura 14Bb). 

Las hifas tratadas con 1.0 µg ml-1 de CA tuvieron la tasa de elongación más baja. 

Así como la de desplazamiento de los núcleos que parecían tener un movimiento pasivo 

browniano (Figura 14Bc). 

 

8. Tasa global de elongación y desplazamiento nuclear. 

 Para comparar la tasa de elongación y de desplazamiento nuclear en forma global, 

se calcularon los promedios de todas las observaciones realizadas en conjunto de cada cepa 

(ver n en tabla III). La figura 15 muestra el promedio y el intervalo de confianza al 95% de 

estos dos indicadores. 

 En ninguna de las condiciones estudiadas se encontraron diferencias entre la tasa 

global de elongación y la de desplazamiento de los núcleos (p>0.05). Sin embargo, entre 

las diferentes condiciones ambas tasas sí fueron diferentes (p<0.05). 
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Figura 15. Tasa global de elongación de la hifa (µm s-1) y de desplazamiento nuclear (µm 
s-1) en las cepas de N. crassa control, ropy-1, ropy-3, ∆nkin, ropy-1/∆nkin, tratadas con 
MBC y CA. La columna indica la media y la barra, el intervalo de confianza al 95 %. 
 

 

9. Análisis de regresión lineal de la elongación de la hifa y el desplazamiento nuclear. 

 Las líneas de regresión de cada núcleo en la cepa control (Figura 16a) tienen 

pendientes muy similares, al igual que la mutante ropy-3 (Figura 16c) y la doble mutante 

ropy-1/∆nkin (Figura 16e). La ropy-1 (Figura 16b) y la cepa tratada con MBC (Figura 16f) 

mostraron variaciones mínimas en las diferentes pendientes. 
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Figura 16. Regresión lineal de la elongación de la hifa (eje x) y el desplazamiento nuclear 
(eje y) en N. crassa. (a) Control; (b) ropy-1; (c) ropy-3; (d) ∆nkin; (e) ropy-1/∆nkin; (f) 
MBC; (g) CA. 
 

 

 



 41 

 En el caso de la mutante ∆nkin y la cepa tratada con CA, las líneas de regresión 

tuvieron pendientes con diferente ángulo para cada núcleo (Figura 16d y g). 

Estas diferencias se observan claramente en la figura 17 que muestra con mayor 

detalle las líneas de regresión, porque la escala de los ejes (x, y) se redujo debido a que  la 

mutante ∆nkin y la cepa tratada con CA tuvieron los valores más bajos de elongación y 

desplazamiento. 

 

 

 
Figura 17. Regresión lineal de la elongación de la hifa (eje x) y el desplazamiento nuclear 
(eje y) en N. crassa. (a) ∆nkin, (b) CA. La escala de los ejes (x, y) ha sido modificada de la 
figura 17 para tener un acercamiento. 
 

 

Para confirmar si la tendencia del crecimiento celular se correlacionaba con el 

movimiento nuclear, se realizó un análisis de regresión lineal entre los valores de 

elongación y desplazamiento de una hifa y cada uno de los diez núcleos cercanos al ápice. 

 Los índices de correlación promedio (n=10) se muestran en la Tabla V, así como la 

desviación estándar y los valores mínimos y máximos. 
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Tabla V. Indice de correlación entre la elongación apical y el desplazamiento nuclear. 

 
Media 

r 

D. estándar 
r 

Mínimo 
r 

Máximo 
r 

Control 0.99 0.002 0.99 0.99 
ropy-1 0.89 0.109 0.65 0.98 
ropy-3 0.99 0.009 0.96 0.99 
∆∆∆∆nkin 0.62 0.351 0.02 0.98 

ropy-1/∆∆∆∆nkin 0.98 0.040 0.86 0.99 
MBC 0.94 0.063 0.80 0.99 
CA 0.68 0.221 0.30 0.94 

 

 

 La correlación más alta fue en la cepa control con un índice de casi 1.0. La ropy-1, 

ropy-3, la doble mutante ropy-1/∆nkin y la cepa tratada con MBC tuvieron índices 

superiores a 0.8. La mutante ∆nkin y la cepa tratada con CA mostraron los índices más 

bajos (<0.68). 

 

10. Dirección de los movimientos nucleares durante el crecimiento celular. 

Como se ha venido describiendo los núcleos tienen la capacidad de avanzar, 

retroceder o permanecer en un lugar, se describió el porcentaje de los movimientos en cada 

dirección, considerando el desplazamiento instantáneo registrando a través de los cambios 

de posición de cada núcleo observado cuadro por cuadro en las series de tiempo. 

 Del total de observaciones de cada cepa se calculó el porcentaje de movimientos 

anterógrados, retrógrados y sin cambio en la posición, estos valores son mostrados en la 

Tabla VI. 

 
 
 



 43 

Tabla VI. Dirección de los movimientos de los núcleos. 
Movimientos 

Anterógrado Retrógrado Sin movimiento N. crassa 

No. Obs. % No. Obs. % No. Obs. % 
Control 5161 75.4 258 3.7 1425 20.8 
ropy-1 1122 23.3 176 3.6 3502 72.9 
ropy-3 1824 44.8 138 3.3 2106 51.7 
∆nkin 333 21.1 104 6.6 1137 72.2 

ropy-1/∆nkin 1779 19.1 0 0.0 7521 80.8 
MBC 1141 23.1 122 2.7 3243 74.1 
CA 236 13.3 216 12.1 1320 74.4 

 
 
 
 
 En la cepa control los núcleos se desplazaron hacia el ápice con mayor frecuencia 

(75.4% del tiempo), y solo en el 3.7 % de las observaciones se movieron hacia atrás (Tabla 

VI). 

 En todas las condiciones estudiadas se presentó una reducción significativa de la 

proporción de movimientos anterógrados (p<0.05), en virtud de que permanecían por más 

tiempo en el mismo lugar. El movimiento retrógrado, en la doble mutante ropy-1/∆nkin fue 

nulo y en la ∆nkin y la cepa tratada con CA se incrementó este porcentaje en forma 

significativa (p<0.05). 

 

11. Velocidad de desplazamiento de los núcleos. 

Por separado se calculó la velocidad de desplazamiento de los núcleos en sentido 

anterógrado y retrógrado mostrando que casi en todas las condiciones los núcleos tienen la 

capacidad de avanzar o retroceder largas distancias durante el crecimiento apical (Tabla 

VII) (Figura 19). 
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Tabla VII. Velocidad máxima de desplazamiento anterógrado y retrógrado de los núcleos. 
Velocidad máxima de movimiento N. crassa 
Anterógrado Retrógrago 

Control 1.2 0.7 
ropy-1 0.9 3.7 
ropy-3 1.1 0.8 
∆∆∆∆nkin 2.0 1.0 

ropy-1/∆∆∆∆nkin 0.9 0.0 
MBC 0.7 0.7 
CA 1.0 1.3 

 
 
 
 

 
Figura 19. Velocidad de desplazamiento retrógrado y anterógrado de los núcleos. 
(▪)media; () intervalo de confianza al 95%; y (І) valor máximo y mínimo. 
 

 

Control ropy-1 ropy-3 ∆nkin ropy-1/∆nkin MBC CA 
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12. Recuperación de la fluorescencia después del fotoblanqueamiento (FRAP). 

 En el control el área fotoblanqueada de la región subapical de hifas de N. crassa, no 

se presentó repoblación de núcleos fluorescentes después de 5 minutos de secuencia. 

(Figura 20). 

 
Figura 20. Recuperación de fluorescencia después del fotoblanqueamiento (FRAP) del 
área marcada con el recuadro de línea contínua. La línea punteada muestra el crecimiento a 
través del tiempo. Microscopía de fluorescencia (a, c, e, g, i); contraste de fases (b, d, f, h, 
j). Tiempo en min:s. Escala = 10 µm. 
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13. Organización del citoesqueleto microtubular de N. crassa. 

La integridad del citoesqueleto microtubular es otra característica que se describió 

para las cepas en estudio. La figura 21 muestra las diferencias en la organización de los 

microtúbulos. Se observó que las cepas con mutaciones sencillas mostraron diferentes 

grados de desorganización. 

 
 
 

 
Figura 21. Citoesqueleto microtubular y de actina en N. crassa. (a) Cepa control con 
microtúbulos marcados con GFP; (b) ropy-1; (c) ropy-3; (d) ∆nkin; (e) MBC; (f) cepa 
control con los filamentos de actina marcados con RFP; (g) CA. Escala = 10 µm. 
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V. DISCUSION 

 Los procesos de elongación apical y desplazamiento nuclear en células fúngicas han 

sido punto de discusión durante décadas; en diferentes momentos estos fenómenos se han 

atribuido a diferentes causas. 

 La tasa de elongación celular y el desplazamiento de núcleos son muy similares 

debido a que ambos son consecuencia de la fuerza que el flujo citoplasmático ejerce 

durante el crecimiento polarizado de hifas maduras, de tal manera que las células tienen un 

menor gasto de energía que si utilizaran las proteínas motoras como transporte principal de 

los núcleos u otros organelos. 

 Dentro de la tasa de elongación y de desplazamiento nuclear se puede mencionar 

que el mal funcionamiento en proteínas motoras afecta la tasa de crecimiento y de 

desplazamiento al comparar diferentes cepas, pero estos efectos no influyen en una 

diferencia significativa entre la elongación apical y el desplazamiento de los núcleos. Esto 

puede ser a causa de que al disminuir el flujo citoplasmático que es la principal fuerza de 

empuje en la elongación de la hifa, los núcleos por consecuencia se desplazan con dicho 

movimiento; que también puede observarse con el análisis de regresión lineal, donde en la 

mayoría de los casos, a excepción de la mutante ∆nkin y el tratamiento con CA, los núcleos 

parecían llevar cierta correlación con el crecimiento apical. 

 Los movimientos de los núcleos fueron, en la mayoría de los casos en ambos 

sentidos; incluso en las mutantes del complejo de dineína-dinactina se dieron movimientos 

retrógrados y anterógrados más largos que la misma elongación de la hifa. La realidad 

puede ser muy diferente a la descrita por Yamamoto e Hiraoka (2003), quienes mencionan 
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que los movimientos retrógrados se deben solo a las proteínas involucradas con el 

complejo dineína-dinactina y que los movimientos anterógrados lo son a la cinesina 

convencional. Es probable que las proteínas motoras, como se mencionó, tengan cierta 

libertad de movimiento en ambas direcciones o incluso que al mutar una de ellas la otra 

restituya el problema inmediatamente; pues en la doble mutante ropy-1/∆nkin tal como lo 

mencionaron Seiler y colaboradores (1999), no se presentaron movimientos retrógrados, 

debido a la ausencia de ambos motores. 

 Respecto al elevado índice de crecimiento que la doble mutante ropy-1/∆nkin tuvo 

en comparación con ambas cepas parentales, siendo mayor a lo que Seiler y colaboradores 

(1999) mencionan en sus investigaciones, pudo deberse al tipo de cepas utilizadas o incluso 

a que el apareamiento de ambas mutantes pudo restituir alguna función en el desarrollo lo 

que le permitiera elevar su crecimiento. Otra posible razón podría ser la alta producción de 

material genético debido a la acumulación de núcleos en todo lo largo de la hifa lo que 

permita una mayor tasa de elongación celular. 

 La morfología esférica de los núcleos en las mutantes de proteínas motoras, como 

también Seiler y colaboradores (1999) los describen, pueden ser por la disfuncionalidad de 

las proteínas motoras, que mantienen unidos los núcleos a los microtúbulos; ésta tal vez sea 

la razón del por qué en el tratamiento con MBC los núcleos también presentan una 

morfología alargada. En mutantes sencillas, la razón de los movimientos retrógrados puede 

ser causa de que las proteínas motoras tienen la capacidad de viajar en ambos sentidos en 

un mismo microtúbulo, lo que sustituiría el movimiento de núcleos cuando un motor tiene 
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funciones nulas o interrumpidas; pues el movimiento retrógrado no puede observarse en la 

doble mutante ropy-1/∆nkin. 

 Como ya se mencionó, la morfología nuclear en las hifas de N. crassa transformada 

puede ser cuestión de la unión entre las proteínas motoras que tiran de los núcleos a través 

de su movimiento sobre los microtúbulos, ya que en la doble mutante ropy-1/∆nkin la 

forma de pera descrita en resultados no es observada en los núcleos de esta mutante. 

 La organización del citoesqueleto microtubular varió entre las mutantes sencillas 

con respecto al control; dicha organización puede ser dependiente en cierta forma de las 

proteínas motoras, principalmente del complejo dineína-dinactina; tal vez debido a lo que 

Malikov y colaboradores (2004) mencionaron sobre la función de nucleación de 

microtúbulos que la dineína presentaba en sus resultados. 

 Las observaciones del desplazamiento nuclear en N. crassa coinciden con lo que 

Torralba y colaboradores (1998) mencionaron sobre A. nidulans al inhibir el citoesqueleto 

de actina con CA, con Karpova y colaboradores (2000) y Virag y Griffiths (2004) que con 

la primer mutante de actina en N. crassa encontraron una agregación de núcleos esféricos y 

una distribución anormal llegando hasta el ápice hinchado de la hifa. Esto sugiere que el 

citoesqueleto de actina es de gran importancia para mantener posicionados a los núcleos a 

cierta distancia de la punta. 

Xiang y Fischer (2004) se preguntaban de que manera los organelos internos 

pueden tener sentido de las distancias a las cuales deben encontrarse, principalmente entre 

el ápice y el núcleos proximal. Una parte de la respuesta se encuentra en el citoesqueleto de 

actina, pues al ser desorganizados los núcleos no tienen control en cuestión de distribución 
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y es posible que lleguen a distancias muy cortas del ápice celular teniendo como 

consecuencia una menor elongación apical. 

 El método FRAP fue de utilidad para el análisis de que las proteínas motoras son 

las principales fuerzas de movimiento de los núcleos, pues al no observar núcleos dentro de 

la zona fotoblanqueada se puede sugerir con mayor certeza que las proteínas son necesarias 

en mecanismos específicos de movimiento. 

 En las cepas utilizadas para este trabajo, que fueron transformadas genéticamente se 

utilizaron concentraciones de MBC de 2.5 µg ml-1, esta concentración es un orden de 

magnitud mayor que la utilizada en otros estudios como es de Barja y colaboradores (1992) 

que utilizaron 0.29 µg ml-1 de MBC en germínulas de N. crassa, y el de That y 

colaboradores (1988) donde se observaron efectos con 0.49 µg ml-1 de esta misma droga. 

Aunque en estas dos investigaciones se utilizaron células de N. crassa en otro estudio del 

desarrollo como son las germínulas, muy probablemente la transformación genética de este 

organismo produjo en cierta medida una ligera resistencia al Benomilo. 

 Esta misma cepa transformada con los núcleos marcados con GFP se expuso a 

concentraciones de CA de 1.0 µg ml-1, siendo mucho menor a la utilizada por Allen y 

colaboradores (2005) quienes utilizaron 10 µg ml-1 de esta misma droga para inhibir el 

crecimiento; esto tal vez se debe a que ellos buscaban la concentración a la cual se 

inhibiera totalmente el crecimiento de las hifas y no solo al 50 % como se buscaba en esta 

ocasión. 

 Por tal manera se propone el siguiente modelo (Figura 22) en el cual se 

interrelacionan todos los elementos celulares tanto del citoesqueleto como motores; donde 
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en el caso de hifas silvestres los núcleos se encuentran unidos a los microtúbulos mediante 

las proteínas motoras pero la estructura de los microfilamentos de actina mantienen la zona 

de exclusión relativamente constante (Figura 22a). Para el caso de las mutantes sencillas se 

propone que la disfuncionalidad de una proteína puede enviar una señal a la célula para 

restituir dicha mutación, permitiendo que otras proteínas motoras realicen la función 

dañada (Figura 22b); al eliminar la funcionalidad de dos proteínas motoras esenciales la 

célula no tiene la capacidad de sustituir la mutación y por tal motivo los núcleos 

permanecen más agrupados y es más notorio su movimiento junto con el citoplasma 

(Figura 22c). 

 Se propone también que a pesar de la irregularidad y tamaño de los microtúbulos, 

los núcleos continúan siendo jalados en dirección de cada proteína motora (Figura 22d); 

mientras que en ausencia de los filamentos de actina el control estructural se rompe, la zona 

de exclusión es interrumpida y los núcleos pueden alcanzar el ápice sin dificultad, además 

que la tasa de elongación se reduce. (Figura 22e). 
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Figura 22. Modelo de desplazamiento nuclear. (a) Hifa silvestre; (b) mutante sencilla; (c) 
doble mutante; (d) MBC; (e) CA. 
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VI. CONCLUSIONES 

 

• N. crassa es un organismo resistente a ciertas drogas del citoesqueleto, pero no a 

aquellas que actúen sobre de los filamentos de actina, que son de esencial importancia 

para un crecimiento polarizado y una distribución regular de los organelos. 

• Las mutantes de proteínas motoras no muestran efectos en el movimiento total de los 

núcleos; es decir, la mayoría de los núcleos son desplazados por acción del flujo 

citoplasmático, al ritmo de la tasa de elongación. 

• Se puede concluir que debido a que los movimientos retrógrados y anterógrados se 

observaban en la mayoría de las situaciones a excepción de la doble mutante ropy-

1/∆nkin: 1) la función de las proteínas motoras en hifas maduras se utiliza solo para dar 

grandes movimientos a los organelos o para ir contra-corriente a la dirección del flujo 

citoplasmático; 2) el citoesqueleto microtubular tiene una organización bidireccional lo 

que permite que en las mutantes ropy haya retrocesos en el sentido del ápice celular; 3) 

las proteínas motoras tienen la capacidad de transportar organelos en ambos sentidos; 

4) de funcionar alternativamente dentro de la célula al momento en que una de ellas se 

encuentra defectuosa, llevando a cabo su función bidireccional; y 5) los 

microfilamentos de actina son los principales elementos del citoesqueleto que 

mantienen la organización y dinámica en relaciones normales dentro de la célula. 
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VIII. ANEXOS 

Anexo A. Reactivos para medios de cultivo (Vogel, 1964): 

Sales de Vogel: Cantidad 
Citrato Na3 ⋅ 5H2O 150 g 
KH2PO4 (anhidro) 250 g 

KH4NO3 100 g 
MgSO4 ⋅ 7H2O 10 g 
CaCl2 ⋅ 2H2O 5 g 

Biotina 5 ml 
Elementos traza 5 ml 

dH2O 750 ml 
 
El volumen total es aproximadamente 1 L a una concentración de 50x con un pH de 

5.8. Se le agregan 2 ml de cloroformo como conservador para ser almacenado a 

temperatura ambiente. Para su utilización es necesario diluirlo 50 veces con agua destilada. 

 
Elementos traza: Cantidad 

Acido cítrico ⋅ 1H2O 5.00 g 
ZnSO4 5.00 g 

Fe(NH4)2SO4 ⋅ 6H2O 1.00 g 
CuSO4 ⋅ 5H2O 0.25 g 
MnSO4 ⋅ 1H2O 0.05 g 

H3BO3 0.05 g 
Na2MoO4  2H2O 0.05 g 

dH2O 95 ml 
 
 Llevar el volumen a 100 ml con agua destilada. Agregar 1 ml de cloroformo como 

conservador y almacenar en oscuridad a temperatura ambiente. 
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Solución Biotina: Cantidad 

Biotina (Merck) 5 mg 
dH2O 50 ml 

 

Anexo B. Reactivos para despolimerización del citoesqueleto 

MBC 10 mg ml-1: Cantidad  CA 1 mg ml-1: Cantidad 
MBC 10 mg  Citocalasina A 1 mg 

Etanol 96 % 1 ml  Etanol 96 % 1 ml 
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ROLE OF CYTOPLASMIC FLOW AND MOTOR PROTEINS ASSOCIATED TO 
MICROTUBULES ON THE NUCLEAR DISPLACEMENT IN FILAMENTOUS 

FUNGI 
 
 
 

Nuclei movement and localization are multifactorial events that have been studied 
by the last two decades without any agreement. With the porpoise of provide information 
about it we carry out an study to describe subapical nuclei movement and factors that could 
be related like citoplasmic flow, microtubules, actin microfilaments and motor proteins 
(dinein-dinactin complex and kinesin). 
 We used Confocal Microscopy of five Neurospora crassa strains with nuclei labeled 
with GFP. One strain mutation free (blank), three simple mutants ropy-1, ropy-3, ∆nkin and 
one double mutant ropy-1/∆nkin. Additionally we made observations in blank treated with 
Benomyl (MBC) and Citochalasin A (CA). 
 We observed that nuclei have moved on a bidirectional way or have stopped, except 
on double mutant where retrograde movement was null. Nuclei displacement was very 
close to the hypha elongation rate on blank (0.13 ± 0.08; 0.14 ± 0.13 µm s-1), ropy-1 (0.02 
± 0.04; 0.02 ± 0.12 µm s-1), ropy-3 (0.05 ± 0.06; 0.06 ± 0.10 µm s-1), ropy-1/∆nkin (0.05 ± 
0.09; 0.04 ± 0.10 µm s-1) and MBC treated (0.05 ± 0.09; 0.05 ± 0.12 µm s-1) , but not on 
∆nkin (0.03 ± 0.08; 0.03 ± 0.21 µm s-1), neither CA treated (0.005 ± 0.03; 0.001 ± 0.10 µm 
s-1). Nuclei showed morphology differences: on blank were large whereas other strains 
were spherical form. Nuclei exclusion zone was shorter in the absence of motor proteins 
and null in the absence of actin microfilaments. 
 In conclusion, nuclear movement and distribution are determined by different 
forces; on mature hyphae  fundamental motor is citoplasmic flow. Although, motor 
proteins are nuclei union to microtubules and actin is the shell that merge this elements to 
be displaced like a unit by the flow-through. 
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