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Resumen de la tesis de Alejandra Irene Hernández Saiz presentada como 

requisito parcial para la obtención de la Licenciatura en Biología. Ensenada, 

Baja California, México, Junio 2019. 

Dinámica de la flipasa de fosfolípidos DNF-4 y su papel en el crecimiento 

polarizado en Neurospora crassa 

Resumen aprobado por: 

 

DRA. OLGA ALICIA CALLEJAS NEGRETE 

Director de tesis 

I. RESUMEN 

Las flipasas de fosfolípidos son proteínas transmembranales 

conservadas entre los organismos eucariotas; estas translocan poblaciones 

específicas de fosfolípidos de la cara luminal hacia la cara citosólica y han sido 

asociadas con la señalización de apoptosis, ordenamiento de proteínas, tráfico 

vesicular y secreción. El gen dnf-4 de Neurospora crassa tiene una alta 

identidad con el gen neo-1 de Saccharomyces cerevisiae, el cual es un gen 

esencial en la levadura de gemación y pertenece a una subfamilia altamente 

conservada de genes ATPasas tipo-P que codifican las flipasas de fosfolípidos. 

Con la finalidad de entender la dinámica celular y función de DNF-4 en N. 

crassa, se etiquetó esta proteína con la proteína verde fluorescente (sGFP) y se 

analizaron hifas mediante microscopia confocal, por otra parte, se caracterizó la 

mutante por deleción dnf-4. DNF-4-sGFP se observó cómo partículas 

brillantes fluorescentes, aparentemente alrededor del retículo endoplasmático y 

complejo de Golgi, co-localizando parcialmente con marcadores de estos 

compartimentos. Las partículas fluorescentes se mueven en dirección 
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anterógrado y retrogrado; algunos de ellos con el flujo citoplasmático, pero otros 

se mueven a velocidades más altas, probablemente conducidos por proteínas 

motoras asociadas a los microtúbulos, como se pudo observar en experimentos 

con drogas anti-microtúbulos (Benomilo). Adicionalmente se observó 

estructuras parecidas a vacuolas que contienen pequeños compartimentos 

membranosos moviéndose hacia la punta de la hifa. En la mutante Δdnf-4 se 

observó una disminución en la tasa de crecimiento del 41%, un 30% en 

producción de biomasa y 76% en producción de conidios (p<0.05) con respecto 

a la cepa WT. Además, la tasa de ramificación fue tres veces más alta en la 

mutante Δdnf-4 comparado con la WT. El análisis de hifas maduras de la 

mutante, mostraron una morfología distorsionada, con sitios abultados y un 

Spitzenkörper pequeño y menos estable. La mutación del gen dnf-4 en N. 

crassa no es esencial pero afecta la tasa de crecimiento, incrementa la 

frecuencia de ramificación y reduce la producción de conidios.  

 

II. ABSTRACT 

Phospholipid flippases are transmembrane proteins that translocate 

specific population of phospholipids from the luminal to the cytosolic leaflet of 

the plasma membrane and have been associated with apoptosis signaling, 

protein sorting, vesicular traffic, and secretion. The dnf-4 gene of Neurospora 

crassa has high identity with the neo-1 gene of Saccharomyces cerevisiae that 

is essential and belongs to a highly conserved subfamily of P-type ATPase. To 

understand the cellular dynamics and functions of DNF-4 in N. crassa, we used 

live-cell imaging methods to record and analyze growing hyphae after labeling 

these proteins with sGFP and also examined the deletion mutant dnf-4. DNF-4-

sGFP was present as bright particles, apparently surrounding the endoplasmic 

reticulum and the Golgi, co-localizing partially with markers from these 

compartments. The fluorescent spots moved in anterograde and retrograde 

fashion; some of them with the cytoplasmic bulk flow, but some others moved at 
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a higher speed, probably driven by motors associated to microtubules, as was 

shown with the anti-microtubule drug (benomyl) experiments. Additionally, we 

observed vacuole-like structures, containing smaller membranous 

compartments moving towards the hyphal tip. The dnf-4 mutant had a 

decrease of 41% in the elongation rate, 30% in biomass production and 76% in 

conidia production (p<0.05). Branching rate was three-fold higher in the dnf-4 

mutant (p<0.05). Mature hyphae showed a small and unstable Spitzenkörper. 

Hyphal morphology was affected, presenting a meandering profile. The mutation 

dnf-4 gene in N. crassa is not essential but strongly affects the growth rate, 

increase the frequency of branching and reduce significantly conidial production.  

 

Key words: Phospholipid flippases, DNF-4, endoplasmic reticulum, 

endosomes, Golgi, N. crassa. 
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VI. INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 

1. Hongos filamentosos 

Los hongos filamentosos son organismos eucariotas que se encuentran 

ampliamente distribuidos en el ambiente, existiendo como saprófitos y 

parásitos. Los saprófitos obtienen nutrientes a partir de la materia orgánica en 

descomposición, mientras que los parásitos secuestran nutrientes de un 

hospedero vivo. Hay hongos que pueden ser patógenos de animales y/o de 

plantas, según la especie, teniendo graves repercusiones en los sectores de 

salud, ganadería y agricultura. La mayoría de los hongos filamentosos que 

causan enfermedades en el ser humano son de tipo oportunistas, por lo que 

requieren que se cumplan condiciones específicas para poder desarrollar la 

patogenia en el hospedero (Pontón y col., 2000; Walsh y col., 2004). Por otra 

parte, los hongos filamentosos son una fuente importante de enzimas de interés 

industrial, gracias a su capacidad para secretar grandes cantidades de 

proteínas (Powers y col., 2016; Wainwright, 1992). 

 

2. Características de los hongos filamentosos 

Se ha clasificado a los hongos en unicelulares y multicelulares. Cabe 

mencionar que los hongos pueden asumir múltiples morfologías, basadas en el 

modo de división y crecimiento celular. Estas pueden ser levaduriforme, 

filamentosa o una combinación de estas, es decir, dimórfico (Alexopoulos y col., 

1996). En el caso de las levaduras, la división ocurre por gemación o fisión y su 
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crecimiento suele ser isotrópico, mientras que los hongos filamentosos tienen 

una citocinesis incompleta y crecen por extensión apical de sus filamentos, 

conocidos como hifas. El crecimiento proveniente de las hifas puede ocurrir con 

o sin separación de la pared celular, a esto se le conoce como septación. 

Cuando el crecimiento es continúo da lugar a una gran red de hifas llamadas 

micelio (Alexopoulos y col., 1996; Powers-Fletcher y col., 2016). 

 

3. Neurospora crassa como organismo modelo 

Neurospora crassa es un organismo central en la historia de la genética, 

bioquímica y biología molecular del siglo XX (Galagan y col., 2003). Las 

investigaciones sobre este organismo en la primera parte del siglo XX fueron 

esenciales para la genética moderna y la biología molecular. Documentado por 

primera vez en 1843 como contaminante de panaderías en París, este 

organismo se desarrolló como un organismo experimental en la década de 

1920. El trabajo posterior sobre Neurospora por Beadle y Tatum en la década 

de 1940 estableció la relación entre los genes y las proteínas, que se resume 

en la hipótesis de "un gen, una enzima" (Beadle y Tatum, 1941.). En la segunda 

mitad del siglo, Neurospora tuvo un papel central como organismo modelo, 

contribuyendo a la comprensión fundamental de los sistemas de defensa del 

genoma, la metilación del ADN, la importación de proteínas mitocondriales, el 

ritmo circadiano, el silenciamiento génico postranscripcional y la reparación del 

ADN (Davis, 2000). Debido a que Neurospora es un hongo filamentoso 
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multicelular, también ha proporcionado un sistema para estudiar la 

diferenciación y el desarrollo celular, así como otros aspectos de la biología 

eucariótica (Galagan y col., 2003), ofreciendo un gran potencial para un 

continuo descubrimiento.  

 

4. Crecimiento polarizado 

El crecimiento polarizado apical de los hongos filamentosos fue 

identificado hace más de medio siglo, siendo una de sus características 

principales (Trinci y col., 1994). También podemos encontrar esta forma en 

algunas algas, musgos, células de raíz en plantas, células neuronales y tubos 

de polen (Heath, 1990) . Las levaduras en gemación han sido un modelo muy 

útil para investigar el crecimiento polarizado y sus determinantes. Sin embargo, 

no es el hongo modelo ideal para entender el crecimiento de punta polarizada 

ya que las levaduras son unicelulares y se dividen asexualmente por gemación 

o fisión (Bartnicki, 1968; Herskowitz, 1988)(S Bartnicki-Garcia, 1968). La forma 

de la hifa está determinada por el ensamblaje de la pared celular, este proceso 

polarizado tiene lugar en la punta. Las paredes celulares de los hongos están 

compuestas principalmente por polisacáridos y glicoproteínas. Evidencias 

sugieren que las glicoproteínas de la matriz son sintetizadas a través de la ruta 

secretora, se transportan en vesículas secretoras y se incorporan a la pared 

celular por exocitosis (Bartnicki, 1968; Hunsley & Burnett, 1970). 
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5. Spitzenkörper 

El Spitzenkörper (Spk) es una estructura altamente dinámica y 

pleomórfica que desempeña un papel central en el crecimiento apical y 

determina la morfogénesis de la hifa (Bartnicki y col.,1995). La composición del 

Spk corresponde a una acumulación densa de vesículas de diferentes tamaños, 

ribosomas, microtúbulos, actina y un material amorfo o granular de naturaleza 

indefinida (Bourett & Howard, 1991; Girbardt, 1969; Grove & Bracker, 1970; 

Howard, 1980, 1981; Roberson & Vargas, 1994). Una función atribuida al Spk 

es la concentración de vesículas secretoras antes de que se administren a la 

membrana plasmática, a la cual se fusionan para producir nueva superficie de 

la pared celular. Se ha sugerido que el Spk funciona como centro organizador 

de microtúbulos, ya que se ha observado nucleación de estos en el ápice de las 

hifas y se han encontraron microtúbulos cerca del Spk (Bartnicky, 1990; 

Mouriño y col., 2006; Uchida y col., 2010). Los microtúbulos son esenciales en 

la maquinaria de crecimiento de la punta que permite una elongación rápida y 

continua (Horio, 2007). 

 

6. Secreción de proteínas durante la morfogénesis de la hifa 

Las proteínas secretoras comienzan su viaje hacia el medio extracelular 

ingresando al retículo endoplasmático (RE). En este sitio las proteínas se 

pliegan y pueden someterse a modificaciones, como la glicosilación, formación 

de puentes disulfuro, fosforilación y ensamblaje de subunidades. 
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Posteriormente, las proteínas salen del RE empacadas en vesículas de 

transporte y se dirigen al compartimiento de Golgi, donde pueden tener 

modificaciones adicionales. Para finalizar, nuevamente empacadas en vesículas 

secretoras, las proteínas se dirigen a la membrana plasmática donde serán 

secretadas. Se ha observado que, en algunos casos las proteínas no llegarán al 

espacio extracelular, pero están dirigidas a los compartimentos intracelulares 

como la vacuola, ya sea para convertirse en proteínas residentes o para 

someterse a degradación proteolítica (Conesa y col., 2001). 

 

7. Fosfolípidos  

Las células eucariotas se compartimentan en distintos orgánulos 

mediante bicapas lipídicas. Estas membranas están compuestas de fosfolípidos 

que se encuentran dispuestos asimétricamente entre las dos capas de la 

membrana plasmática. Anteriormente se pensó que era una característica 

estática de las membranas (Bretscher, 1972; Pomorski, 2004). Sin embargo, la 

topología lipídica es el resultado del movimiento continuo bidireccional de los 

lípidos entre las dos capas, llamado ‘flip-flop’, donde las proteínas de membrana 

tienen un papel fundamental (Figura 1) (Pomorski y col, 2004). Para producir 

esta asimetría en la distribución de los fosfolípidos en la membrana plasmática, 

existen proteínas involucradas en el movimiento de estos, como son las flipasas 

que mueven los fosfolípidos de la capa externa a la capa interna de la 

membrana, las flopasas que son responsables del movimiento opuesto y las 
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escramblasas que son capaces de llevar a cabo ambas clases de movimientos 

(Figura 1) (Pomorski y col., 2004). 
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Figura 1. Diagrama de las proteínas que intervienen en el sistema de asimetría de 

membrana. Las siglas corresponden: Membrana plasmática (MP), Retículo endoplásmico 

(RE), Colesterol (Chol), Glicolípidos (GL), Fosfatidilcolina (PC), Fosfatidiletanolamina (PE), 

Fosfatidilserina (PS), Esfingomielina (SM) (Pomoski y col., 2004). 
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8. Distribución de los fosfolípidos 

Se han identificado varias ‘flipasas lipídicas’ (Pomorski y col., 2004).  En 

células eucariotas, la superficie esta enriquecida en fosfolípidos aniónicos que 

contienen aminas primarias (fosfoinositidos (PIPn), ácido 2 fosfatídico, 

fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilserina (PS)), mientras que en la cara 

extracitoplasmática y la superficie del lumen topológicamente equivalente de 

orgánulos internos están enriquecidos en fosfolípidos que contienen colina 

(fosfatidilcolina (PC) y esfingomielina) y glicoesfingolípidos (Op den Kamp, 

1979). En las células procariotas, la PE es enriquecida en la capa citoplásmica 

de la membrana plasmática, el fosfatidilglicerol (PG) se localiza 

predominantemente en la capa externa, y la cardiolipina (CL) tiene una 

distribución asimétrica de transbicapa (Op den Kamp, 1979). 

El origen de la asimetría de los lípidos proviene principalmente de la 

biosíntesis vectorial (Daleke, 2007). La mayoría de los glicerofosfolípidos 

eucarióticos se sintetizan en la cara citoplasmática del RE, mientras que los 

esfingolípidos son sintetizados o modificados en la superficie del lumen del RE 

y del complejo de Golgi. Para mantener el equilibrio de la bicapa, algunos 

lípidos recién sintetizados deben atravesar el lado de la membrana opuesto al 

sitio de síntesis. Una vez sintetizados, los lípidos también deben moverse a 

otras membranas dentro de la célula, que ocurre principalmente mediante un 

proceso vesicular (Vance & Vance, 2004; Daleke, 2007). 
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9. Antecedentes de las flipasas 

La primera evidencia de una flipasa dependiente de ATP en la membrana 

plasmática fue reportada en eritrocitos humanos (Seigneuret y Devauxt, 1984). 

La actividad de las flipasas requiere ATP (Daleke & Huestis, 1985; Seigneuret & 

Devauxt, 1984), es sensible al Ca2+ (Bitbol y col., 1987; Daleke & Huestis, 

1985), además, muestran un alto grado de selectividad para la PS (Daleke & 

Huestis, 1985; Op den Kamp, 1979; Schroit & Zwaal, 1991) . 

El descubrimiento de la actividad de la flipasa en gránulos de cromafines 

suprarrenales bovinos condujo a la purificación y clonación de la ATPasa ll 

bovina (Zachowski y col., 1989). Se encontró que esta enzima era homóloga a 

proteínas de la superfamilia tipo-P ATPasa y estrechamente homóloga a Drs2p, 

una ATPasa de levadura que se ha asociado con el ensamblaje ribosómico 

(Marx y col., 1998; Siegmund y col., 1998). 

Como se mencionó anteriormente, las flipasas son proteínas 

transmembranales clasificadas dentro de la superfamilia de proteínas ATPasas 

tipo-P, subclase lV (Tang y col., 1996). Esta familia (P4-ATPasas) son el mayor 

subgrupo de ATPasas tipo P que se encuentran en células eucarióticas, con 

cinco miembros en Saccharomyces cerevisiae, seis miembros en 

Caenorhabditis elegans, doce miembros en Arabidopsis thaliani y catorce 

miembros en humanos (Axelsen & Palmgren, 1998; Muthusamy y col., 2009). 

Además, la mayoría de las P4-ATPasas requieren interacción con una 

subunidad no catalítica de la familia de genes cdc50 para su transporte fuera 
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del RE. La deficiencia de una P4-ATPasa (Atp8b1) causa enfermedades 

hepáticas en humanos, y estudios en una variedad de sistemas modelo indican 

que esta familia juega papeles diversos y esenciales en la biogénesis de la 

membrana, más allá de su papel para establecer y mantener la asimetría de la 

membrana plasmática (Paulusma & Oude Elferink, 2005). Las P4-ATPasas 

están relacionadas con el transporte de proteínas mediada por vesículas en las 

vías exocíticas y endocíticas. Como la mayoría de ATPasas tipo-P, las P4-

ATPasas suelen contener 10 segmentos transmembranales con los extremos 

N-terminal y C-terminal frente al citosol. Por analogía la estructura cristalizada 

del Ca2+ ATPasa (SERCA 1), el N- terminal queda en la cara citosólica, donde 

el bucle entre los segmentos transmembranales 2 y 3 forman el dominio 

actuador y el bucle citosólico entre los segmentos de membrana 4 y 5 forman el 

sitio de fosforilación y el dominio de unión al nucleótido (Figura 2) (Kühlbrandt, 

2004; Toyoshima & Mizutani, 2004; Muthusamy y col., 2009) 
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Figura 2. Diagrama de la estructura de las flipasas de S. cerevisiae (A: dominio 

actuador, P: dominio de fosforilación, N: dominio de unión a nucleótido) (Tomado de 

Murillo-Corona, 2017, Modificado de Baldridge R., 2012; Roland y col., 2016). 

 

10. Flipasas en hongos 

Se han descrito cinco flipasas en S. cerevisiae: Drs2p, Dnf1p, Dnf2p, 

Dnf3 y Neo1p las cuales se encuentran distribuidas de distinta manera en la 

célula (Hua y col., 2002). Drs2p se localiza en Golgi tardío y endosomas 

tempranos sugiriendo que esta proteína forma parte de la ruta secretora (Hua y 

col., 2002; Ripmaster y col., 1993). En el caso de Dnf1p se ha reportado que se 

encuentra distribuida en las membranas internas y en la membrana plasmática, 

observándose mayor concentración en el sitio de gemación emergente, el cual 

es muy similar a la localización de los parches de actina cortical (Hua y col., 
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2002; Pomorski, 2004). Esto sugiere que Dnf1p se concentra en vesículas 

exocíticas dirigidas a sitios de crecimiento polarizado  (Hua y col., 2002; 

Pomorski y col., 2004). Dnf2p se encuentra en forma de pequeñas estructuras 

puntiformes localizadas debajo de la membrana plasmática, sin mostrar una 

distribución polarizada como en el caso de Dnf1p, indicando que Dnf2p se 

asocia a vesículas endocíticas o a invaginaciones de la membrana plasmática 

(Hua y col., 2002; Pomorski y col., 2004). Dnf3p es una proteína que se 

encuentra dispuesta en estructuras puntiformes distribuidas uniformemente por 

toda la célula, con una mayor superposición con el marcador de TGN (Trans-

Golgi Network)  Kex2p, que se asemeja al patrón de localización de Drs2 (Hua y 

col., 2002). 

Se ha estudiado que tanto por inmunolocalización cómo por marcaje con 

proteínas fluorescentes, que Neo1p se encuentra en forma de estructuras 

puntiformes localizadas en la ruta secretora temprana, la cual corresponde a 

retículo endoplasmático y Golgi temprano (Hua & Graham, 2003; Wicky y col., 

2004; Barbosa y col., 2010). Por otra parte, se ha reportado que las P4-

ATPasas se requieren para la viabilidad de S. cerevisiae y que neo1 es el único 

gen esencial en esta familia (Prezant y col., 1996; Hua y col., 2002). La mutante 

condicional sensible a temperatura neo1-ts, mostró defectos pleiomórficos en 

las rutas secretoras y endocíticas, que incluyen vacuolas fragmentadas, 

defectos en el transporte de proteínas dependientes de COPI (implicadas en el 

transporte de carga a través de Golgi y en el transporte retrógrado al RE de 
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aquellos componentes que necesitan ser reciclados o recuperados [Sönnichsen 

y col., 1998]), defectos en el transporte de proteínas dependientes de 

GGA/clatrina desde el RE hasta el endosoma tardío, y la exposición de PS y PE 

en la lámina externa de la membrana plasmática. Las reacciones de 

glicosilación también se ven perturbadas en células neo1-ts, dando lugar a 

defectos en la pared celular (Wu y col., 2016). 

En el caso del hongo filamentoso Aspergillus nidulans se han identificado 

cuatro genes flipasas de fosfolípidos: dnfA, dnfB, dnfC y dnfD. Mediante 

marcaje con proteínas fluorescentes se observó que tanto DnfA como DnfB se 

encuentran segregadas dentro del Spk y membrana plasmática, con DnfA 

concentrada en el exterior del Spk y DnfB en el núcleo, indicando que estas 

proteínas se encuentran presentes en diferentes poblaciones de vesículas 

(DnfA en macrovesiculas, DnfB en microvesículas) (Schultzhaus y col., 2015).  

Por otra parte, la interrupción de la función de ambos genes no causa letalidad, 

pero si produce defectos en el crecimiento y en la producción de conidios 

(Schultzhaus y col., 2015). En el caso de la deleción del gen dnfC no produce 

defectos en el fenotipo de la cepa, además, de no observarse la presencia de 

señal en clonas conteniendo DnfC::GFP (Schultzhaus y col., 2019). DnfD 

ortólogo de Neo1p, se encuentra distribuido en el citoplasma en forma de 

estructuras irregulares en la región distal y subapical de hifas, lo que 

corresponde a equivalentes de Golgi tardío, sugiriendo que DnfD participa en la 

ruta secretora. La interrupción de la función de esta proteína no exhibió un 
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defecto en el crecimiento de las hifas, pero, genera una disminución evidente en 

la producción de conidios (Schultzhaus y col., 2019).  

11. Antecedentes directos 

En previos trabajos realizados en nuestro laboratorio, se llevó a cabo el 

análisis de la dinámica de la proteína DNF-2-sGFP en N. crassa, donde se 

observó que dicha proteína se localiza en el núcleo del Spk, similar a la 

localización de la quitina sintasa, además de observarse algunos puntos difusos 

en el citoplasma que se transportan de manera anterógrada desde regiones 

distales al subápice (Murillo-Corona, 2017). La deleción de los genes Δdnf-1 y 

Δdnf-2 mostró defectos significativos en el crecimiento y en la producción de 

conidios, siendo más evidente el defecto en la mutante Δdnf-1. Ambas mutantes 

(Δdnf-1 y Δdnf-2) mostraron un patrón errático en la direccionalidad del Spk 

provocando que las hifas crecieran de forma abultada (Murillo-Corona, 2017). 

Existe la posibilidad de que los fenotipos deficientes presentes en las mutantes 

de las flipasas, sean consecuencia de la pérdida en la asimetría de los 

fosfolípidos tanto de la membrana plasmática, así como en la membrana de 

organelos. Sin embargo, hace falta información sobre estas proteínas, su 

localización y sus efectos en el crecimiento de hongos filamentosos, para 

determinar su importancia en el crecimiento polarizado.  
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VII. JUSTIFICACIÓN 

La composición de fosfolípidos típicamente distinta entre la bicapa lipídica, 

se genera y mantiene mediante el transporte bidireccional (flip-flop) de lípidos 

(Pomorski y col., 2004). Las flipasas son proteínas responsables del movimiento 

de los fosfolípidos para crear asimetría entre las capas de las diferentes 

membranas celulares, cuyo propósito es establecer señales para las diferentes 

cargas y destinos de las vesículas que son secretadas o endocitadas en las 

células. Por ejemplo, en S. cerevisiae, hay evidencia de que las flipasas están 

implicadas en el crecimiento polarizado durante el proceso de gemación, así 

como, en la generación y clasificación de vesículas en el tráfico vesicular ( Hua 

y col., 2002; Saito y col., 2007; Sartorel y col., 2014; Hankins y col., 2015). En el 

hongo filamentoso A. nidulans se ha encontrado que cada flipasa pertenece a 

distintas poblaciones de vesículas, además de observarse en equivalentes de 

Golgi tardío (Schultzhaus y col., 2015, Schultzhaus y col., 2019). Sin embargo, 

no se ha podido establecer cuál es el papel que estas proteínas tienen en el 

tráfico de membranas y su impacto en el crecimiento polarizado y organización 

celular de hongos filamentosos, es por esto que en este trabajo estamos 

interesados en estudiar a DNF-4 de  N. crassa. 
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VIII. HIPÓTESIS 

La flipasa DNF-4 de Neurospora crassa se encuentra localizada en el 

retículo endoplasmático y complejo de Golgi.  La deleción del gen causará 

defectos en el crecimiento polarizado de este hongo. 
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IX. OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL 

 Analizar y evaluar la dinámica de la flipas de fosfolípidos DNF-4 y su 

papel en el crecimiento polarizado en Neurospora crassa. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

 Determinar la localización y dinámica de la flipasa de fosfolípidos DNF-4. 

 Determinar el efecto de la mutación por deleción del gen dnf-4 sobre el 

crecimiento polarizado. 
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X. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Organismos y medios de cultivo 

Los organismos que se utilizaron en este trabajo, se enlistan en la Tabla 

l. Las cepas de N. crassa para su mantenimiento y cultivo se realizó en Medio 

Mínimo de Vogel (MMV) con sacarosa (1.5% [p/v] y agar (1.5% [p/v]) a una 

temperatura de 30°C. Las cepas de N. crassa con genotipo ℎ𝑖𝑠−3 ℎ𝑝ℎ+ se 

cultivaron en MMV enriquecido con histidina (500 µg/mL) e higromicina (300 

µg/mL). Los conidios electroporados se cultivaron en medio FIGS (MMV+ 

fructosa 0.05%, glucosa 0.05%, sorbosa 2%) a 30°C hasta observar crecimiento 

de las colonias transformantes. 

 

2. Diseño de oligonucleótidos para el marcaje endógeno de DNF-4 con 

la proteína verde fluorescente (sGFP) 

Para realizar el marcaje endógeno de la proteína DNF-4, se realizó el 

análisis de la secuencia del gen dnf-4 de N. crassa. Esto para determinar la 

posición exacta de su región promotora, el marco de lectura abierto y el 

terminador del gen, con el fin de diseñar dos pares de oligonucleótidos; un par 

para amplificar el fragmento 5’, el cual corresponde aproximadamente 1 kb de la 

región terminal del ORF excluyendo el codón de paro, y otro par para el 

fragmento 3’, también corresponde aproximadamente 1kb de la secuencia rio 

abajo del gen dnf-4. Se utilizó el vector pRM15 para amplificar la proteína verde 

fluorescente (sGFP) unido al gen de resistencia a higromicina (hph- Higromycin 
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Phosphotransferase), cabe mencionar que esos genes se encuentran en un 

vector de almacenamiento (pGEM). Para la construcción del cassette 5’ se 

utilizó el oligonucleótido sentido del ORF del gen dnf-4 y el antisentido del gen 

hph. En el caso del cassette 3’ se fusionó con el oligonucleótido sentido hph y el 

antisentido del UTR 3’ del gen dnf-4. En la Tabla II se enlistan los 

oligonucleótidos que se utilizaron en este trabajo. 

 

Tabla I. Organismos utilizados en el estudio 
 

Cepa Genotipo Referencia 

N. crassa    

FGSC9717 mat A; his-3-; ∆mus-51::bar+ FGSC 

FGSC16010 mat a; dnf-4 FGSC 

FGSC9718 mat a; ∆mus-51::bar+ FGSC 

FGSC4200 mat a; Wildtype FGSC 

SMRP302 mat A;  Pccg-1::mchfp-ypt-1::his-

3+;∆mus-51::bar+a 

Sánchez-León., 2015 

SMPR364 mat A;  Pccg-1::cse-7-8xgly-mchfp::his-

3+; ∆mus-51::bar+ 

Rico-Ramírez., 2018 

TRM-86-AH01 mat A; dnf-4-sgfp::hph+; ∆mus-51::bar+ Este estudio 

TRM-87-AH02 mat A; dnf-4-sgfp::hph; ∆mus-51::bar++ 

Pccg-1-::cse-7-8xgly-mchfp::his-3+ 

Este estudio 

TRM-88-AH03 mat A; dnf-4-sgfp::hph; ∆mus-51::bar++ 

Pccg-1-::mchfp-ypt-1::his-3+ 

Este estudio 
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Tabla II. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 
 

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA  

(hph)::UTR3 dnf-4 

For 

atccacttaacgttctgaaatcgagttgtgtgggcaaaagaa  

UTR3’ dnf-4 Rev accaagaggaggccacaaac  

UTR3' dnf-4 Nest Rev catctacctccttcccgac  

dnf-4 ORF5’ For tccgaagcaagaccgattcc  

dnf-4 ORF5’ Nest For cctcgccatgtacctgac  

dnf-4::GlyNew Rev gcctccgcctccgcctccgcctatcccctggaccttcctata  

7Gly-sGFP-hph For ggcgaggcgga  

hph For gtcggagacagaagatgatattgaaggagc  

hph Rev gttggagatttcagtaacgttaagtggat  

sGFP Fow atggtgagcaagggcgag 

 

 

 

3. Extracción de ADN genómico de N. crassa 

 La extracción de ADN genómico de las cepas de interés se llevó a cabo 

utilizando micelio previamente cultivado en MMV líquido a 30°C durante 4 días. 

El micelio se filtró y se lavó con agua destilada-estéril para su almacenamiento 

a -80°C. Posteriormente el micelio congelado se transfirió a un mortero frio y 

estéril, donde se agregó nitrógeno líquido para su trituración hasta obtener un 

polvo fino. El polvo fino se procesó con el Kit DNeasy® plant (QUIAGEN, Cat. 

No. 69104) siguiendo las recomendaciones descritas por el fabricante. 



 

38 
 

4. Construcción de cassettes para marcaje endógeno  

Los cassettes para el marcaje endógeno de la proteína DNF-4 con sGFP, 

fueron construidos mediante la técnica de PCR de doble unión descrita por Yu  

y col., (2004). Para llevar a cabo este procedimiento primero se amplificó el 

fragmento de ADN sgfp_hph presente en el plásmido pRM15, este se fusionó 

con el fragmento 5’ (aproximadamente 1 kb de ADN) y 3’ (secuencia río abajo 

del gen, aproximadamente 1kb) de dnf-4. 

 

4.1 PCR del cassette sgfp-hph 

 Para realizar la amplificación del fragmento sgfp_hph se agregaron 30.25 

L de H2O HPLC, 10 L de 5X phusion GC Buffer, 1 L de dNTPs 10 mM, 2.5 

µL del oligonucleótido sentido 7xgly_sgfp_hph 10 M, 2.5 l del oligonucleótido 

antisentido hph Rev 10 M, 1.5 L de DMSO, 2 L de ADN templete (pRM15), 

0.25 L de polimerasa Phusion (New England Biolabs®), en un volumen final de 

50 L. La mezcla de reacción se colocó en un termociclador C1000 Touch™ 

Thermal Cycler- Bio-Rad bajo las siguientes condiciones: 30 s a 98°C más 30 

ciclos de 10 s a 98°C de desnaturalización, 30 s a 48°C de alineamiento y 1 min 

30 s a 72°C de extensión, terminando con un ciclo de 5 min a 72°C de 

extensión final (Figura 3a). 
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      4.2 PCR de los fragmentos 5’ y 3’ del gen dnf-4 

 Para la amplificación de los fragmentos 5’ y 3’del gen se realizó una 

mezcla de reacción que contenía 30.25 L de agua HPLC, 10 L de 5X phusion 

GC Buffer, 1 L de dNTP’s 10 mM, 2.5 L del oligonucleótido sentido 10 M 

(5’F o 3’F del gen), 2.5 L del oligonucleótido antisentido 10 M (5’R o 3’R del 

gen), 1.5 L de DMSO, 2 µl de ADN  genómico  como templete y 0.25 L de 

Phusion polimerasa, la reacción final fue de 50 L. La mezcla de reacción se 

colocó en un termociclador C1000 Touch™ Thermal Cycler- Bio-Rad bajo las 

siguientes condiciones: 30 s a 98°C, 30 ciclos de 10 s a 98°C de 

desnaturalización, 30 s a 55°C de alineamiento y 1 min a 72°C de extensión, 

finalizando con un ciclo de 5 min a 72°C de extensión final (Figura 3a). 

  

      4.3 PCR de fusión de los fragmentos 5’ y 3’ del gen dnf-4 con sgfp-hph 

 Los cassettes realizados mediante la técnica de PCR de fusión recibieron 

el nombre de 5’ o 3’ posteriormente el nombre de la proteína de interés y sgfp. 

El fragmento 5’ consiste en aproximadamente 1171 pb río arriba del gen antes 

del codón de paro de dnf-4 seguido por una bisagra de siete glicinas, el gen 

sgfp y la secuencia completa del gen hph. El fragmento 3’ está formado por la 

secuencia completa del gen hph seguido por una secuencia de 

aproximadamente 1208 pb río abajo del codón de paro correspondiente al UTR 

3’ del gen dnf-4. 
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 La mezcla de reacción para amplificar el cassette 5’ dnf-

4_7xGly_sgfp_hph fue la siguiente: 25.7 L de agua HPLC, 5 L de 10X Dream 

Taq Buffer, 1 L de dNTP’s 10 mM, 2.5 L del oligonucleótido sentido 5’ del gen 

10 M, 2.5 L del oligonucleótido antisentido hph Rev 10 M, 6.8 L del 

cassette sgfp_hph y  4 L del fragmento 5’ como ADN templete, y 0.5 L de la 

polimerasa Taq Dream (Thermo Scientific ®).Para amplificar el cassette 

hph_3’dnf-4 del gen se realizó la misma mezcla de reacción con las siguientes 

modificaciones: 2.5 L del oligonucleótido sentido hph 10 M, 2.5 L del 

oligonucleótido antisentido 3’ 10 M, 1L del cassette sgfp_hph y del fragmento 

3’ como ADN templete. Ambas mezclas de reacción se llevaron a un volumen 

final de 50 L   y se colocaron en un termociclador APOLLO Thermal Cycler 

ATC 401 bajo las siguientes condiciones: Para la fusión del cassette  5’ dnf-

4_7xGly_sgfp_hph: 3 min a 94°C más 30 ciclos de 30 s a 94°C  de 

desnaturalización, 30 s a 58°C de alineamiento y 3 min 30 s a 72°C de 

extensión, terminando con un ciclo de 5 min a 72°C de extensión final. Para 

llevar a cabo la fusión del cassette hph_3’dnf-4 se utilizaron las siguientes 

condiciones: 3 min a 94°C más 30 ciclos de 30 s a 94°C de desnaturalización, 

30 s a 50°C de alineamiento y 3 min a 72°C de extensión, terminando con un 

ciclo de 5 min a 72°C de extensión final (Figura 3b). 
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      4.4 Purificación de los productos de PCR 

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en un gel de agarosa 

al 1% (p/v) (bromuro de etidio al 0.1% [p/v]) a 80V durante 45 min. Las bandas 

correspondientes a los fragmentos amplificados y cassettes se purificaron 

mediante el kit QIAquick Gel Extraction Kit (QIAgen®), siguiendo las 

recomendaciones descritas por el fabricante. 
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Figura 3. PCR de fusión para el marcaje endógeno de proteínas en N. crassa. (a) 

Amplificación de los fragmentos 5’ y 3’ de los genes de interés y del cassette 7xgly (que 

codifica para siete glicinas) seguido de la secuencia que codifica para la proteína verde 

fluorescente (sGFP) y del gen de resistencia a higromicina (hph). (b) PCR de fusión del 

fragmento 5’ con el cassette 7xgly_sgfp_hph y del fragmento 3’ con hph. (c) Se utilizaron 

los dos cassettes construidos para transformar mediante electroporación a N. crassa, y 

por recombinación homóloga se reemplazó el gen nativo de la proteína de interés por los 

cassettes 5’-dnf-4_7xgly_sgfp_hph_UTR-3’ (d). 
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5. Transformación de N. crassa por electroporación 

Las cepas de N. crassa FGSC # 9717 (mus-51::bar+; his-3 mat A) y FGSC 

#9718 (mus-51::bar+)  fueron sembradas en MMV con histidina, se incubaron a 

30°C durante una semana, y se expusieron a luz a 30°C por 1 a 2 días. Los 

conidios maduros se extrajeron agregando agua destilada estéril, agitando 

vigorosamente el matraz hasta desprenderlos. El sobrenadante fue filtrado y se 

recuperaron los conidios centrifugándose a 5,000 rpm por 5 min. La pastilla 

celular se lavó tres veces con sorbitol 1 M estéril y finalmente, se 

resuspendieron en 80 L de sorbitol 1 M. Los conidios de las cepas FGSC 

#9717 y FGSC#9718 se utilizaron para la transformación génica. La mezcla de 

conidios y los fragmentos de ADN se transfirieron a una celda de 

electroporación de 2 mm previamente fría, posteriormente se sometió a un 

pulso eléctrico en el electroporador Bio-Rad Gene Pulser bajo las siguientes 

condiciones: resistencia 600 Ω, capacitancia 25 μF y voltaje de 1.5 kV (Margolin 

y col, 1997). La selección de las recombinantes se realizó por crecimiento en 

presencia de higromicina (0.3 mg mL-1) y su fluorescencia como respuesta a la 

excitación de la sGFP. 

 

6. Microscopia y análisis de imágenes 

Las cepas transformantes de N. crassa se observaron por microscopia 

confocal, mediante el método de agar invertido (Hickey y col., 2004). El 

aumento usado fue de 60X con una apertura numérica de 1.42 utilizando un 
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microscopio confocal Olympus FV 1000 con una longitud de onda de excitación 

de 488 nm y de emisión de 510 nm para la sGFP. Las imágenes se tomaron 

simultáneamente en dos canales: uno con luz fluorescente, utilizando un láser 

de argón para la excitación de sGFP y otro de luz transmitida para la obtención 

de imágenes de contraste diferencial de interferencia. Las imágenes confocales 

fueron examinadas en el software FluoViewTM FV1000 (Olympus Corp). 

Posteriormente las imágenes se procesaron con Adobe Photoshop (Adobe 

Systems Inc.).  

 

7. Ensayos de co-expresión de DNF-4 con CSE-7 y YPT-1 

 Con la finalidad de determinar si existe co-localización de DNF-4 con 

CSE-7, proteína integral de membrana de retículo endoplásmico (Rico-

Ramírez., 2018) y YPT-1, proteína asociada a cisternas de Golgi (Sánchez-

León., 2015), se realizaron experimentos de co-expresión. Se inocularon 

conidios de la cepa DNF-4-sGFP con conidios de CSE-7-mChFP y YPT-1-

mChFP respectivamente incubándose a 30ºC durante 10 h. Las colonias fueron 

seleccionadas de acuerdo con ambos marcajes fluorescentes como respuesta a 

la excitación de la sGFP y mChFP. 

 

8. Tinción con FM4-64 

 El colorante vital FM4-64 fue usado para visualizar el Spk en la mutante 

dnf-4 y la cepa tipo silvestre. Este colorante tiñe la membrana plasmática y 
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membranas de macrovesículas y microvesículas. Las cepas fueron incubadas 

con 10 µl (5 µM) de FM4-64 (Molecular Probes, Eugene, OR) durante 5 min y 

se realizó el análisis mediante microscopia confocal. 

 

9. Ensayos de despolimerización de F-actina y microtúbulos 

Para determinar si DNF-4-sGFP se mueve a través de los microtúbulos o 

del citoesqueleto de actina, se usaron dos tipos de drogas: Latrunculina B (Lat 

B), la cual interrumpe al citoesqueleto de actina y Benomilo, que interrumpe al 

citoesqueleto microtubular.  Una solución stock de Lat B (Sigma-Aldrich) y de 

Benomilo (Sigma-Aldrich) a 10 mg mL-1 fue preparada con etanol al absoluto. 

La concentración de estas drogas que inhibe el 50 % la tasa de crecimiento de 

la hifa fue seleccionada por Ramos-García y col. (2009). Células de N. crassa 

fueron expuestas con 10 µg mL-1 de Lat B y 2.5 µg mL-1 de Benomilo, ambas 

drogas se diluyeron en MMV. 10 µL de las drogas se colocaron en un 

cubreobjetos y posteriormente el micelio se colocó por la técnica de bloque de 

agar invertido, después de 5 min de incubación se examinaron las muestras 

mediante microscopia confocal.   

 

10.  Experimentos tipo FRAP 

Se utilizó la técnica de microscopia confocal de Recuperación de la 

fluorescencia después del Fotoblanqueamiento (FRAP, por sus siglas en inglés 

Fluorescence Recovery After Photobleaching) para observar la recuperación de 
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la fluorescencia en distintas zonas de la hifa etiquetada con DNF-4-sGFP. El 

área de interés fue marcada en forma rectangular en la región subapical y se 

expuso a una longitud de excitación de 488 nm con un láser de argón/2 a una 

intensidad de 80% durante 6 s. Se realizó el mismo procedimiento a varias hifas 

y los videos tuvieron una duración aproximada de 4 min. 

 

11.  Caracterización morfológica de la cepa mutante dnf-4 y la cepa 

tipo silvestre (WT) 

11.1 Cuantificación de la tasa de crecimiento  

Se midió por triplicado la tasa de crecimiento de la cepa mutante Δdnf-4 y 

la cepa silvestre (WT). Para llevar a cabo este procedimiento, en cajas Petri de 

150 mm con MMV sólido, se inocularon  2.59 x 106 conidios en la periferia de la 

caja, posteriormente se marcó la circunferencia de la colonia cada 6 h durante 

36 h. Cuando el micelio de la cepa WT llegó al borde, se fotografió con una 

cámara D3100 de Nikon. La distancia de crecimiento de cada marca se 

cuantificó en el software Piximètre 5.9 R1520, calibrado con una regla graduada 

en milímetros. 

 

11.2 Morfología de colonia y borde de la colonia 

Para la observación de las características de la morfología colonial, se 

inocularon 2.59 x 106 conidios en el centro de una caja Petri de 100 mm de 

diámetro con MMV, y se incubaron durante 12 h a 30°C. Después de haber 
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concluido la incubación, las cajas fueron fotografiadas con una cámara D3100 

de Nikon. El borde de la colonia se observó después de 18 h de incubación a 

30°C, utilizando un estereoscopio SZX12 (Olympus®) y se fotodocumentó con 

una cámara DP70 (Olympus®) en el software DPManager v1.1.1.71 OLYMPUS 

OPTYCAL CO.  

 

       11.3 Tasa de elongación 

Para determinar la tasa de elongación se midió la velocidad de crecimiento 

mediante la fórmula v=d/t de la cepa Δdnf-4 y WT (n=9) utilizando el software 

FluoViewTM FV1000 (Olympus Corp). 

 

         11.4 Tasa de ramificación 

Para calcular la tasa de ramificación se sembraron 2.59 x 106 esporas de 

la mutante Δdnf-4 y la cepa WT en una placa Petri con MMV-Agar 1.5%, 

posteriormente se incubaron a 30°C por 18 h. Utilizando un estereoscopio 

Olympus SZXILLB2-100® se tomaron imágenes del margen de la colonia con 

un aumento de 25X mediante una cámara Olympus DP70®. Para establecer la 

tasa de ramificación se cuantificó el número de ramificaciones de 30 hifas 

principales dentro de una distancia de 500 µm desde la punta de la hifa hasta la 

región distal de la misma de ambas cepas.  
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         11.5 Cuantificación de producción de conidios 

 Para obtener una comparación de la producción de conidios entre la 

cepa silvestre y la cepa Δdnf-4, se sembraron 2.59 x 106 conidios en matraces 

de 250 mL con 50 mL de MMV-Agar 1.5%. Se incubaron en obscuridad a 30°C 

durante 24 h y posteriormente a 25°C en luz blanca durante 72 h. Los conidios 

se recuperaron utilizando filtros de tela (Corporacion Magitel, C.A), primero se 

lavó el micelio previamente cultivado con 50 mL de sorbitol 1 M estéril o agua 

destilada estéril agitando vigorosamente el matraz, posteriormente se pasó la 

solución por el filtro y se centrifugó a 5,000 rpm por 5 min. Se retiró el 

sobrenadante y el precipitado se enjuagó con 30 mL de agua destilada estéril, 

para después ser nuevamente centrifugado a 5,000 rpm por 5 min. Finalmente 

se retiró el sobrenadante y la pastilla de conidios se resuspendió en 2 mL de 

sorbitol estéril al 1 M. Por último, se tomaron 10 μL de cada muestra 

previamente diluidas 1:10 y se cuantificó el número de esporas de cada 

repetición por duplicado utilizando una cámara Neubauer. 

 

         11.6 Determinación de biomasa 

Para determinar la producción de biomasa de la cepa Δdnf-4 y WT, se 

inocularon 2.59 x 106 esporas en 100 mL de MMV líquido, posteriormente se 

incubaron a 30°C en obscuridad en agitación constante durante 48 h. Se 

recuperó el micelio por filtración al vacío en un embudo Büchner acoplado a un 

matraz Kitasato y una bomba de vacío. Se utilizaron filtros Whatman® del #1 de 
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90 mm de diámetro previamente pesados. Las muestras fueron secadas a 50°C 

y pesadas cada 30 min hasta obtener un peso constante (al peso obtenido se 

sustrajo de la masa del filtro previamente obtenida). 

 

          11.7 Hifas aéreas 

Con el fin de conocer la producción de hifas aéreas de la cepa Δdnf-4 y 

WT se inocularon 2.59 x 106 esporas en medio MMV sólido en tubos de 

borosilicato, posteriormente se dejaron incubar a 30°C durante 48 h. Finalmente 

se determinó la altura de las hifas aéreas tanto de la mutante como la silvestre 

con la ayuda de una regla de 20 cm. 
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XI. RESULTADOS 

1. Análisis bioinformático 

Con la finalidad de estudiar el ortólogo de Neo1 (translocador de fosfolípido) 

de S. cerevisiae en Neurospora crassa, se llevó a cabo, utilizando la secuencia 

nucleotídica de neo1 (YIL048W), un BLAST (NCBI-BLAST ®)  de N. crassa. El 

resultado de dicha búsqueda estableció una secuencia nucleotídica de 4,157 pb 

que codifica para una proteína de 1,331 aa, denominada DNF-4 (NCU03818). 

Esta secuencia, se comparó con sus otros dos translocadores, DNF-1 

(NCU07443) y DNF-2 (NCU00352) previamente reportados por Murillo-Corona 

(2017), y se encontró que el porcentaje de identidad que comparte DNF-4 con 

DNF-1 y DNF-2 es del 25% y 28% respectivamente. Al momento de realizar el 

análisis bioinformático de DNF-4 con las secuencias completas de Neo1p de S. 

cerevisiae y DnfD de Aspergillus nidulans (ortólogos de DNF-4) se observó un 

55% y 60% de identidad respectivamente, como se puede ver en la tabla III. 
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Tabla III. Porcentaje de identidad de DNF-4 de N. crassa con sus diferentes 
homólogos y ortólogos 

 

El análisis de dominios utilizando las herramientas en línea InterPro 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/), Pfam (https://pfam.xfam.org/) y Phobius 

(http://phobius.sbc.su.se/), reveló que la proteína DNF-4 presenta un dominio 

conservado E1-E2 (323-632 residuos), esta región participa en el cambio 

conformacional durante el transporte de cationes (Prezant y col., 1996). 

Además, posee un dominio hidrolasa (654-1113 residuos) que participa en la 

hidrólisis de ATP para la obtención de energía (Figura 4). El porcentaje de 

identidad de este dominio comparado con las flipasas DNF-1 y DNF-2 de N. 

crassa, DnfD de A. nidulans y Neo1p de S. cerevisiae fue del 32%, 33%, 75% y 

60% respectivamente. También se determinó que DNF-4 presenta 10 dominios 

transmembranales localizados a lo largo de un tercer dominio conservado 

denominado ATPasa tipo-P. 

Se ha descrito que la proteína Neo1p de S. cerevisiae contiene una 

secuencia de siete aminoácidos (DKTGTLT) altamente conservada y es parte 

Organismo NCU Nombre Tamaño  

(No. aminoácidos) 

% de identidad 

entre DNF-4 

N. crassa NCU07443 DNF-1 1562 25% 

NCU00352 DNF-2 1360 28% 

NCU03818 DNF-4 1331 100% 

A. nidulans AN6614 DnfD 1265 60% 

S. cerevisiae YIL048W Neo1 1151 55% 
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importante del sitio activo de la familia ATPasa tipo-P. Este motivo incluye un 

residuo de ácido aspártico (D), el cual es esencial en el ciclo de reacción de 

estas proteínas. El mecanismo a través del cual se bombean los sustratos se 

basa en el modelo E1-E2 mencionado anteriormente, en el que la fosforilación 

mediada por ATP, la unión al sustrato y la desfosforilación del ácido aspártico 

se acoplan a un cambio conformacional del transportador (Moiler y col., 1996; 

Prezant y col., 1996; Paulusma & Oude Elferink, 2005). Debido a esto se realizó 

la búsqueda de esta secuencia en la proteína DNF-4 en N. crassa y se encontró 

que se localiza entre los residuos 660-666 con un porcentaje de identidad del 

100% (Figura 5). 

Para determinar la estructura tridimensional de la proteína DNF-4 se generó 

un modelo utilizando el servidor I-TASSER (Yang & Zhang, 2015; Zhang, 

Freddolino, & Zhang, 2017) usando como base el modelo de las ATPasas-P4 

de S. cerevisiae (Baldridge y Graham, 2012; Roland y Graham, 2016). El 

modelaje nos permitió identificar que DNF-4 está conformado por 32 hélices-α, 

de las cuales 11 conforman los 10 dominios. También, se pudo determinar que 

el amino terminal de la proteína DNF-4 queda orientado hacia la región 

citoplasmática de la célula. Del mismo modo, una gran región del dominio 

ATPasa Tipo-P (307 residuos), hidrolasa (507 residuos) y la región del carboxilo 

terminal (14 residuos), conformados tanto por hélices-α y hojas β, quedan 

orientados hacia la región citoplasmática. Los dominios transmembranales se 
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encuentran unidos por la región no citoplasmática a través de bucles cortos de 

entre 4 y 10 residuos (Figura 6).  
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Figura 4. Dominios de las proteínas DNF-4, DNF-1, DNF-2 de N. crassa y los 

ortólogos de DNF-4 en A. nidulans (DnfD) y S. cerevisiae (Neo1p). Esquema 

elaborado usando IBS 1.0.2.( http://ibs.biocuckoo.org/) 
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Figura 5. Análisis de la secuencia DKTGTLT. (A) Secuencia de la proteína DNF-4, en 

rojo se muestra la secuencia conservada de siete aminoácidos (DKTGTLT), importante 

para el sitio activo de la familia ATPasa tipo-P. (B) Análisis tipo BLAST (NCBI-BLAST ®) 

entre la secuencia de siete aminoácidos conservados de las proteínas DNF-4, DnfD y 

Neo1p, mostró un 100% de identidad. 

A 

B DNF-4 

DnfD 

Neo1p 

DNF-4 
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Figura 6. Modelo estructural de la proteína DNF-4. (A) Representación superficial 

y en cintas de la estructura de DNF-4. El límite aproximado de la bicapa lipídica se 

muestra como un rectángulo gris. (B) Representación esquemática de DNF-4. A (cian): 

dominio ATPasa de fosfolípidos; H (morado): hidrolasa; S (verde-gris): sitio de 

fosforilación; dominios transmembranales (rosa); las letras N y C señalan el amino y el 

carboxilo terminal, respectivamente Modificado de Baldridge y Graham, 2012; Roland y 

Graham, 2016. 
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2. Localización de DNF-4 

2.1 Localización de DNF-4 en hifas maduras de N. crassa 

Con la finalidad de conocer la distribución celular y dinámica de DNF-4 en 

hifas maduras de N. crassa, esta proteína fue etiquetada fluorescentemente en 

el carboxilo-terminal bajo la expresión de su propio promotor con la proteína 

verde fluorescente (sGFP). La cepa transformante de N. crassa, se analizó 

utilizando el método de obtención de imágenes de células vivas mediante 

microscopia confocal descrito en materiales y métodos. Cómo podemos ver en 

la Figura 7, DNF-4 se observó en forma de puntos brillantes fluorescentes 

distribuidos en la región subapical y distal de la hifa, aparentemente rodeando el 

retículo endoplásmico y el complejo de Golgi. Sin embargo, también se pudo 

ver que algunos de estos puntos fluorescentes alcanzaban la región apical 

cerca del Spitzenkörper. Por otra parte, en la región distal de la hifa, se observó 

la presencia de algunos compartimentos membranosos conteniendo otras 

estructuras membranosas moviéndose en dirección anterógrada (Figura 8). 
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Figura 7. Serie de tiempos de la localización y dinámica de DNF-4-sGFP en hifas 

maduras en N. crassa. Las flechas indican las partículas fluorescentes localizados en 

la región subapical y distal de la hifa aparentemente rodeando el RE. La cabeza de 

flecha indica puntos fluorescentes localizados en la región apical. Barra de escala: 10 

µm. 
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Figura 8. Microscopia confocal Spinning Disk de las estructuras membranosas 

presentes en la región distal de hifas maduras conteniendo DNF-4-sGFP de N. crassa (A). 

Las flechas indican las estructuras membranosas contenidos en compartimentos 

membranosos en la región distal (A y B). Barra de escala: 10 y 5 µm respectivamente.  
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Por otra parte, también se pudo observar que estas partículas fluorescentes 

se movían en ambas direcciones (Figura 9). Por microscopia TIRF, además de 

observar el movimiento anterógrado y retrogrado de estas partículas, se pudo 

ver que se mueven a diferentes velocidades (entre 0.1 µm s-1 y 3.8 µm s-1) 

(Figura 10). 

Para determinar si DNF-4-sGFP se mueven a través del flujo 

citoplasmático, se realizaron experimentos de fotoblanqueamiento en la región 

distal de la hifa, y posteriormente a esto, se pudo observar como el área 

fotoblanqueada se recuperaba rápidamente de las partículas de DNF-4-sGFP 

(Figura 11). Esto nos indicó que algunas partículas de DNF-4-sGFP viajan de 

manera independiente al flujo citoplasmático. 

Con la finalidad de conocer si DNF-4 se desplaza a través del citoesqueleto 

microtubular o de actina, dos drogas que interrumpen el citoesqueleto fueron 

utilizadas, como se describe en materiales y métodos. Como podemos observar 

en la Figura 12, no hubo cambios en el patrón de movimiento de DNF-4 cuando 

utilizamos la droga anti-actina (Latrunculina B). Sin embargo, al despolimerizar 

a los microtúbulos con Benomilo, se pudo ver que la dinámica de DNF-4-sGFP 

se encontraba alterada. Estos datos sugieren que probablemente DNF-4-sGFP 

viaja a través del citoesqueleto microtubular. 
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Figura 9. Dinámica de DNF-4-sGFP. (A) Movimiento retrógrado de la proteína DNF-

4-sGFP. (B) Movimiento anterógrado de DNF-4-sGFP. Las cabezas de flecha señalan el 

movimiento de una partícula fluorescente. Barra de escala: 5 µm. 
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Figura 10. Análisis de TIRF de partículas fluorescentes de DNF-4-sGFP. (A) 

Corresponde al movimiento anterógrado de la proteína DNF-4-sGFP. (B) Movimiento 

retrogrado de DNF-4-sGFP. Las cabezas de flecha señalan la partícula de DNF-4-

sGFP y en colores (rosa y verde) la trayectoria de  las partículas fluorescentes. Barra 

de escala: 5 µm. 
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Figura 11. Fotoblanqueamiento de la región apical de hifas maduras de N. 

crassa conteniendo DNF-4-sGFP. El recuadro blanco enmarca la región que se foto 

blanqueo. Barra de escala: 10µm. 
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3. Co-expresión de DNF-4-sGFP con CSE-7-mChFP y YPT-1 

Como se mencionó anteriormente, la proteína DNF-4-sGFP se encuentra 

distribuida en la región subapical y distal de la hifa, aparentemente rodeando el 

RE y el complejo de Golgi. Con la finalidad de determinar si DNF-4 se 

encuentra en alguno de estos compartimentos o en ambos, se llevaron a cabo 

experimentos de co-expresión de DNF-4-sGFP con la proteína quitina sintasa-7 

(CSE-7, proteína chaperona residente de RE) etiquetada con mChFP y YPT-1-

Figura 12. Imagen confocal de hifas maduras conteniendo DNF-4-sGFP tratadas con: 

(A) 2.5 µg mL-1 de Benomilo, droga despolimerizadora de microtubulos y en (B) 10 µg mL-1 

de la droga anti-actina Latrunculina B. Barra de escala: 10µm. 
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mChFP una proteína Rab-GTPasa, la cual se ha reportado que se localiza en 

cisternas de Golgi y en el núcleo del Spk   

Una vez que se generó la cepa heterocarión conteniendo DNF-4-sGFP y 

CSE-7-mChFP mediante fusión vegetativa, se observaron las hifas maduras de 

esta cepa mediante microscopia confocal, y cómo se muestra en la Figura 13 y 

14, tanto DNF-4-sGFP con CSE-7 y YPT-1-mChFP co-localizan parcialmente. 

Estos datos indican que DNF-4 se encuentra tanto en la región del RE como en 

el complejo de Golgi. 
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Figura 13. Localización de DNF-4-sGFP en el RE. (A) Co-expresión de DNF-4-

sGFP y CSE-7-mChFP (proteína chaperona residente de RE) en hifas maduras de N. 

crassa. (B) Magnificación de la región distal de la hifa. Las flechas indican las 

partículas fluorescentes correspondientes a DNF-4-sGFP, las cabezas de flecha a 

CSE-7-mChFP y asteriscos la co-localización de ambas proteínas. Barra de escala: 

10µm. 
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Figura 14. Localización de DNF-4-sGFP. (A) Co-expresión de DNF-4-sGFP y 

YPT-1-mChFP (Rab-GTPasa, localiza en cisternas de Golgi y en el núcleo del Spk) en 

hifas maduras de N. crassa. (B) Magnificación de la región distal de la hifa. Las flechas 

nos indican las partículas fluorescentes correspondientes a DNF-4-sGFP, las cabezas 

de flecha a YPT-1-mChFP. Barra de escala: 10µm. 
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4. Fenotipo de la mutante por eliminación del gen dnf-4 

4.1 Crecimiento vegetativo en la mutante Δdnf-4 

4.1.1 Morfología de las colonias de la mutante Δdnf-4 

Previos reportes en otros organismos, por ejemplo, en S. cerevisiae, 

demostraron que la mutación del gen neo1 causa letalidad a la célula, a 

diferencia de lo observado en A. nidulans, donde se ha descrito que la 

interrupción del gen dnfD, ortólogo de neo1, no produce letalidad, sin embargo, 

si se ven alteraciones importantes en la esporulación. Con la finalidad de 

determinar si la ausencia del gen dnf-4 afecta la morfología y el crecimiento 

vegetativo de N. crassa, se realizaron observaciones macroscópicas y 

microscópicas de la mutante por deleción Δdnf-4 y tipo silvestre (WT), 

evaluándose la tasa de elongación, la producción de biomasa, esporulación, así 

como la formación de ramificaciones. 

Para lo anterior, en primer lugar, se observó la morfología colonial en 

placas Petri de la cepa Δdnf-4. Como se puede ver en la Figura 15A y B, la 

colonia de la cepa mutante se vio más compacta y de menor tamaño en 

comparación con la cepa WT después de 12 h de crecimiento. Al analizar la 

formación de hifas aéreas, también se observó una reducción de estas en la 

cepa Δdnf-4 comparado con la WT (Figura 15C y D). Posteriormente para 

determinar de manera cuantitativa la disminución del tamaño de la colonia 

observada, se realizó la tasa de crecimiento de ambas cepas como se ha 

descrito en materiales y métodos. Con lo anterior se pudo determinar que la 
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velocidad de crecimiento de Δdnf-4 fue de 0.31 µm s-1, lo que representa una 

disminución del 34% comparado con la WT (0.9 µm s-1) (Figura 16A). Cuando 

se evaluó el índice de elongación de las hifas de la cepa mutante Δdnf-4 

(0.06±0.004 µm s-1), se observó una disminución del 40% en comparación con 

la WT (0.15±0.004 µm s-1) (Figura 16B), de la misma manera la producción de 

biomasa de la mutante Δdnf-4 (36.67±0.014 mg d-1) se vio una reducción del 

35.29% comparado con la cepa WT (56.67±0.014 mg d-1) (Figura 16C). Con 

estos resultados se pudo observar que la mutación en el gen dnf-4 de N. crassa 

no causa letalidad, pero si afecta significativamente su crecimiento.   
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Figura 15. Morfología macroscópica de la cepa mutante Δdnf-4 y WT. En A y B 

corresponden a la morfología colonial en placa Petri después de 12 h de crecimiento a 

30°C. En C y D, muestra la longitud de la formación de hifas aéreas, después de 5 días 

de crecimiento en obscuridad a 30°C. 
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Figura 16. Caracterización de la cepa mutante Δdnf-4 y WT. En A corresponde a 

la tasa de crecimiento (cm) durante 36 h de incubación a 30°C. En B representación 

gráfica del índice de elongación de las hifas en µm/s. La cepa mutante presenta menor 

índice de elongación en comparación con la cepa WT (n=9). C, biomasa producida 

durante 24 h de crecimiento en agitación a 30°C. Barras de error muestran el Intervalo 

de confianza al 95% (A) y el error estándar (B y C). 
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4.1.2 Caracterización morfológica de hifas maduras de la cepa 

mutante Δdnf-4 

Otro parámetro que se determinó fue la caracterización morfológica de las hifas 

de Δdnf-4 así como las ramificaciones y compararlas con WT. Como podemos apreciar 

en la Figura 17A, la mutante Δdnf-4 se observó con mayor densidad de hifas y más 

compactas en comparación con la WT. Al determinar la morfología de la hifa en la 

mutante Δdnf-4 mediante microscopia de campo claro (DIC por sus siglas en inglés 

Differential Interference Contrast), se pudo ver que presentaba bordes irregulares y 

crecimiento errático a pesar de que aparentemente tienen el mismo grosor que las 

hifas de la WT (Figura 17B). Posteriormente se determinó el número de ramificaciones 

producidas por la cepa mutante Δdnf-4, dentro de una distancia de 500 µm desde la 

punta de la hifa hasta la región distal de la misma (n=30), y se observó que en 

promedio producían de 4 y 5 ramas en la mutante, lo que representa aproximadamente 

tres veces más formación de ramificaciones comparado con la cepa WT (de 1 a 2 

ramificaciones) (Figura 18). 
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Figura 17. Morfología macroscópica y microscópica de las colonias de la cepa 

mutante Δdnf- 4 y la WT. En A, imágenes que muestra el borde de la colonia de la 

cepa mutante Δdnf-4 y WT. Barra de escala: 500 µm. En B, imágenes en campo claro 

(DIC) de hifas maduras de las cepas Δdnf-4 y WT. Las hifas en la cepa mutante Δdnf-4 

crece de forma ondulada a diferencia de la WT. Barra de escala: 10 µm. 
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Figura 18. Frecuencia del número de ramificaciones producidas por la cepa la 

mutante Δdnf-4 y WT. En la cepa Δdnf-4 produce de 4 a 5 ramas por hifa, mientras que la 

cepa WT produce en promedio 2 ramas en una distancia de 500 µm. 
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4.1.3 Morfología y producción de conidios en la mutante Δdnf-4 

Para determinar si la interrupción de la función del gen dnf-4 produce 

defectos en la reproducción asexual en N. crassa, se realizaron observaciones 

de la morfología de los conidios, esto mediante microscopía de campo claro 

(DIC). Se observó que los conidios en la cepa mutante Δdnf-4 eran más 

pequeños y ovalados a diferencia de los conidios redondeados de la cepa WT 

(Figura 19A). Para determinar cuantitativamente la disminución del tamaño, se 

midió el área de 30 conidios de cada cepa mediante el software Piximètre 5.9 

R1520. Como se puede ver en la Figura 19B, se observó una disminución del 

7.35% de la Δdnf-4 comparado con la WT. Para determinar si se encuentra 

alterada la producción de esporas en la cepa mutante, se cuantificó la 

producción de conidios y cómo se puede ver en la Figura 20, la cepa Δdnf-4 

tiene una disminución del 90% en la producción de conidios (2.23 x 107 conidios 

mL-1 d-1) en relación a lo que produce la cepa silvestre WT (2.35 x 108 conidios 

mL-1 d-1), lo que indica que la función del gen dnf-4 es muy importante para la 

esporulación.  
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Figura 19. Conidios de la cepa mutante Δdnf-4. (A) Morfología de los conidios de 

la cepa mutante Δdnf-4 y WT. Los conidios en la cepa WT son redondos, mientras que 

en la mutante Δdnf-4 se observaron ovalados. Barra de escala: 10 µm. (B) 

Representación gráfica del área de los conidios. El área de los conidios en la mutante 

Δdnf-4 es 7.35% menor al área de los conidios en la WT.  
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Figura 20. Producción de conidios en la cepa mutante Δdnf-4 y WT recolectados a 

las 96 h de incubación a 30°C. La cepa mutante Δdnf-4 produce 90.53% menos que la 

cepa WT. Barras de error muestran el error estándar. 

 

 

4.1.4 Comportamiento del Spitzenkörper en la mutante Δdnf-4 

Para conocer con mayor detalle el crecimiento polarizado en hifas 

maduras en ausencia del gen dnf-4, se analizó la organización apical, tiñendo el 

Spk con el fluoróforo FM4-64 y se realizaron observaciones por microscopia 

confocal. Cómo podemos ver en la Figura 21, en la mutante Δdnf-4, se observó 

un Spk más pequeño, comparado con la WT, con cambios evidentes en la 

trayectoria conforme crecía la hifa, moviéndose hacia un lado o hacia el otro en 
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el domo apical produciendo que la hifa creciera ondulada. Estos datos sugieren 

que la interrupción de la función del gen dnf-4 altera la estabilidad del Spk, 

provocando alteraciones en la trayectoria del crecimiento apical de la hifa. 

 

 

Figura 21. Serie de tiempo del comportamiento del Spk teñido con FM4-64 en 

hifas maduras de la cepa mutante Δdnf-4 y WT. El movimiento del Spk (flecha) en la 

mutante muestra cambios ligeros de dirección de lo hifa. Tiempo: m:s; Barra de escala: 

10 µm. 
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XII. DISCUSIONES 

Se conoce que en la maquinaria de secreción en eucariotas, el tráfico 

organizado de membranas es esencial para realizar diversas funciones, como el 

transporte de nutrientes (Divito y Amara, 2009), la endocitosis (Platta y 

Stenmark, 2011), la señalización celular (Groves y Kuriyan, 2010) y la 

citocinesis (Emoto y Umeda, 2001; Luo y col., 2009). Sin embargo, es poco lo 

que se conoce a cerca de la maquinaria de secreción y del sistema de tráfico 

vesicular en hongos filamentosos, ya que no hay estudios que expliquen el 

mecanismo de organización de las diferentes poblaciones de vesículas en 

distintas regiones de las hifas. Una probable explicación es la posibilidad de que 

las poblaciones de vesículas, así como de otros compartimentos membranosos 

están identificadas por la composición y topología de la membrana que los 

forman, siendo las flipasas capaces de generar modificaciones cualitativas y 

cuantitativas en la distribución de aminofosfolípidos y que posiblemente podrían 

estar involucradas en la correcta distribución de vesículas. 

 

1. Comparación de los dominios de flipasas en N. crassa 

En el hongo filamentosos N. crassa se han identificado tres ATPasas de 

Tipo-P: DNF-1, DNF-2 y DNF-4 (Murillo-Corona, 2017). Aunque las tres flipasas 

pertenecen a la misma familia, DNF-4 solo comparte el 30% de identidad con 

las otras dos proteínas, lo que sugiere que posiblemente estas desempeñan 

funciones diferentes. En este trabajo se estableció que DNF-4 es el ortólogo de 
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Neo1p de S. cerevisiae y DnfD de A. nidulans y el análisis de dominios mostró, 

que en la región N-terminal y C-terminal de la proteína DNF-4 que contiene el 

dominio hidrolasa y gran parte del dominio ATPasa Tipo-P, quedan orientados 

hacia la región citoplasmática, mientras que los dominios transmembranales se 

encuentran incrustados en la membrana unidos por bucles cortos. La 

disposición de los dominios de DNF-4 en el modelo estructural, sugiere que la 

región que abarca los residuos 263-570 corresponde al dominio actuador, y los 

residuos 617-1124 corresponden dominio de unión a nucleótido. Además, 

posee un dominio de fosforilación con un motivo conservado de siete 

aminoácidos (DKTGTLT), y que comparte el 100% de identidad con el motivo 

presente en la flipasas Neo1p de S. cerevisiae, DnfD de A. nudulans, ATP9A de 

humanos, entre otros (Prezant y col., 1996). Por lo tanto, la estructura general y 

la orientación de los dominios de la proteína DNF-4 en N. crassa, sugiere que 

esta proteína desempeña la función de transporte de fosfolipidos con un 

mecanismo similar al de todas las flipasas descritas. 

2. Localización y dinámica de DNF-4-sGFP 

DNF-4 mediante marcaje endógeno con sGFP, mostró estructuras en forma 

de puntos brillantes fluorescentes distribuidos en la región subapical y distal de 

la hifa, aparentemente rodeando el RE y el complejo de Golgi, así como la 

presencia de algunos compartimentos membranosos conteniendo otras 

estructuras membranosas moviéndose en dirección anterógrada. Estos 

compartimentos membranosos pudieran estar relacionados a cuerpos 
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multivesiculares que son una clase de endosomas tardíos, implicados en el 

transporte de proteínas recién sintetizadas en el RE, así como en el transporte 

de lípidos y proteínas de membrana que son internalizadas a través de la 

membrana plasmática (Aguilar-Romero, 2017).  Sugiriendo estos datos que 

DNF-4 podría estar localizada en las membranas del RE, complejo de Golgi y 

endosomas.  Acorde con estas observaciones, esta lo descrito en S. cerevisiae 

donde Neo1p, se encuentra distribuido en las membranas de los mismos 

compartimentos de la misma manera que ATP9A de humano (Hua y col., 2002; 

Hua & Graham, 2003; Wu y col., 2016; Tanaka y col., 2016). Otro reporte similar 

es lo observado con DnfD en A. nidulans, donde se ha establecido que esta 

proteína se encuentra en forma de estructuras irregulares en el citoplasma y 

que dichas estructuras se ven más abundantes en la región subapical 

correspondiente a los equivalentes del complejo de Golgi tardío (Schultzhaus y 

col., 2019).  

Por otra parte, se determinó que las partículas fluorescentes de DNF-4 co-

localizan parcialmente con CSE-7-mChFP (proteína chaperona residente de RE 

responsable de monitorear el plegamiento correcto de proteínas) y YPT-1-

mChFP (Rab-GTPasa, localizada en cisternas de Golgi y en el núcleo del Spk), 

confirmando con esto que DNF-4 se encuentra en la membrana del RE y 

complejo de Golgi. 
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Estas partículas fluorescentes de DNF-4-sGFP se mueven anterógrada y 

retrógradamente, a diferentes velocidades, sugiriendo que DNF-4 podría estar 

involucrada en el intercambio de fosfolípidos en las vesículas que viajan a 

través de la ruta secretora. Acorde con esto, previos estudios mostraron que 

Neo1p es necesaria para una vía de transporte anterógrado de proteínas entre 

el RE y complejo de Golgi dependiente de COPII y en el movimiento retrogrado 

dependiente de COPI entre el complejo de Golgi y el RE (Hua y col., 2002, Hua 

y col., 2003, Wu y col., 2016). 

Mediante experimentos de fotoblanqueamiento y usando drogas que afectan 

el citoesqueleto de actina y microtubular, se determinó que las partículas 

fluorescentes de DNF-4 que tienen movimiento pasivo y en sentido anterógrado 

es a través del flujo citoplasmático, mientras que aquellas partículas que se 

mueven en sentido retrogrado y movimiento activo lo hacen a través del 

citoesqueleto microtúbular. Parte de estos resultados concuerda con lo descrito 

con DnfA y DnfB de A. nidulans, donde describen que la despolimerización de 

los microtúbulos altera la dinámica de estas flipasas, indicando que estas 

proteínas probablemente son conducidas por proteínas motoras asociadas a los 

microtúbulos (Schultzhaus y col., 2015). 

3. Efecto de la ausencia del gen dnf-4 en N. crassa 

Dentro de las flipasas en S. cerevisiae, solo el gen neo1 se reconoce como 

esencial y aparentemente es funcionalmente distinto a los genes drs2/dnf (Hua 
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y col., 2002), por lo que se generó una mutante condicional de Neo1p, la cual 

produjo acumulaciones de pequeñas vesículas, vacuolas fragmentadas, así 

como estructuras anormales de membrana que probablemente son cisternas de 

Golgi y RE expandido, lo que sugiere un defecto general en el tránsito de 

membrana a través de la vía secretora (Hua y col., 2003). 

 En otro estudio con la ATP9A de humanos, la cual es una flipasa de 

fosfolípido, se observó que la ausencia de esta proteína no es letal y que 

además no influye en la biogénesis de los endosomas o en la integridad del 

complejo de Golgi, pero afecta el reciclaje de los endosomas hacia la 

membrana plasmática (Tanaka y col., 2016). Del mismo modo, en C. elegans el 

gen que codifica para la flipasa TAT-5, su ausencia provoca el desprendimiento 

de vesículas extracelulares y altera la adhesión celular produciendo defectos en 

su morfología (Wehman y col., 2011). Por otra parte, en A. nidulans se ha 

descrito que la interrupción del gen dnfD, ortólogo de neo1, produce 

conidióforos deformes, donde se observan malformación de las vesículas, 

alterando las métulas y como consecuencia produciendo una fuerte disminución 

en la producción de esporas (Schultzhaus y col., 2019). En el presente estudio 

se demostró que en N. crassa, la ausencia del gen dnf-4 no resulta ser letal, sin 

embargo, el fenotipo fue anormal. La cepa Δdnf-4 produce colonias pequeñas, 

con hifas que crecen a menor velocidad de forma ondulada, observándose una 

evidente disminución en la producción de biomasa, un aumento en la formación 

de ramificaciones, lo que nos indica que probablemente la ausencia de dnf-4 
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produce alteraciones en la distribución de fosfolípidos, esto asociado a defectos 

en la clasificación y secreción de las vesículas que van del RE a complejo de 

Golgi y viceversa, produciendo defectos en la morfología y crecimiento celular.  

Además de las observaciones de la morfología y el índice de elongación de 

la mutante dnf-4, se determinó el comportamiento del Spk, donde se 

observaron cambios ligeros en la trayectoria; sin emabrgo, este movimiento fue 

menos evidente comparado con la trayectoria del Spk observada en la mutante 

dnf-2 por Murillo-Corona, 2017. Este comportamiento, refuerza la idea de que 

la flipasa DNF-4 podría estar implicada en la organización de las vesículas en la 

región subapical donde se localiza el RE y complejo de Golgi a diferencia de 

DNF-2 que participa en la estabilidad del Spk y crecimiento celular.  

 

4. Reproducción asexual en la mutante dnf-4 

El análisis de la reproducción asexual en ausencia del gen dnf-4, reveló 

resultados similares a los reportados para las cepas mutantes Δdnf-1 y Δdnf-2 

en N. crassa (Murillo-Corona, 2017). La ausencia de cualquiera de las tres 

flipasas altera la producción de conidios observándose más evidente la 

disminución en las mutantes Δdnf-1 y Δdnf-4. Acorde con esto, es lo descrito en 

A. nidulans, donde la cepa mutante dnfDΔ mostró una disminución dramática en 

la producción de conidios (Schultzhaus y col., 2019) Esta reducción en la 

producción podría ser resultado de alteraciones en el tráfico vesicular debido a 
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defectos en la clasificación de las vesículas, disminuyendo así la secreción y 

como consecuencia impidiendo la formación de conidios. 
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XIII. CONCLUSION 

En este trabajo se demostró que DNF-4 se encuentra distribuido en 

equivalentes de RE y complejo de Golgi probablemente participando en el 

tráfico de membranas en la vía secretora. Además, la interrupción de la función 

del gen Δdnf-4 no es letal, pero causa defectos en el crecimiento polarizado, 

observándose más afectada en la producción de conidios en N. crassa.  
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XV. APÉNDICE 

Apéndice 1. Medios de cultivo y soluciones 

Solución de elementos traza (100 ml) 

 Disolver en 75 mL de agua destilada las siguientes sustancias:  

 Ácido cítrico · H2O                                        5 g  

 ZnSO4 · 7H2O                                              5 g  

 Fe(NH4)2(SO4)2 · 6H2O                              1 g  

 CuSO4 ·5H2O                                          0.25 g  

 H3BO3 anhidro                                         0.05 g  

 Na2MoO4 · 2H2O                                     0.05 g  

 MnSO4 · H2O                                           0.05 g  

 (NH4)6Mo7O24 · 4H2O                            0.35 g  

 Aforar con agua destilada.  

 Almacenar a 4º C. 

 
Solución de biotina 0.1 M (10 mL)  
 

 Biotina                                                       0.25 g  

 Aforar con agua destilada.  

 Almacenar a -20ºC. 

Medio Mínimo de Vogel agar 1.5% (1 L)  
 

 Sacarosa                                                      15 g  

 Sales de Vogel                                           20 ml  

 Agar                                                             15 g  

 Aforar con agua destilada.  

 Esterilizar por autoclave. 
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Medio Mínimo de Vogel agar 1.5% + higromicina + histidina 
 

 MMV                                                              1 ml  

 Higromicina 50 mg/ml        3 μl en 1 ml de medio 

 Histidina 25 mg/ml           2 ml en 50 ml de medio 

Medio Mínimo de Vogel líquido (1 L)  
 

 Sacarosa                                                       15 g  

 Sales de Vogel                                            20 ml  

 Aforar con agua destilada. 

 Esterilizar por autoclave. 

Sales de Vogel 50x (1 L)  
 

 En 600 mL de agua destilada disolver en orden las siguientes sustancias:  

 Citrato de sodio                                        117.5 g  

 KH2PO4                                                      250 g  

 NH4NO3                                                     100 g  

 MgSO · 7H2O                                               10 g  

 Solución de elementos traza                         5 ml  

 Solución de biotina                                    100 ml  

 Aforar con agua destilada.  

 Agregar 2 mL de cloroformo como conservador.  

 Almacenar a temperatura ambiente. 

Sorbitol 1 M (1 L)  
 

 Sorbitol                                                   182.17 g  

 Aforar con agua destilada.  

 Esterilizar por autoclave. 

Gel electroforesis 1% (100 mL)  
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 Agarosa                                                           1 g  

 Bromuro de Etidio                                           2 μl  

 Aforar con TAE 1x 

FM4-64 5 μM (1 mL)  
 

 FM4-64 1.6 mM                                            3.4 μl  

 Agua destilada HPLC                               996.6 μl 

L-Histidina (50 mL) 

 L-Histidina                                                   1.25 g 

 Esterilizar por filtración. 

TAE 50 X (1 L) 

 Tris-base                                                       242 g  

 Ácido acético glacial                                   57.1 ml 

 EDTA 0.5 M pH 8.0                                     100 ml 

 Aforar con agua destilada. 

Benomilo 10 μg mL-1 (1 mL) 

 Benomilo                                                     10 mg 

 Etanol                                                              1ml 

 

 

  

 

 

 


