Aspectos de la conidiogenesis de Septoria apiicola

Speg. mediante el uso de la microscopia electronica de

transmision.
Franklin J. Escalona® y Augusto Farro A.**.
Resumen

Previo al estudio ultraestructural de Septoria apiicola Speg. se realizaron observaciones en el
microscopio de luz; de este modo se generalizd el conjunto de estructuras para esta especie flngica,
resolviéndose también el desarrollo entercblastico de los conidios. La ultraestructura de la
conidiogénesis de S. apiicola se evidencié en picnidios del del hongo obtenidos de célery (Apium
graveolens) infectado bajo condiciones naturales. Las observaciones del desarrollo conidiogénico
realizadas con microscopio electrénico, permitieron mostrar una conidiogénesis enterobléstica, donde
ninguna de las capas, externa e interna, de la pared del nuevo estado conidial continuan con las
respectivas capas de la pared del estado previo en la formacién del conidio. Tomando como base el
desarrollo conidiogénico, Sutton (1980) clasificé el género Septoria Sacc. en el suborden
Blastopycnidiineae, caracterizado por tener conidiogénesis holoblastica. No obstante, el desarrollo
de los conidios de Septoria spp ha demostrado ser heterogeneo. La heterogeneidad en la conidiogéne-
sis, manifestada en especies de Sgptoria, da especial significacién a los resultados que puedan ser
obtenidos de ultraestructura.

Abstract

Before doing ultrastructural studies in Septoria apiicola Speg., some chservations, using the Light
micrscope were carried out. In such a way, both the main structures of the specie as a whole and the
enteroblastic development of the conidia were pointed out.

The condiogenesis was evident in the picnidial stages of the fungus using infected celery (Apium
graveolens) under natural conditions, as a host. It showed that neither one of the wall layers,
external or internal, of the new condial stage, are a contination of the previous one.

The inclusions of Septoria in the suborder Blastopycnidiinae (Sutton 1980) was due, mainly because
of the thinking, it has holoblastic type of conidiogenesis alone. In our findings, however, we
concluded that both exist and it was posible , by using ultrastructure techniques with the E.M.

Introduccion

Los avances logrados hasta
hoy en la investigacién ul-
traestructural aplicada a la
micologia, han permitido en-
tender mejor los aspectos
referidos a la estructura y
organizacién celular de 1los
hongos, la interaccién de
estos con sus hospederos y el
desarrollo de sus esporas.
Ademds del empleo de otras
técnicas modernas, el uso
del microscopio electrénico
de transmisién (MET) y el de
barrido, destacan como herra-
mientas de asistencia en el
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estudio de los hongos (Klom-
parents, 1990).

La formacién de las espo-
ras de los hongos o modos de
desarrollo conidial, defi-ni-
dos por Hughes en 1953 y su
relacién con la clasificacidn
de los Deuteromycetes han es-
timulado al méximo los estu-
dios ultraestructurales de
conidiogénesis (Klomparens,
1990). Sobre el MET es nota-
ble como el equipo-de uso mas
generalizado.

La conidiogénesis, estu-
diaba a través de microcopia
6ptica y MET, es un criterio
de valor taxondémico para
la clasificacién de los hon-
gos; tanto para los que lle-
van sus conidios en conidid
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foros libres (Hughes, 1953),
como para aquellos que los
llevan dentro de las es-
tructuras de fructificacidn
(Sutton,1980).

Septoria Sacc., un género
picnidial, se caracteriza por
tener conidiogénesis holo-
blastica con proliferacién
simpodial o sincrénica (Sut-
ton, 1980). No obstante, para
especies de Septoria se re-
conocen tres tipos diferentes
de conidogénesis: simpodial
blastica, solitaria blastica
y fialidica (Luttrell, 1979);
asimismo, en especies de este
género se han observado célu-
las conidiogénicas prolife-
rando anelidica y percurren-
temente, como también espe-
cies formando varios tipos de
células conidiégenas dentro
de un picnidio(Andrianova,
1990).

Los diversos tipos de
conidogénesis descritos en
Septoria, han sido estudiados
mediante microscopia luz (Pu-
nithalingam, 1967, 1980 vy
1982; Punithalingam and Wa-
terston, 1970; Punithalingam
and Holliday, 1972; y Sutton
and Waterston,1966); sin em-
bargo, las caracteristicas de
los picnidios, de las cédulas
conididgenas y de las espo-
rashan dificultado estas ob-
servaciones. La wutilizacién
del MET ha facilitado 1la
realizacién de estudios mas
completos sobre el desarrollo
conidogénico de Septoria
(Sun-ny,1977).

Por cuanto los hongosre-
flejan plasticidad en el de-

sarrollo de sus conidios (Mi-
nter, Kirk and Sutton, 1982;
1983a,1983b; y Sigler, 1989),
los criterios expresados por
Minter respecto a la forma-
cién de conidios talicos vy
blésticos y, a la presencia
de "fialides" y "anelides" en
una sola especie, deberan ser
considerados al interpretar
el desarrollo condial de
los Deuteromycetes (Minter,
1984).

Toda evidencia referida a
ontogenia condial que pueda
ser acumulada, es valida para
sustentar a este cardacter
como criterio moderno de cla-
sificacién de hongos imper-
fectos, y por ende para Sep-
toria spp.; en consecuencia,
este trabajo tiene como obje-
tivo contribuir con el cono-
cimiento de la conidiogénesis
de Septoria apiicola Speg. a
nivel ultraestructural.

Materiales y metodos

Como punto de referencia
al estudio en el MET, se rea-
lizé microscopia de 1luz; a
los efectos, secciones longi-
tudinales de picnidios inmer-
sos en el mesé6filo de la hoja
de célery, y también células
conididégenas y conidios, se
montaron el laminas portacb-
jetos con eritrosina mas cu-
bre objeto. Los esquemas de
las estrucuturas fingicas se
de dibujaron con la ayuda de
camara lucida. Las dimensio-
nes de las estructuras fingi-
cas se determinaron con una
escala micrométrica incorpo
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rada en el ocular del micros-
copio.

Para observar la ultraes-

tructura de la condiogéne-—

sis se utilizaron picnidios
de 8. apiicola ocurridos en
célery (A. graviolens) en
condiciones de campo.

Material de hojas frescas
(trozos de 2 x 2 mm) conte-
niendo lesiones con picnidios
de hongo, fue colocado en 10
ml de agua destilada dentro
de tubos de ensayo con tapa,
durante 1-2 horas; luego, se
agitaron vigorosamente (en un
agitador eléctrico) para ase-
gurar la maxima asimilacidn
de agua y la liberacidn de
los conidios. Posteriormente
se incubaron en agaragua para
la formacién de esporas den-
tro de picnidios vacios.

El material fue fijado,
luego del periodo de incuba-
cién, en glutaraldehido al 5%
(buffer fosfato 0,2 M, PpH
7.2) a 4 °C durante 4 dias;
después se lavé con.una mez-—
cla de agua destilada y buf-
fer fosfato 0,2 M, PpH 7.2
(1:1, V:V). Una post fijacidn
fue efectuada en 0,0, al 2%,
no amortiguado, a 21 °C du-
rante 2-3 horas; nuevamente
se lavé en buffer 0.1 M, pH
7.2. A continuacién se deshi-
draté en una serie de etanol
(Sunny, 1977).

La infliltracién del ma-
terial postfijado se hizo,
secuencialmente, con o6xido
de propileno mas pléastico
(Pily/bet 812), vy plastico.
Luego de la evaporacidn del
exceso de solvente, el mate-
rial se incluyé en pléastico
puro vertido en moldes o cap-
sulas de 11 x 5 x 4 mm. La
polimerizacién del pléastico
se efectus a 60 °C, durante
48 horas.

Los coretes gruesos (1
pum) y finos (< 600 A), se
obtuvieron con la utilizacidn
de un ultramicrétomo (Dupont
Sorvall, MT2-B) provisto con
cuchilla de diamante.

Para visualizar la orien-
tacién del material, los cor-—
tes gruesos se montaron en
laminas portaobjetos con azul
de toluidina y se observaron
en el microscopio éptico.

Los cortes finos se mon-
taron en rejillas de cobre
previamente lavadas con ace-
tona; se tifieron, sucesiva-
mente, con acetato de uranilo
por 2,5 min y citrato de plo-
mo por 7.5 min. (Serrano y
otros, 1981) y, se observaron
al MET.

Resultados y discusidn

El estudio de S§. apiicola
mediante microscopia de luz
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evidencia condiogénesis ente-
roblastica (Fig. 1), ‘desde
cédulas conidiégenas hiali-
nas, discretas, ampuliformesa
obpiriformes, determinadas o
indeterminadas con prolifera-
cién simpodial. Al MET, este
modo de desarrollo conidiogé-
nico deja ver que, la especie
estudiada no reserva para su
nuevo estado conidial ninguna
de las capas (externa e in-
terna) de la pared, en conti-
nuacién con las respectivas
capas de la pared del estado
previo de 1la formacién del
conidio (Fig. 2,D). De esta
manera se define, ac-
tualmente, al término entero-
blédstico; en este modo de
desarrollo conidial, la pared
interna del estado previo,
con frecuencia es continua
con la pared externa del nue-
vo estado, proyectédndose en
este dltimo wuna nueva pa-
red interna ( Minter, 1982 y
1984). :
Considerando que los Deu-
teromycetes pasan, normalmen-
te, por cuatro estados de
desarrollo (iniciacién, madu-
racién, delimitacién y suce-
sién conidial) durante 1la
produccién de sus conidios vy,
entre produccién de esporas
sucesivas ocurre una prolife-
racién y regeneracién de la
cédula conididgena (Minter,
1984), seria prematuro indi-
car que la "fialide" observa-
da ( Fig. 2, D) estd dando
lugar al primer conidio (es-
tado de iniciacién) o bien,
corresponde a un estado de
proliferacién conidial. Una

cinética de crecimiento po-
dria revelarlo.

Al MET, la célula coni-
diégena  indeterminada con
proliferacién simpodial limi-
tad (Fig. 2, B-C) deja una
proyeccién cilindrica a mane-
ra de cicatriz, al ocurrir la
sucesién del conidio; esta
cicatriz es plana ancha y no
engrosada.
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Fig. 1. Septoria apiicola sobre hojas de Apium graveolens, vista
al microscopios de luz. A, picnidio: seccién longitudi-
nal; B, células conidiégenas y conidios ( la flecha se-
fiala el desarrollo enterobléastico de los conidios); C,
conidios.
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A, segmento de un picnidio en seccidén longitudinal: c,
conidio; cc, célula conididgena; ce, célula estromatica;
ch, célula del hospedero. 4000X. B, desarrollo conidial
enteroblastico (la flecha sefiala la interrupcidén de 1la
pared de la "fialide"), también se observa la cicatriz
(ct) dejada por la secesidén del conidio. 16.800X. C, pro-
liferacidén simpodial de conidios; se observa un conidio
cuyo septo de separacidn ( estado de delimitacién coni-
dial) ain no se ha formado. 14.000X. D, formacidén de un
fialoconidio: co, colarete; pe, pared externa; pi, pared
interna; £, "fialide"; 1lc, locus conidiogénico. 28.000X.
Microfotografia de transmision electrdnica tomada en la
UDIULTRES-UCLA.
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