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Resumen de la tesis de Diego Luis Delgado Alvarez presentada como requisito
parcial para la obtencién de la Licenciatura en Biologia. Ensenada, Baja

California, México. Agosto de 2008.

ORGANIZACION Y DINAMICA DEL CITOESQUELETO DE F-ACTINA DE

Neurospora crassa
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DRA. ROSA REYNA MOURINO PEREZ

El citoesqueleto es un componente celular complejo y altamente dinamico
cuyas funciones mas reconocidas son dar forma y soporte a la célula. También
esta implicado en el transporte de vesiculas y organelos, ademas de jugar un
papel importante en la citocinesis, el movimiento de cromosomas, la
endocitosis y la exocitosis. Estd compuesto principalmente de las proteinas
actina y tubulinas. La actina forma filamentos que se asocian principalmente a
proteinas de unién a actina (ABPs), como fimbrina y tropomiosina, para formar
estructuras mas complejas.

Para la visualizacion del citoesqueleto de actina en hifas vivas y germinulas
de Neurospora crassa se realizd6 microscopia confocal y de TIRF de cepas
transformantes que expresan fimbrina unida a GFP y tropomiosina a RFP. La
fimbrina se observé cerca de la corteza de la hifa formando parches,
acumulados principalmente en el subapice celular, en tanto que la tropomiosina
colocaliza con el Spk, y decora cables longitudinales en la region basal.

Los patrones que se observaron de cada proteina son muy diferentes, lo
que sugiere que se asocian a dos poblaciones distintas de actina que realizan
funciones diferentes. Se sugiere que la fimbrina esta asociada a la poblacion
de actina responsable de la endocitosis, y tropomiosina a la actina encargada
del trafico de vesiculas y exocitosis.

Palabras clave: actina, fimbrina, tropomiosina, confocal, TIRF, Neurospora
crassa.



Abstract

The cytoskeleton is a complex and highly dynamic cellular component
whose most recognized functions are giving shape and support to the cell. It is
implicated in vesicle and organelle transport, and is also a key element during
cytokinesis, chromosome movement, endocytosis and exocytosis. The main
components of the cytoskeleton are actin and tubulin. The actin forms
microfilaments that associate mainly to actin binding proteins (ABPs), like
fimbrin and tropomyosin, giving rise to more complex structures.

For the visualization of the actin cytoskeleton of live hyphae and germlings
of the filamentous fungus Neurospora crassa, | performed confocal and TIRF
imaging of two strains that express fimbrin-GFP and tropomyosin-RFP. Fimbrin
was localized to cellular cortex forming patches, mainly in the subapical region,
and tropomyosin was found colocalizing with the Spk in the apex and also
decorating longitudinal cables in the basal region.

The contrasting patterns seen for each protein suggest that each one
associates to a distinct actin population that performs a specific function. Based
on the evidence it can be proposed that the actin population associated to
fimbrin is responsible for endocytosis, and that the function for tropomyosin
bound actin is vesicle transport and exocytosis.

Key words: actin, fimbrin, tropomyosin, confocal, TIRF, Neurospora crassa.
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1. Introduccién

El citoesqueleto es un complejo arreglo de proteinas que al
polimerizarse forman cables o filamentos que sirven de soporte a la célula.
Sus componentes principales son los microtibulos, los microfilamentos de
actina y los filamentos intermedios, ademas de una gran cantidad de
proteinas asociadas a cada uno de ellos. Inicialmente al citoesqueleto se le
atribuia principalmente la funcién de dar soporte a la célula, aunque esta
idea ha ido cambiando con base en nuevos descubrimientos acerca de su
estructura y dinamica (Small et al., 1999; Dos Remedios et al., 2003; Lodish
et al., 2004, Smith y Oppenheimer, 2005).

La actina es una proteina altamente conservada y la mas abundante
en células eucaritticas. Puede encontrarse de forma monomeérica, llamada
G-actina (42 kD), o polimerizada formando filamentos (F-actina) de 7 nm de
grosor. Cada mondémero de actina tiene una hendidura con un sitio de alta
afinidad a adenosin tri-fosfato (ATP), por medio de la hendidura se une a
otro monémero. El extremo del filamento donde los sitios de unién a ATP
estan expuestos es considerado como el polo negativo (-), y el extremo
opuesto es el positivo (+). La polimerizacién de actina ocurre en el extremo
(+), donde esta expuesto el lado opuesto a la hendidura del ultimo
mondémero del filamento. La formacién de estructuras especificas de

filamentos de actina y la regulacion de su polimerizacion vy



despolimerizacion hacen del citoesqueleto una estructura altamente
dinamica (Dos Remedios et al., 2003; Lodish et al., 2004, Walker y Garrill,
2005).

La conformacion que adopta el citoesqueleto de actina depende de
su interaccion con proteinas de union a actina (ABP por sus siglas en
inglés). La especificidad del proceso celular en el que participa la F-actina
depende de la configuracion que adopte (Dos Remedios et al., 2003).

Existen diversas familias de ABPs, una de ellas es la de las proteinas
que contienen la secuencia de homologia a la calponina (CH). Dentro de
esta familia se encuentra la fimbrina, que posee dos sitios de unién a actina,
formados por dos dominios CH cada uno. Los sitios de unién a actina de
fimbrina provocan que se formen haces gruesos de actina debido al
entrelazamiento de éstos (Dos Remedios et al., 2003, Wang et al., 2004,
Lodish et al., 2004).

La tropomiosina es una proteina de unién a actina que fue descrita
inicialmente en el sistema de contraccion muscular, como regulador de la
unién de miosinas a los filamentos de actina. Promueve la formacién de
estructuras especificas del citoesqueleto de actina, mantiene la identidad
biogquimica entre poblaciones distintas de microfilamentos, evita la
despolimerizacién de los microfilamentos y regula la union de miosina a

filamentos de actina. En células eucariéticas es componente del anillo de



actomiosina que actua en la citocinesis. (Bi et al., 1998; Dos Remedios et
al., 2003; Walther y Wendland, 2003; Lodish et al., 2004; Gunning, 2008).

En hongos se ha destacado la importancia que tiene el citoesqueleto
de actina en distintos procesos celulares, entre los que se encuentran la
morfogénesis, division celular, la citocinesis y la septacion (Walther y
Wendland, 2003; Walker y Garrill, 2005). Neurospora crassa es un hongo
filamentosos que ha sido utilizado ampliamente como organismo de estudio.
Algunas de las ventajas que presenta son que durante la mayor parte de su
ciclo de vida es haploide, puede ser heterocarién, es facil obtener cruzas,
su genoma ha sido secuenciado y esta disponible en la red y se cuenta con
plasmidos que permiten el marcaje de proteinas de interés con proteinas
fluorescentes (Davis, 2000; Borkovich et al., 2004; Freitag et al., 2004,
Freitag y Selker, 2005; Gladfelter, 2006).

Estas herramientas permitieron la realizacién de este trabajo, en el
que se describe la localizacién y dinamica del citoesqueleto de actina en
germinulas e hifas maduras de este hongo mediante el marcaje molecular
de dos proteinas de unién a actina. Se generaron plasmidos que se
integran al genoma del hongo y que funcionan como marcadores
auxotroficos a histidina (Freitag et al., 2004).

Se utiliz6 una estrategia para la visualizacién indirecta del
citoesqueleto de actina, por medio de la fusién de proteinas de union a

actina tropomiosina a la proteina roja fluorescente (dRFP) y fimbrina a la



proteina verde fluorescente (sGFP). Se analizaron los patrones de
fluorescencia mediante microscopia confocal y de fluorescencia por
reflexién total interna (TIRFM).

Se encontrdé que cada proteina se distribuye de manera particular, lo
que sugiere la presencia de al menos dos poblaciones discretas de actina
en las células de N. crassa. La relevancia de este trabajo radica en que esta
es la primera descripcion in vivo del citoesqueleto de actina de N. crassa.
La informacién obtenida puede extrapolarse a otros sistemas biolégicos,

desde levaduras y otros hongos, hasta plantas y mamiferos.



2. Antecedentes

En células vegetales y levaduras los filamentos de actina sirven
como vias por las que se mueven vesiculas (transportadas por miosinas)
que se originan en el aparato de Golgi (Geitmann y Emons, 2000; Smith y
Oppenheimer, 2005), mientras que en el hongo Saprolegnia ferax se ha
descrito que el trafico vesicular ocurre a través de microttbulos (McDaniel y
Roberson, 2000).

El crecimiento polarizado ocurre cuando la fusién de vesiculas se
lleva a cabo en un sitio localizado de la corteza. El resultado de este tipo de
crecimiento es la formacion de células tubulares que se extienden
apicalmente. Ejemplos de este tipo de células son las neuronas, algunas
células vegetales (tubos de polen y rizomas) y fungicas (levaduras e hifas)
(Bartnicki-Garcia y Lippman, 1977). En hongos filamentosos el crecimiento
apical se ha relacionado con una estructura conocida como Spitzenkdrper
(Spk) que se encuentra en el apice de la hifa. Estda formado por una
acumulacion de vesiculas que se liberan de forma aleatoria en todas
direcciones desde el apice hacia la membrana plasmatica. La posicién del
Spk determina la direccién de crecimiento y por lo tanto la morfogénesis de
la hifa (Bartnicki-Garcia, 1995; Lépez-Franco y Bracker, 1996; Gierz y

Bartnicki-Garcia, 2000).



Se ha propuesto que el Spk funciona como un centro suministrador
de vesiculas, en donde vesiculas que inicialmente viajan a través de
microtubulos desde zonas mas viejas de la hifa son retenidas en el apice.
En el Spk las vesiculas cambiarian de carril (de microtubulos a
microfilamentos de actina) para ser enviadas a la corteza celular, donde
liberan enzimas de sintesis de pared celular al fusionarse con la membrana
plasmatica (Bartnicki-Garcia y Lippman, 1977, Bartnicki-Garcia, 2002,
Harris et al., 2005). Esta hipétesis se fundamenta en los reportes que
describen la localizacion de actina en el Spk de distintos hongos
filamentosos (Howard, 1981; Bourett y Howard, 1991; Hasek y Bartnicki-
Garcia, 1994, Virag y Griffiths, 2004, Taheri-Talesh et al., 2008).

La correlacion entre la actina y el crecimiento polarizado sugiere que
la polimerizaciéon de actina, ademas de ser responsable de la forma de la
hifa y de la secrecion de enzimas, es un iniciador del crecimiento (Torralba
et al., 1998). Cuando se induce el crecimiento apical la expresiéon de los
genes de actina y la concentracion de la proteina no aumenta
considerablemente (Brunt et al., 1998; Tinsley et al., 1998), de lo que se
concluye que la polimerizacion y el re-arreglo de actina previamente
sintetizada, y no la expresion y sintesis de nueva actina es lo que propicia el
crecimiento. La polimerizacion de la actina no funcionaria como un
morfégeno sino que formaria parte de un sistema que es regulado de otra

forma (Virag y Griffiths, 2004).



En rizomas y tubos de polen se ha descrito que los filamentos de
actina forman cables longitudinales que corren a lo largo de toda la célula;
también se ha observado un cimulo denso de F-actina en el subapice, pero
no en el apice extremo (Miller et al., 1996, Kost et al., 1998, Miller et al.,
1999, Geitmann y Emons, 2000, Ketelaar et al., 2002, Wang et al., 2004,
Smith y Oppenheimer, 2005). El tratamiento con drogas despolimerizadoras
de actina afecta el crecimiento de la célula, pero sin alterar el flujo de
vesiculas. Los tratamientos resultan en alteraciones de la actina subapical y
apical, pero no en los filamentos longitudinales (Miller et al. 1999, Gibbon et
al. 1999; Smith y Oppenheimer, 2005).

En la levadura Saccharomyces cerevisiae se reconocen tres
estructuras formadas por actina: parches, cables y anillos. Los parches de
actina fueron descritos en estudios realizados en mutantes con defectos en
la endocitosis (Adams y Pringle, 1984; Kibler y Riezman, 1993; Geitmann y
Emons, 2000; Moseley y Goode, 2006). Posteriormente, por medio de
observaciones in vivo con GFP unida a los componentes de los parches se
describi6 que éstos son altamente moviles (Doyle y Botstein, 1996;
Carlsson et al., 2002; Yang y Pon, 2002; Kaksonen et al., 2003; Huckaba et
al., 2004).

En hifas de hongos filamentosos se ha observado que la actina se
encuentra en la region basal formando parches y cables intercalados,

mientras que en el apice se agrupa formando parches. En contraste, en los



hongos Oomycetos la acumulacién de actina apical no forma parches, sino
que esta dispersa (Heath, 1987; Bartnicki-Garcia, 2000; Geitmann y Emons,
2000; Heath et al., 2000; McDaniel y Roberson, 2000; Taheri-Talesh et al.,
2008; Upadhyay y Shaw, 2008).

La distribucion de F-actina mencionada se basa en las descripciones
de Mucor rouxii (Sabanero y Zazueta, 1989), Achlya bisexualis (Harold y
Harold, 1992), Magnaporthe grisea y Trichoderma viride (Czymmek et al.,
1996) y A. nidulans (Tanabe y Kamada, 1996; Torralba et al., 1998;
Geitmann y Emons, 2000; Upadhyay y Shaw, 2008; Taheri-Talesh, 2008).
En estos trabajos se realizaron observaciones en hifas fijadas y tefiidas con
rodamina-faloidina, inmunolocalizacién y con proteinas fluorescentes. Los
diferentes patrones encontrados entre estos organismos se deben en parte
a la utilizacién de diferentes técnicas (Harold y Harold, 1992; Virag y
Griffiths, 2004). Mediante microscopia electrénica se ha descrito la
presencia de filamentos en el Spk de Fusarium acuminatum, M. grisea'y M.
rouxii (Howard, 1981 Bourett y Howard, 1991; Hasek y Bartnicki-Garcia,
1994). La tropomiosina fusionada con GFP ha sido utilizada como reportero
del citoesqueleto de actina en A. nidulans, donde se observo en el apice de
las hifas (Li et al., 2006, Taheri-Talesh et al., 2008).

En hongos filamentosos se ha demostrado que el citoesqueleto de
actina es esencial para el crecimiento apical y la morfogénesis de la célula.

En hifas de Gibertella persicaria y A. nidulans tratadas con citocalasina A



(CA) y S. ferax y N. crassa con latrunculina B se interrumpe el crecimiento
apical y se forman puntas bulbosas (Grove y Sweigard, 1980; Grove y
Sweigard 1996; Gupta y Heath, 1997; Bachewich y Heath, 1998; Riquelme
et al., 1998; Torralba et al., 1998; Heath et al., 2000; Virag y Griffiths, 2004).
Las deformaciones causadas por las drogas inhibidoras de actina se
producen cuando la porcién afectada es parte de la hifa en crecimiento. El
efecto de la inhibicion no siempre es persistente, debido a que la hifa deja
de crecer por completo o la respuesta al inhibidor cesa (Torralba et al., 1998
y Bartnicki-Garcia, 2002, Taheri-Talesh et al., 2008).

A pesar de los trabajos hasta ahora realizados, sigue existiendo
controversia en cuanto a la localizacion precisa de actina en N. crassa.
Mediante la tincién de actina con fluoresceina-faloidina se muestra una
acumulacién poco definida en forma de capucha que ocupa todo el apice y
subapice de la hifa (Barja et al., 1991). Por inmunolocalizacion se describio
que la actina se ubica en el apice coincidiendo con el Spk y en el subapice
formando “placas” (Heath et al., 2000). Sin embargo, también se ha descrito
por medio de esta misma técnica la presencia de actina colocalizando
exclusivamente con el Spk de hifas maduras de N. crassa (Virag y Griffiths,
2004).

En N. crassa se describié que en hifas tratadas con CA aumenta la
frecuencia de ramificacién, y al aumentar la concentracion de la droga, la

hifa crece isotropica e irregularmente (Allen et al., 1980, Virag y Griffiths,



2004). La mutacion del gen de actina provoca un fenotipo muy similar al que
resulta del tratamiento con CA. Se altera el patron de ramificacion, la
posicion del Spk y por lo tanto la forma de la hifa. El inmunomarcaje de la
actina mutante revela que ésta se encuentra desplazada del apice
formando una capucha subapical en la misma posicion que el Spk, lo que
sugiere que la actina se relaciona directamente con el Spk y por lo tanto con

la morfogénesis (Virag y Griffiths, 2004).
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3. Problema

Los estudios sobre la localizacién del citoesqueleto de actina durante
el desarrollo de plantas y hongos se han realizado principalmente por medio
de observaciones de muestras fijadas marcadas por medio de drogas de
unién a actina con fluoréforos acoplados e inmunofluorescencia (Sabanero
y Zazueta, 1989, Harold y Harold, 1992, Czymmek et al., 1996, Tanabe y
Kamada, 1996; Torralba et al., 1998; Small et al., 1999). Ningin método de
marcaje y observacion es completamente infalible y debido a que la actina
es una proteina especialmente dificil de conservar durante la fijacion, es
muy probable que los patrones reportados para plantas y hongos sean
artefactos de la fijaciéon (Geitmann y Emons, 2000; Virag y Griffiths, 2004;
Smith y Oppenheimer, 2005).

La expresion de proteinas fluorescentes fusionadas a proteinas de
interés ha sido una herramienta ampliamente utilizada para observar su
localizacién en células vivas. En tubos de polen y raices de plantas se ha
logrado observar in vivo el citoesqueleto de actina mediante la expresion
transitoria de construcciones de proteinas de unién a actina (talina de ratén,
fimbrina de Arabidopsis thaliana y versiones truncadas de fimbrina)
fusionadas a la proteina verde fluorescente (GFP). Esta estrategia ha
resultado exitosa para describir la organizacién de los microfilamentos de

actina durante la morfogénesis de células vegetales con crecimiento apical
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(Kost et al., 1998; Small et al., 1999; Wang et al., 2004; Sheahan et al.,
2004). En el hongo filamentoso A. nidulans se han realizado fusiones de
tropomiosina y fimbrina a GFP (Taheri-Talesh et al., 2008, Upadhyay y
Shaw, 2008).

Para la expresion de proteinas fluorescentes en N. crassa se han
desarrollado plasmidos integrativos, que permiten la unién de genes de
interés a sGFP y dRFP por medio de un amplio sitio de clonacion multiple
(Fig. 1) (Freitag et al., 2004, Freitag y Selker, 2005). La transformacion de
N. crassa con estos plasmidos integrativos presenta una gran ventaja sobre
las transformaciones en células vegetales, donde la expresion de proteinas
fluorescentes es transitoria (Kost et al., 1998, Wang et al., 2004). De la
misma forma, la expresién de proteinas de unién a actina que expresan
proteinas fluorescentes seria una buena estrategia para estudiar in vivo la

dinamica y organizacion de la F-actina en hifas de N. crassa en crecimiento.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general
Observar in vivo la organizacion y dinamica del citoesqueleto de
actina del hongo filamentoso N. crassa por medio de su marcaje indirecto
con fimbrina (FIM-sGFP y los sitios de unién a actina (ABD1 y ABD2 a

sGFP) y dRFP-tropomiosina (dRFP-TPM-1).

4.2 Objetivos particulares:

« Comparar la eficiencia de marcaje entre FIM-sGFP, ABD1-sGFP

y ABD2-sGFP.

« Describir in vivo la localizacion y dinamica de las fusiones dRFP-
tropomiosina (dRFP-TPM-1), fimbrina-sGFP (FIM-sGFP), ABD1-sGFP vy
ABD2-sGFP.

« Describir la dindmica de la tropomiosina y la fimbrina en hifas

tratadas con citocalasina A.
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5. Metodologia

5.1 Disefio metodolégico

El marcaje con proteinas fluorescentes de las proteinas de union a
actina se realizd por medios moleculares. La tropomiosina (TPM-1) se fusiono
a la Proteina Roja Fluorescente dimérica (dRFP); la fimbrina completa (FIM) y
los fragmentos de unién 1 y 2 a actina de la fimbrina (ABD1 y ABD2) se
fusionaron a la Proteina Verde Fluorescente (sGFP).

Los genes tpm-1, fim, y las fracciones abd1 y abd2 se clonaron en
plasmidos integrativos que contienen los genes de las proteinas fluorescentes.
Estos plasmidos sirven como marcadores auxotréficos que permiten la
seleccion de colonias transformantes de N. crassa. Los patrones de
fluorescencia de las proteinas marcadas se analizaron por medio de diferentes
técnicas de microscopia de fluorescencia, tanto en hifas maduras como
germinulas del hongo. Se realizaron observaciones de hifas maduras
sometidas a tratamiento con citocalasina A para observar el efecto de la

despolimerizacion de los filamentos de actina en sus proteinas de union.

5.2 Organismos y condiciones de cultivo

En total se utilizaron 6 cepas de N. crassa y una de Escherichia coli

(Tabla I). Todas las cepas de N. crassa se cultivaron a 28 °C en Medio Minimo

14



de Vogel (MMV)-agar (1.5 %) y liquido. La cepa FGSC #9717 se cultivd en
MMV enriquecido con histidina (25 ug ml™"). Para optimizar la germinacién de
conidias de N. crassa sometidas a electroporacion se incubé en Medio de
Regeneracion a 30 °C y después se sembré en medio FIGS-agar (1 %), y se
incub6 a 28 °C. E. coli se cultivd en los medios Luria Bertani (LB)-agar (1.5 %)

y liquido con ampicilina (100 pg mI™") a 37 °C.

Tabla I. Cepas de N. crassa y E. coli utilizadas en este estudio.

Nombre Genotipo Referencia

N. crassa tipo silvestre | mat a FGSC #2489

N. crassa Amus, his-3 | mat A Amus-51.:bar+; his-3 FGSC #9717

N. crassa dRFP-TPM mat a his*::Pccg-1-drfp::tom-1 Este estudio (914-2)
N. crassa ABD1-sGFP | mat a his*::Pccg-1-abd1::sgfo Este estudio (TDD04)
N. crassa ABD2-sGFP | mat a his*::Pccg-1-abd2::sgfp Este estudio (TDDO05)
N. crassa FIM-sGFP mat a his*::Pccg-1-fim::sgfp Este estudio (TDD06)
E. coli DH5a @80dlacZAM15 Promega®

5.3 Plasmidos

Los cassettes de transformacién pDD04, pDDO05 y pDD06 de N. crassa
se construyeron a partir del plasmido integrativo pMF272 (8, 479 pb). Este
plasmido contiene el gen de la enzima B-lactamasa, lo que permite la seleccion
de colonias transformadas positivas de E. coli. Contiene el sitio de clonacion
multiple Xbal, Spel, BamHI, Xmal, Pacl para la fusiéon del gen de interés al
extremo 5’ del gen de sgfp. La expresion de la fusidbn depende del promotor
inducible Pccg-1 de N. crassa. Ademas, contiene una secuencia truncada del

gen his-3 (Ahis-3), lo que permite la integraciéon por recombinacién homoéloga
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de la regién del plasmido que contiene la fusién al genoma de la cepa de N.
crassa con la mutacién de his-3 (Fig. 1 a).

El plasmido pMF334 posee el sitio de clonaciéon multiple Ascl, Spel,
Milul, Fsel, Bglll, Xbal, que permite integrar el inserto en el extremo 3’ de la
dRFP. Al igual que pMF272, contiene el promotor Pccg-1, los flancos 3’ his-3 y
5’ A-his-3, y el gen de B-lactamasa (Fig. 1 b).

Los plasmidos para transformaciéon de N. crassa generados en este
estudio fueron pDD04, pDDO05 y pDD06, que fueron creados clonando los
fragmentos abd1, abd2 y fimbrina completa a pMF272, respectivamente. Los
plasmidos pDDO01, pDD02 y pDDO03 se realizaron clonando abd1, abd2 vy
fimbrina completa a pGEM®. El plasmido pMF350 (9339 pb) se generd

clonando el gen de tropomiosina ({pm-1) a pMF334 (Tabla 1V).

5.4 Construccion de los plasmidos pDD01, pDD02, pDD03, pDD04, pDD05,
pDD06 y pMF350

La secuencia del gen de fimbrina (fim) se consult6 la base de datos de
N. crassa del Instituto Broad (http://www.broad.mit.edu/). El gen de la fimbrina
pertenece al grupo de union V, ocupa el locus NCU03992.3 y esta formado por

2, 219 pares de bases.

16



a

PMF272 (Pccg-1-sGFP) 8479 pb

Xbal Spel BamHI Xmal Pac | sGFP
4981 4987 4993 4998 5008
T3-... [TC TAG AAC TAG TIGG ATC|CICC GGG|TTA ATT AA[C ATG -... T7

Ndel Dral Dral Not| Eco Rl Apal
(81) (677) (1369, 1388) (4052) (5733)(5779)
J—H I—ﬂu——
B-lactamasa flanco 3’ his-3 Pceg-1 sGFP 5’ A-his-3
pMF334 (Pccg-1-dRFP) 9177 pb
Asc | Spel Miu | Fsel Bgl Il Xbal
6390 6398 6410 6421 6431 6459
GGC GCG CC|T|ACT AGT|..|ACG CGT|GGC CGG CC|A ..[AGA TCT]... C[TC TAG A
Ndel Dral Dral Apal  EcoRI
(81) (677) (1369, 1388) (4049) (4!;73)
-LH _-4—_
B-lactamasa flanco 3’ his-3  Pccg-1  tdimer2(12) 5’ A-his-3

Figura 1. Esquema de plasmidos pMF272 y pMF334 (a) pMF272. Los flancos
3’ his-3 y & his-3 permiten la integracién por recombinacién homéloga al sitio
his-3, recuperando funcionalmente el gen. (Modificado de Freitag et al., 2004),
(b) pMF334 (Modificado de Freitag et al., 2005)

La fimbrina contiene dos sitios de unién a actina (ABD), formados por

dos dominios de homologia a calponina (CH) cada uno. Para determinar la
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posicion de los sitios de unién a actina se realiz6 una busqueda BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) (Fig. 2).

La secuencia de fimbrina con intrones se utilizd para disefar
oligonucleétidos (Tabla IlI) para la amplificacion de fim (2, 219 pb) y dos
versiones truncadas (abd? y abd2), de 770 y 812 pb respectivamente. El abd1
inicia en la base 361 y termina en la 1, 130 y el abd2 desde la base 1, 408 a la
2, 219. El codén de paro TAG fue eliminado de fim y abd2 y el coddn de inicio

ATG se afadio a las dos versiones truncadas.

el (S TR e
L I |

ABD1 ABD2

Figura 2. Esquema de fimbrina y sus dos sitios de unién a actina, ABD1 y
ABD2. Se senalan los dominios de homologia a calponina (CH)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Los oligonucleétidos sentido contenian en el extremo 5’ la secuencia de
reconocimiento de la enzima de restriccion Xbal (TCTAGA), y en el extremo 5’
de los oligonucleétidos antisentido se incluyé la secuencia de reconocimiento

de la enzima de restriccion Pac/ (TTAATTAA), con el proposito de dirigir la
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ligaciéon de los genes al sitio de clonacion multiple de pMF272. La digestion de

ambas enzimas deja extremos cohesivos.

Tabla Il. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacién de los genes fim,
abd1, abd2y tpm-1.

Gen Nombre Secuencia Secuencia
de corte

fim ODD1 GCTCTAGAATGAATGTCCTCAAGATCCAG Xbal
ODD2 CCTTAATTAACTGCATCTTGTCATAGGTAGCCAT Pacl

abd1 | ODD3 CTCTAGAATGTTCTTGAAGGCCACCCAGGTC Xbal
ODD4 CCTTAATTAAGGCCAGTTGGCGGCCTTG Pacl

abd2 | ODD5 CTCTAGAATGGAGAAGCTTGAGGTCGAG Xbal
ODD6 CCTTAATTAACTACTGCATCTTGTCATAGGT Pacl
tom-1 | tropNBgl | GCCAGATCTACAATGGACCGCATCAAGGAGAAA Bglll
tropNXba | GCCTCTAGATTAGATGTTGGCAATATCAGCCTG Xbal

Los genes fim, abd1 y abd2 se amplificaron utilizando como templete
DNA genomico de N. crassa tipo silvestre (FGSC #24809). Para extraer DNA se
cultivé N. crassa por una semana en MMV liquido a 28 °C en reposo. El micelio
se filtré y se mantuvo por 12 h a -68 °C. Después se sumergié en nitrégeno
liquido y se macer6 hasta que se obtuvo un polvo fino. La extraccion del DNA
se realizé con el kit de extraccion de DNA gendémico para plantas de
QUIAGEN®.

El gen fim (2, 216 pb), asi como las versiones truncadas abd? (770 pb) y
abd2 (812 pb) se amplificaron por medio de una Reacciéon en Cadena de la

Polimerasa (PCR) con el sistema Platinum® PCR Supermix (22 U mI™", Tris-HCI
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(pH 8.4) 22 mM, KCI 55 mM, MgCl, 1.65 mM, dGTP 220 uM, dATP 220 uM,
dTTP 220 pM, dCTP 220 uM) de Invitrogen®, que utiliza la enzima de alta
fidelidad T.q Polimerasa. Las concentraciones finales de oligonucledtidos se
usaron a 200 nM. Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador

Apollo® ATC 401 de Nyxtechnik® bajo las condiciones que se enlistan en la

Tabla lll.
Tabla lll. Condiciones de amplificacion de fim, abd1y abd2
1 ciclo Desnaturalizacion inicial 94 °C 2 min
Desnaturalizacion 94 °C 30s
30 ciclos  Alineamiento 55 °C fim 30s
58 °C abd1
55 °C abd2
Extension 12 °C 2:30 min fim
1 min abd1y abd?2
1 ciclo Extension final 62°C 5 min

El tamafio de los fragmentos amplificados fue corroborado por
electroforesis en gel de agarosa al 1 % (100 ug ml™ de bromuro de etidio).

La enzima T,q Polimerasa utilizada para la amplificacion afiade timidinas
a los extremos 5 del producto de PCR, lo que permiti6 su clonacion al
plasmido pGEM® con el sistema pGEM®-T Easy Vector (Promega®). La
clonacion se realizd inmediatamente después de la amplificacion. De esta

forma se almacenaron los genes para su posterior digestion.
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Las ligaciones pGEM:fim, pGEM:abd? y pGEM:abd2 (llamados
pDD01, pDD02, pDD03) (Tabla IV) se utilizaron para transformar células
competentes de E. coli DH5a por medio de choque térmico; para esto se
descongelaron en hielo alicuotas de 55 pl de células competentes y se
mezclaron con 5 ul de cada producto de ligaciéon. La mezcla se incub6 en hielo
por 40 min y se sometié a un choque térmico de 42 °C por 2 min, seguido de 2
min en hielo. Se afadieron 940 ul de LB liquido precalentado a 37 °C a cada
transformacion y se incubaron por una hora a 37 °C en agitacion a 200 rpm.
Las células transformadas se inocularon en placas de LB-agar con ampicilina
(100 pg ml™"). Las placas contenian Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG)
como inductor y X-Gal como sustrato indicador. Las placas se incubaron por 12
h a 37 °C. La ligacion de inserto en el vector pGEM interrumpe la secuencia
que codifica la B-galactosidasa. La B-galactosidasa al digerir el X-Gal produce
un precipitado azul, que permite discriminar colonias transformadas por
plasmidos autoligados. Las colonias blancas son aquellas que fueron
transformadas por plasmidos con el inserto de interés (Promega®, 2007). Se
seleccionaron colonias positivas blancas para extraccion de plasmido.

El DNA plasmidico de cada colonia positiva se extrajo por medio de lisis
alcalina y se precipitdé con etanol. Una colonia positiva se seleccion6 y se
cultivé en LB liquido con ampicilina (100 pg mI™") por 12 h en agitacién a 200
rpm. El cultivo se centrifugé a 13, 200 rpm y el precipitado se resuspendio en

100 pl de solucién P1 (Tris-HCI pH 8, 50 mM; EDTA 10mM y RNAasa a 0.1 mg
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ml") e inmediatamente se afadieron 150 pl de solucién P2 (NaOH 200 mM y
SDS 1 %). Se incubd por 5 min a temperatura ambiente y se neutralizé
afiadiendo 200 pl de solucion P3 (acetato de Potasio 3M pH 5.5). Se centrifugd
a 13, 200 rpm por 5 min y se recuperd el sobrenadante, al cual se le afiadieron
dos volimenes de etanol absoluto. Esta mezcla se incubd por 30 min a -20 °C
y después se centrifugé a 13, 200 rpm durante 5 min. El DNA plasmidico
aparecia como un precipitado blanco. El etanol absoluto se elimind y el DNA se
lavd con etanol 70 % y se centrifugd por 5 min a 13, 200 rpm. El sobrenadante
se decanté y el precipitado se dej6 secar a 30 °C por 20 min en un
concentrador. EIl DNA se resuspendi6 en 50 pl de agua estéril libre de
nucleasas y se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1 % (100 pg ml”
de bromuro de etidio) para comprobar por tamafo la presencia de los
plasmidos.

Los plasmidos pDDO01, pDD02, pDD03 y pMF272 fueron digeridos con
las enzimas Xbal y Pacl de New England Biolabs® (NEB). A las reacciones de
digestion se afadié Albumina de Suero Bovino de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante. A la digestion de pMF272 se le adicion6 1 pl
de fosfatasa alcalina de camarén (NEB) después de 2 h de digestién para
evitar su autoligacion. Las reacciones se incubaron por 3 h a 37 °C y después
se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1 % (100 yg ml™ de bromuro

de etidio) para purificar los genes y el plasmido pMF272 linearizado. Las
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bandas Utiles se purificaron utilizando el kit de purificacion de gel Wizard® SV
PCR and Gel Purification Kit (Promega®).

Cada uno de los fragmentos abd1, abd2 y fim purificados se incubaron
junto con el vector pMF272 con 3 U de ligasa por 1 h a temperatura ambiente y
posteriormente a 4 °C por 12 h.

El producto de cada ligacion se utilizé para la transformacién por choque
térmico de células competentes de E. coli de acuerdo al procedimiento ya
descrito, y enseguida se sembraron en LB-agar con ampicilina (100 ug mi™).

Las placas con mayor numero de colonias positivas de cada
construccion (pMF272-fim, pMF272-abd1 y pMF272-abd2) se seleccionaron
para corroborar por PCR de colonia la presencia del inserto.

De cada placa se seleccionaron 10 colonias al azar. Los genes de
interés se amplificaron utilizando la Polimerasa GoTzq™ (Promega®). La
mezcla de reaccién contenia MgCl, (2 mM), mezcla de nucleétidos (5 mM),
oligonucledtidos (200 mM). Con un palillo estéril se afiadi6 ~1 pl de cada
colonia para utilizarse como DNA templete. Como control positivo se us6 DNA
gendmico de N. crassa silvestre y de control negativo pMF272. La PCR se
realizé con las condiciones enlistadas en la Tabla lll. El producto de la PCR se
sometié a electroforesis en gel de agarosa al 1 % (100 ug ml™ de bromuro de
etidio).

Una colonia positiva de cada fragmento se selecciond y se inoculé en 10

ml de LB liquido con ampicilina (100 ug ml™). El cultivo se incub6 a 37 °C por
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12 h en agitacion a 200 rpm. Los plasmidos se purificaron por lisis alcalina,
como fue descrito anteriormente.

Los plasmidos obtenidos fueron digeridos con las enzimas Xbal y Pacl
por 2 h a 37 °C para liberar el inserto y corroborar que el marco abierto de
lectura estuviera intacto. Se realizé una electroforesis en gel de azarosa al 1 %
(100 pug mI" bromuro de etidio); en las tres digestiones se observé una banda
de 8.5 Kb correspondiente al pMF272 y una banda que correspondia al inserto
esperado (2.2 Kb para fim, 770 para abd1y 812 pb para abd2). Los plasmidos
producidos fueron denominados pDDO04 (abd1.:sgfp), pDDO0OS (abd2::sgfp) y
pDDO6 (fim::sgfp) (Tabla IV).

El plasmido pMF350 fue generado a partir de la clonacién del gen de
tropomiosina (486 pb) al vector pMF334 (9177 pb), después de digestion con
Bglll y Xbal. La construccién de este plasmido se realiz6é en el laboratorio del

Dr. Michael Freitag en la Universidad Estatal de Oregon en Corvalis, Oregon.

Tabla IV. Plasmidos creados para este trabajo.
Ligacién Plasmido Fusién

pGEM + abd1 pDDO1 e

pGEM + abd2 pDD02 ---

pGEM + fim pDDO03 S
pMF272 + abd1 | pDD04 ABD1-sGFP
pMF272 + abd2 | pDDO5 ABD2-sGFP
pMF272 + fim pDD06 FIM-sGFP

pMF334 + tom pMF350 dRFP-TPM
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5.5 Transformacion de N. crassa his-3

La cepa de N. crassa his-3 (FGSC #9717) se transformd utilizando un
electroporador Gene Pulser Xcel™ (BioRad®). Se transformaron conidias que
habian permanecido a -20 °C por un mes. Después de ser descongeladas se
lavaron con sorbitol 1 My se llevaron a una concentracién de ~25X10° conidias
ml™”. Se incubaron en hielo, 90 ul de conidias junto con 10 ul de plasmido (1ug
pl'1) por 15 min (plasmidos pDD04, pDDO05 y pDD06). La mezcla se transfirié a
celdas de electroporacién de 2 mm previamente enfriadas en hielo y se
sometieron a las siguientes condiciones de electroporacién: 1.5 kV, 25 uF, 600
Q. La duracion del pulso fue de aproximadamente 13 ms. Como control
negativo se realiz6 una electroporacién de conidias sin plasmido anadido.
Inmediatamente después de cada pulso se afiadié 1 ml de sorbitol 1M frio a
cada celda de electroporacion y se mezcl6 rapidamente. Se afiadieron 4 ml de
Medio de Regeneraciéon y se incubd a 28 °C durante 2 h. Las conidias se
centrifugaron a 8, 000 rpm y se resuspendieron en 1 ml, el cual fue sembrado
en cuatro placas de medio FIGS. Las placas se incubaron a 28 °C hasta que
aparecieron colonias.

Las colonias que aparecieron contenian el gen his-3 reconstituido por
recombinacion homoéloga y esto sirve como marcador auxotréfico y de
seleccion. Se aislaron todas las colonias de las transformaciones con pDD04,
pDDO05 y pDDO06 y se inocularon en tubos de 5 ml con MMV-agar inclinado, y

fueron incubados a 28 °C por 12 h. Las colonias que expresaron fluorescencia
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verde se seleccionaron bajo el microscopio invertido Axiovert 200 utilizando un
filtro de excitacion de 488 nm de longitud de onda para sGFP. Como fuente de
luz se utilizé una lampara de mercurio de 100 W. Las transformantes se
nombraron TDD04 (ABD1-sGFP), TDD05 (ABD2-sGFP) y TDD06 (FIM-sGFP).

En las placas correspondientes al control negativo no crecieron colonias.

5.6 Tincion de membranas con FIV46-4

El  colorante  N-(3-trietilamoniopropil)-4-(p-dietilaminofenilhexatrienil)
piridinio dibromuro (FM4-64) (Molecular Probes®) es un colorante vital lipofilico
que tine membranas (excitacidén/emisién maxima 515 nm/640 nm). Entra a la
célula por medio de endocitosis y permite la visualizaciéon de los componentes
membranosos intracelulares. (Vida y Emr, 1995). En hongos filamentos se ha
utilizado para observar las vesiculas del Spk. Las cepas TDDO05 y TDDO6 se
tineron con FM4-64 para observar la relacién de fimbrina con el Spk. En un
cubreobjetos se colocaron 10 ul del colorante (5 uM) y se deposité un trozo de

agar con micelio periférico, como se describe en Hickey et al (2002).

5.7 Observaciones de germinulas

La distribucion y dinamica de fimbrina y tropomiosina se observé durante
la formacion del tubo germinativo y desarrollo de la hifa madura. Se observaron

germinulas de las cepas que expresan las fusiones ABD2-sGFP y dRFP-TPM-
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1. Conidias de estas cepas se resuspendieron en agua estéril y se esparcieron
en una placa de MMV-agar. Cada hora a partir del momento de incubacién se

tomaron imagenes confocales para observar la distribucion de las proteinas.

5.8 Despolimerizacioén de actina

La citocalasina A (CA) es una droga que impide la polimerizacion de
actina (Torralba ef al., 1998). Las cepas TPM-dRFP y FIM-sGFP se sembraron
en placas de MMV agar (1.5 %) con CA (1 ug ml") para corroborar la
asociacién de tropomiosina y fimbrina a actina. La concentracion utilizada
permite observar el efecto de la droga sin ser letal para la célula (Ramos-

Garcia, 2006).

5.9 Microscopia

5.9.1 Microscopia confocal

Todas las imagenes confocales y de contraste de fases se capturaron
por medio de un microscopio confocal LSM 510 Meta de Carl Zeiss®
(Gétinhem, Alemania). La sGFP y el colorante FM4-64 se excitaron a 488 nm
con un laser de Argon; la dRFP fue excitada a 543 nm con un laser de He/Ne.
Se utilizaron objetivos 63x/1.4 A.N. Plan-Apocromatico y 100x/1.3 A. N. Plan-

Neofluar de inmersién en aceite. Se capturaron simultdneamente imagenes de
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contraste de fases en un canal con un fotomultiplicador de luz transmitida. Se
realizaron reconstrucciones tridimensionales apilando imagenes obtenidas de
diferentes planos focales. La informacién fue analizada con el software LSM
Image Examiner de Carl Zeiss® v. 3.2. Las muestras para el microscopio
confocal se prepararon invirtiendo un bloque de MMV-agar de forma que el
micelio (tiempo de incubacion 8-12 h) quedara pegado al cubreobjetos (Hickey

et al., 2002).

5.9.2 Microscopia de Fluorescencia por Reflexion Total Interna (TIRFI)

El microscopio de TIRF utiliza ondas evanescentes que logran excitar
solo las proteinas fluorescentes que se encuentran a menos de ~200 nm entre
el cubreobjetos y el espécimen, por lo que se elimina el ruido de fondo y sélo
se observa el comportamiento de los elementos marcados cercanos a la
corteza celular. En este trabajo se utilizé TIRF para observar el
comportamiento de los parches corticales de fimbrina. Las imagenes de TIRF
se obtuvieron con un microscopio invertido IX-70 equipado con un objetivo
60x/1.45 A.N. apocromatico (Olympus America Inc., Center Valley, PA) y un
laser de Kriptén/Argon (Melles Griot, Carlsbad, CA) (488nm). Las imagenes
fueron capturadas con una camara Cascade 512B EMCCD (Photometrics,

Tucson, AZ) a una resolucion de 512x512 y una frecuencia de captura de 50-
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200 ms. Para el control de la camara y la captura de imagenes se utilizd el

programa MetaMorph 6.0/6.1 (Universal Imaging, Downington, PA).

5.10 Definicion de regiones de la hifa

Para el estudio de las hifas de hongos filamentosos McDaniel y
Roberson (2000) definen tres regiones (Fig. 3): (i) Regiéon |, comprende los
primeros 2 a 5 ym del apice de la hifa, donde se encuentra el Spitzenk&rper
(Spk); (i) la Regién I, o regién subapical, comienza detras del Spk y termina
donde comienza la distribuciéon de los nucleos; (iii) Regioén lll, inicia donde se

ubica el primer nucleo y hasta la region basal.

O oo
Spk®
o °o "
) R I 8 RII ;:Ri

Figura 3. Definicion de regiones de la hifa. N = nucleos, Spk = Spitzenkérper,

R = region.
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6. Resultados

6.1 Comparacion del marcaje de FIM, ABD1 y ABD2 con sGFP

En la cepa transformada con la construccion ABD1::sGFP no se observé
expresion de la fluorescencia, sin embargo con las construcciones FIM::sGFP y
ABD2::sGFP se logré una clara expresion de la proteina fluorescente. La
eficiencia del marcaje, asi como la intensidad y distribucion de la fluorescencia
de las transformantes que expresan las fusiones ABD2-sGFP y FIM-sGFP

fueron practicamente idénticas (Fig. 4).

Figura 4. Distribucién de (a) FIM-sGFP y (b) ABD2-sGFP en la regién
subapical de hifas maduras. Escala = 5 ym.
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6.2 Distribucion de tropomiosina y fimbrina en las regiones I y Il de la hifa

Mediante microscopia confocal de hifas maduras de la cepa que
expresa la fusion dRFP-TPM-1 se observé una acumulacién de tropomiosina
de 1.5 £ 0.4 ym de diametro (promedio + desviacién estandar) en el apice de la
célula (Fig. 4 a). Esta acumulacion correspondia a ~80 % del area total del Spk
(Fig. 5 b). Durante el crecimiento de la hifa la acumulacién desaparecia y

reaparecia al igual que el Spk conforme cambiaban de plano focal.

Figura 5. Distribucion de dRFP-TPM-1. (a) Imagen confocal, (b) de contraste
de fases y (c) composicion de (a) y (b). La flecha indica la acumulacion apical
de tropomiosina. La cabeza de flecha sefiala el Spk. En (c) se observa la
colocalizacién de tropomiosina con el Spk. Escala = 5 pym.
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La fimbrina se encontré formando parches a lo largo de toda la hifa,
acumulados principalmente en la regiéon subapical (region IlI), situados
inmediatamente detras del Spk. (Fig. 6 ¢, Video 1). Los parches de esta
acumulacién subapical se encuentran aparentemente unidos a la membrana

plasmatica. La acumulacién persiste durante todo el crecimiento de la hifa.

Figura 6. Distribucion de fimbrina marcada con sGFP. Imagenes confocales de
(a) ABD2-sGFP, (b) tincion con FM4-64 y (c) Composicion de (a) y (b). La
flecha sefiala la acumulacion subapical de ABD2-sGFP cerca de la membrana
plasmatica. La cabeza de flecha indica el Spk tefiido con FM4-64. Escala = 10
pm.
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En la Figura 7 (a-f) se muestran rebanadas Opticas en el eje z y una
reconstruccion tridimensional (Fig. 7 g). Se puede distinguir una zona libre de
parches desde el apice hasta 3.5 ym de la célula, seguido de un anillo denso
de parches de ~5 ym de largo en la region Il de la hifa. Detras de esta zona, la

distribucién de los parches de fimbrina es mas espaciada (Figs. 6y 7, Video 2).

Figura 7. Diferentes planos focales y reconstruccion tridimensional del apice de
una hifa con ABD2-sGFP (a-f) rebanadas opticas de 0.9 ym de grosor, (g)
reconstruccion tridimensional. Escala = 10 ym.
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6.3 Distribucion de tropomiosina y fimbrina durante ramificacion lateral

Durante la formacién de la hifa lateral, la tropomiosina se acumula en el
lugar donde la rama emergera y se mantiene hasta que esta formada por
completo, colocalizando con el nuevo Spk (Fig. 8). La acumulaciéon de dRFP-

TPM-1 de la hifa lateral se comporta de la misma forma que en la hifa lider

(Fig. 8 b).

Figura 8. Distribucion de dRFP-TPM-1 durante la ramificacién. (a-e) Imagenes
confocales y (f-j) imagenes de contraste de fases. Las flechas sefalan la
posicion de la acumulacion apical de tropomiosina y las cabezas de flecha
sefialan el Spk. Escala = 10 pm.
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Durante el crecimiento de la hifa la distribucién de los parches de
fimbrina es igual en ambos lados de la hifa. Cuando se forma una ramificacion
los parches se acumulan en la pared donde la hifa lateral va a emerger (Fig. 92,

Video 3).

Figura 9. Distribucion de ABD2-sGFP durante la formacién de una hifa lateral.
(a-e) imagenes confocales y (f-j) imagenes por contraste de fases. La flecha
indica la acumulacion de fimbrina en el sitio donde se forma la rama lateral.
Escala = 5uym.
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Una vez que aparece la rama lateral los parches siguen su contorno.
Cuando ha crecido lo suficiente se forma el anillo de parches de la region

subapical (Fig. 10).

Figura 10. Imagen confocal con ABD2-sGFP de una hifa lider y dos
ramificaciones. Escala = 10 ym.
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6.4 Distribucion de tropomiosina y fimbrina en la region basal de la hifa

Posterior a la acumulacién de RFP-TPM-1 en el apice, continla una
zona de exclusion de 31.8 £ 11.3 uym donde no se detecto fluorescencia. Detras
de la zona de exclusién la dRFP-TPM-1 se distribuye en cables y parches (Fig.
11 a). Los cables son gruesos y recorren la hifa longitudinalmente, intercalados
con éstos se observan parches (Fig. 11 a). Tanto los cables como los parches
parecen moverse con el flujo del citoplasma. En la region lll, también se
observé fluorescencia rodeando algunos nucleos (Fig. 12), esta distribucion
perinuclear de tropomiosina es transitoria, y no todos los nucleos se

observaron rodeados al mismo tiempo.

La distribucién de parches de fimbrina de la regién basal se exploro
inicialmente por medio de microscopia confocal, donde se observaron parches
dispersos en los bordes de la hifa (Fig. 13 a). Gracias a la microscopia de TIRF
(Fig. 13 b, Video 6) se logré determinar que los parches son mas abundantes

en la corteza de lo que se observa por microscopia confocal.
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Figura 11. Distribucion de dRFP-TPM-1 en la regién basal de una hifa. (a)
Imagen confocal y (b) contraste de fases. La cabeza de flecha indica un regién
rica en parches. La flecha sefiala una zona con cables. Escala = 10 ym.

Figura 12. Imagenes confocales de nucleos rodeados por dRFP-TPM-1 en la
region basal de una hifa dRFP-TPM-1. Escala = 5 pm.
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Figura 13. Comparacion de la distribucion de la fluorescencia de FIM-sGFP por
(a) microscopia confocal y (b) TIRFM. Escala =5 pm.
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6.5 Movilidad de parches de fimbrina

Se analizé el movimiento de los parches de fimbrina mediante series de
tiempo de TIRFM y se identificaron tres tipos: (i) estaticos, (ii) de movilidad
limitada y (iii) altamente moviles. Cada parche se movia de forma
independiente. En el subapice de la hifa la mayoria de los parches tienen
movilidad limitada. Se mueven a distancias cortas, perpendiculares a la pared
de la hifa, aunque también se encuentran parches estaticos y algunos que se
mueven linealmente paralelos a la hifa. En la region basal los parches son en
su mayoria estaticos, sin embargo hay algunos altamente moviles, que se
mueven en forma de saltos, paralelos al eje de la hifa, tanto de forma
anterégrada (hacia el apice de la hifa), como retrograda (alejandose del apice
de la hifa) (Fig. 14, Video 6). Se observd que un solo parche puede moverse
rapidamente, detener su movimiento y reanudarlo, o después de detenerse
mantenerse estatico. Se observaron parches que se movian inicialmente hacia
el apice, y después de detenerse reanudaban su movimiento pero en sentido
contrario. Los parches moéviles del subapice celular pasan debajo de los

parches estaticos o de movilidad limitada.
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Figura 14. Movimiento de parches marcados con FIM-sGFP. Imagenes de
TIRF. Las flechas verdes siguen un parche que se mueve de forma
anterégrada. Las flechas rojas sefialan un parche que se mueve
retrogradamente.
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6.6 Distribucion de tropomiosina y fimbrina durante la formacién de
septos

Antes de la formacion del septo, la tropomiosina se acumula en el borde
de la hifa donde ocurrird la septacién (Fig. 15 a). La acumulaciéon forma un
anillo contractil que se aleja de la periferia y viaja hacia el centro de la hifa (Fig.
15 a-f). La fluorescencia se observa aproximadamente 5 minutos antes de que
la invaginaciéon de la membrana sea observada por contraste de fases (Fig. 15

j). Una vez que el septo esta formado la sefial fluorescente desaparece.

Figura 15. Formacion del septo marcado con dRFP-TPM-1. (a-f) imagenes
confocales y (g-I) imagenes por contraste de fases. Las cabezas de flecha
sefialan la agregacion de dRFP-TPM-1. Las flechas sefialan la formacion de un
septo. Escala = 10 pm.
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En el caso de la fimbrina, parches fluorescentes se acumulan en el
borde de la célula donde el septo se formara (Fig. 17 a, Video 4). Los parches
de fimbrina forman un par de anillos que flanquean a la membrana
citoplasmatica que se invagina durante la formacién del septo (Fig. 17, Video
5). La aparicion de las acumulaciones de fimbrina ocurre algunos segundos
antes de que los septos puedan ser detectados por contraste de fases (Fig. 17

b) y desaparecen al estar totalmente formado (Figs. 17 fy q).

6.7 Efecto de la despolimerizacion de los filamentos de actina

El efecto de la despolimerizacién del citoesqueleto de actina con
citocalasina A (1 pug ml™) se evalué en las cepas FIM-sGFP y dRFP-TPM-1. La
forma de la hifa y el patron de ramificacién se alteraron por completo. Se
incrementd el nimero de ramificaciones y en su mayoria eran apicales.

Los patrones de fluorescencia de FIM-sGFP y dRFP-TPM-1 descritos se
modificaron. En hifas que expresaban dRFP-TPM-1 no se detecté acumulacion
de fluorescencia apical. Los cables gruesos de la regién basal se afectaron y
se perdieron casi por completo. En su lugar se observaron filamentos de menor
grosor y longitud, ademas de acumulaciones difusas a lo largo de toda la hifa

(Fig. 18 a).
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Figura 16. Localizacién de parches de fimbrina durante la formacién de un
septo. Imagenes confocales (a-f) ABD2-sGFP, (g-l) membranas tefiidas con
FM4-64, (m-q) composicion de imagenes en el canal verde y rojo y (r-w)
imagenes de contraste de fases. La flecha indica la agregacion inicial de
fimbrina en la pared de la hifa. La cabeza de flecha blanca sefiala la formacion
del septo. Las cabezas de flecha negra sefiala el septo cuando empieza a ser
visible. Escala = 5 pm.
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En las hifas que expresaban FIM-sGFP tratadas con CA se perdieron los
parches del anillo subapical, asi como los de la regién basal. En su lugar se
detecté fluorescencia formando el mismo tipo de acumulaciones difusas que

para el caso de la cepa con dRFP-TPM-1 (Fig. 18 b).

Figura 17. Reconstruccién tridimensional de un septo. Suma de imagenes
confocales de (a) ABD2-sGFP, (b) membranas tefiidas con FM4-64 y (c)
composicion de (a) y (b). Se muestra la superposiciéon de XX de rebanadas
focales de 0.9 pm de grosor. Escala = 5 ym.
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Figura 18. Efecto de la despolimerizacion del citoesqueleto de actina en la
distribucién de tropomiosina y fimbrina. (a) dRFP-TPM-1 y (b) FIM-sGFP.
Escala =10 um

6.8 Distribucion de tropomiosina y fimbrina en germinulas

Durante la formacién del tubo germinal en conidias con dRFP-TPM-1, se
forman cables gruesos, paralelos a la germinula (Fig. 19). Estos son menos
abundantes que los observados en hifas maduras. La acumulaciéon apical de

tropomiosina y el Spk no se observaron en ninguna germinula.

Figura 19. Reconstruccién bidimensional de una germinula dRFP-TPM-1.
Escala = 5 um.

En las etapas tempranas de la germinacion de conidias, la fimbrina se
acumuloé formando parches donde el tubo germinal se formé. Una vez formado,

los parches se agrupan en forma de anillo subapical, de la misma manera que
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en hifas maduras. En la region basal de la germinula se observan parches, en
menor cantidad que en el apice. Estos parches se acumulan en el polo opuesto

al tubo germinal.

Figura 20. Distribucion de parches de ABD2-sGFP en germinulas. Escala = 5
pm.

Figura 21. Reconstruccion tridimensional de una germinula ABD2-sGFP.
Membranas tefiidas con FM 4-64. Escala = 5 uym.
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7. Discusion

Visualizacion de actina in vivo

El citoesqueleto de actina en hongos se ha estudiado a través de
diferentes técnicas de microscopia de fluorescencia en células fijadas e in
vivo a través del marcaje molecular con proteinas fluorescentes de la propia
actina y de las proteinas de unién a actina (Barja et al., 1991; Kost et al.,
1998; Heath et al., 2000; Wang et al. 2004; Li et al., 2006; Taheri-Talesh et
al., 2008; Upadhyay y Shaw, 2008). Este estudio es el primer reporte de la
dinamica de actina in vivo en el hongo filamentoso N. crassa a través de la
fusion de ABPs como tropomiosina y fimbrina a proteinas fluorescentes

El marcaje de fimbrina se realizd uniendo la sGFP a la proteina
completa y a las fracciones de uniébn a actina ABD1 y ABD2. El
entrelazamiento de microfilamentos ocurre cuando una molécula de
fimbrina posee sus dos sitios de unién a actina, por lo que el uso de la
fusion ABD2-sGFP supone una ventaja sobre la FIM-sGFP, ya que se
pierde la funcion de la proteina completa y solo se consigue la decoracion
de los filamentos de actina sin afectarla. Las fusiones FIM-sGFP y ABD2-
sGFP hacen visibles la poblacion de actina que se asocia a fimbrina. No es
necesario realizar el rescate de un genotipo mutante del gen de fimbrina
con la construccion ABD2-sGFP porque no se sobrexpresa una proteina

funcional, es tan solo como se mencioné anteriormente una decoraciéon de
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F-actina. Esta estrategia fue utilizada previamente en rizomas de A.
thaliana, con la que se mostraron diferencias en la eficiencia de marcaje y
los patrones de fluorescencia utilizando las construcciones AtFim1-GFP,
ABD1-GFP, ABD2-GFP, BD1/2-GFP (Wang et al., 2004). Similar a estos
resultados fue la construccion realizada con el dominio 1 de unién a actina
(ABD1) de N. crassa, con la que no se observé expresion de la
fluorescencia, sin embargo, las construcciones FIM-sGFP y ABD2-sGFP

mostraron un mismo patron y dinamica.

Hay dos poblaciones de actina

En N. crassa existen al menos dos poblaciones de actina: una asociada
a fimbrina que forma parches corticales a lo largo de toda la célula, y que se
agrupan formando un anillo en la regién subapical adyacente al Spk y otra
asociada a tropomiosina, que forma un parche que colocaliza con el Spk,
ademas de cables gruesos y parches en la regiéon basal, como se muestra
en el modelo (Fig. 22). Se puede destacar que hay una poblacion de actina
asociada a fimbrina y otra que esta exclusivamente asociada a
tropomiosina. En estudios previos se han mostrado también discrepancias
al tratar de inmunolocalizar a la actina con diferentes anticuerpos. Un
ejemplo en N. crassa es la observacion de actina formando placas
subapicales, ademas de colocalizar con el Spk (Heath et al., 2000),

mientras que en otros intentos so6lo ha sido visible la actina asociada al Spk
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(Virag y Griffiths, 2004). La utilizacién de inmunomarcaje no logra
diferenciar entre distintas poblaciones de actina y tampoco tifie toda la
actina presente en la célula. Sin embargo, el marcaje de moléculas de
actina con proteinas fluorescentes no permite visualizar los parches y los
cables simultaneamente (Taheri-Talesh et al., 2008; Upadhyay y Shaw,
2008). La utilizacion de fimbrina y tropomiosina como marcadores indirectos
del citoesqueleto de actina permite la observacion indirecta de las
poblaciones de actina por separado, lo que permitira en el futuro realizar
estudios sobre las diferencias en la funcion de cada poblaciéon y de los

grupos de proteinas a las que estan asociadas.

Tropomiosina en el Spk

En el Spk de N. crassa, la actina esta asociada a tropomiosina pero no a
fimbrina. Esto es similar a la distribucién reportada en A. nidulans, donde
por medio de una fusién a GFP de la tropomiosina se localizé en el Spk de
hifas maduras (Li et al., 2006; Taheri-Talesh et al., 2008). La presencia de
actina en el Spk de N. crassa ya habia sido reportada con anterioridad
(Barja et al., 1991; Heath et al., 2000; Virag y Griffiths, 2004), sin embargo
esta es la primera vez que se determina su asociacion a una proteina de
unién. Lo anterior sugiere que al estar asociada a tropomiosina, la actina

presente en el Spk debe tener una funciéon de transporte activo ya que es
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esta proteina la que regula la relacion entre actina y miosina (Tabla V)
(Lodish et al., 2004; Gunning, 2008).

Se puede pensar que la tropomiosina es un indicador de que la actina
localizada en la regién apical es la responsable del transporte de vesiculas
del Spk a la membrana plasmatica como se habia propuesto anteriormente

(Bartnicki-Garcia, 2002).

Tropomiosina en cables

La tropomiosina también se asocia a cables gruesos y parches en la
region basal tanto de hifas como de germinulas de N. crassa, lo que no
habia sido descrito hasta ahora. En A. nidulans también se detectaron
filamentos de tropomiosina, aunque de menor grosor y situados en el
subapice. Los filamentos de A. nidulans parecen estar unidos al Spk, y van
desapareciendo al alejarse de éste (Taheri-Talesh et al., 2008).

La descripcion que se presenta para A. nidulans difiere del patrén que
aqui se reporta. En este estudio se observdé una zona de exclusion de
fluorescencia detras del Spk, y en ninglin momento se vieron filamentos o
cables asociados a él. Los cables de tropomiosina comienzan a ~ 30 um del
apice. En los trabajos anteriores con anticuerpos anti-actina no se
reportaron cables ni filamentos en la que reportan la localizacién de actina

de N. crassa observaron cables ni filamentos en la regién basal de la hifa,
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Unicamente en las regiones apical y subapical (Barja et al., 1991; Heath et

al., 2000; Virag y Griffiths, 2004)

Parches de fimbrina

La distribucion de fimbrina que se observé en hifas de N. crassa fue en
forma de parches muy cercanos a la corteza celular, formando un denso
anillo rodeando el subapice. Los parches subapicales tienen una gran
semejanza a las placas de actina observadas por medio de
inmunofluorescencia en los subapices de N. crassa y de M. rouxii (Hasek y
Bartnicki-Garcia, 1994; Heath et al., 2000).

Con TIRFM se hizo evidente que la densidad de parches corticales en la
region basal era mayor que lo que se podia visualizar por microscopia
confocal. Los patrones de fluorescencia de la fimbrina etiquetada que se
observaron en N. crassa son muy similares a los observados en los
subapices de hifas maduras y germinulas de A. nidulans con las fusiones
FimA::GFP y Act::GFP, aunque en N. crassa los parches basales son mas
abundantes que lo reportado en A. nidulans (Upadhyay y Shaw, 2008).

La primera descripcion de parches corticales de actina se realizd en S.
cerevisiae donde se tifid actina por medio de rodamina-faloidina (Adams vy
Pringle, 1984). En este mismo organismo el marcaje con GFP de Sac6p
(homologo de fimbrina) revela parches corticales que colocalizan con FM4-

64 (Huckaba et al., 2004), lo que indica que la fimbrina de levaduras es un
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componente de la maquinaria endocitica, como se habia propuesto
anteriormente (Kubler y Riezman, 1993; Geli y Riezman, 1998).
En base a los resultados mostrados se propone el siguiente modelo de

distribucion de proteinas de unién a actina.

@D Spitzenkérper

Acumulacion de tropomiosina »
i P @ nicleo
»=== Cable de tropomiosina

@ Parche de fimbrina

%)

S,

Membrana plasmatica
Ntcleo asociado a

oamssemte—gyy,
tropomiosina Pared celular

Figura 22. Distribucién de proteinas de unién a actina

Movilidad de los parches

Para complementar las observaciones del comportamiento de los
parches de fimbrina en la corteza celular, se utilizé6 una novedosa técnica de

microscopia (TIRF), que permite observar hasta los primeros 200 nm de la
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célula. Ademas de ésta, la TIRFM tiene otras ventajas, como la alta
resolucion temporal y el bajo fotoblanqueamiento de las muestras. Este es
el primer reporte sobre el comportamiento de los parches corticales de
actina utilizando esta técnica, y el segundo en hongos filamentosos (Uchida
et al., 2008). Esta técnica ademas permitié determinar que los parches de
fimbrina no son estructuras estaticas sino que exhiben distintos tipos de
movimiento, asociados a la regién de la hifa donde se encuentran. La
movilidad de los parches es variable; algunos son altamente modviles,
viajando largas distancias paralelos a la hifa, tanto de forma anterégrada
(hacia el apice), como retrograda (alejandose del apice). Los parches
rapidos ocasionalmente forman cometas que parecen decorar
temporalmente las vias sobre las que se mueven. En el subapice celular,
donde se acumulan principalmente tienen movilidad limitada, lo que
contrasta con los parches de la region basal, que son menos abundantes

pero mas moviles.

Funcioén de la fimbrina

La posicibn que ocupan los parches de actina-fimbrina y su alta
concentracion en el subapice sugieren que la fimbrina, pero no la
tropomiosina, juega un papel en la endocitosis (Tabla V). Lo anterior se
apoya también en las observaciones de hifas tratadas con CA, donde los

parches corticales desaparecieron y el marcador endocitico FM4-64 dej6 de
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ser internalizado. Esta hipétesis se sustenta también en trabajos realizados
en S. cerevisiae y en A. nidulans, donde por medio de mutaciones del gen
de fimbrina la endocitosis se vio afectada hasta en 70 % para el caso de S.
cerevisiae, mientras que la mutacion de tropomiosina provocé efectos en la
distribucion del citoesqueleto de actina pero no afecté la endocitosis (Kiibler
y Riezman, 1993; Riezman et al, 1996; Geli y Riezman, 1998; Upadhyay y

Shaw, 2008).

Efecto de la despolimerizacion de actina

El tratamiento con CA demuestra claramente que ambas proteinas estan
asociadas a actina, ya que en ambos casos el patrén de fluorescencia se
desorganizé. Lo observado en N. crassa difiere de lo reportado en A.
nidulans el tratamiento con CA provoca también puntas hinchadas, aunque
la distribucion de la fluorescencia se mantiene localizada en el apice de las

hifas (Torralba et al., 1998).

ABPs en los septos

La presencia de tropomiosina en los sitios de septacion de N. crassa
indica que esta presente un anillo contractil de actomiosina, de la misma
manera que se ha visto en practicamente todas las células animales y
fungicas (Bi et al., 1998, Moseley y Goodman, 2006). Este anillo contractil
en células animales, vegetales y levaduras produce dos celulas

completamente separadas, mientras que en hongos filamentosos Ia
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citocinesis no es completa, sino que resulta en la compartamentalizacion de
la hifa.

Durante la formacién del septo la tropomiosina funcionaria regulando la
union de vesiculas que aportan enzimas de construccién de pared celular.
Suponiendo que la funcién de la fimbrina esta exclusivamente asociada a la
endocitosis, los parches que flanquean la membrana del septo podrian

regular el reciclaje de membrana plasmatica a ambos (Ver modelo, Fig. 22).

Actina asociada a nucleos

En N. crassa la asociacién de tropomiosina a algunos nucleos sugiere
que podria ocurrir transporte de mRNA desde el nlcleo hasta el apice de la
hifa. La mitosis de los nucleos de N. crassa es asincronica (Gladfelter,
2006), por lo que su asociacién a tropomiosina indicaria una fase del nucleo

de produccién de mRNA, o una fase de la mitosis.

Tabla V. Resumen de resultados.

Tropomiosina Fimbrina
Estructura Cables gruesos y parches Parches corticales
que forma subapicales
Localizacién Regién I: Spk Regidn I: no esta presente
en la hifa Regién II: Nucleos Regioén II: anillo subapical
Regién lll: cables, parches y Regidn lll: parches corticales
nucleos. moéviles
Septos: formando un anillo Septos: dos anillos flanqueantes
contractil
Funcién Transporte de vesiculas y Endocitosis
propuesta exocitosis
Parte del sistema contractil de
actomiosina
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8. Conclusiones

La utilizacién de proteinas truncadas que conservan los sitios de
unién a actina revelan el mismo patron que la proteina completa. El
anclaje de los dos dominios de unién a actina de fimbrina son
independientes entre si. Se puede unir uno sin necesidad de la
presencia del otro.

En N. crassa existen al menos dos poblaciones de actina, una
asociada a fimbrina formando un anillo de parches en la region
subapical adyacente al Spk y la otra asociada a tropomiosina,
formando un parche colocalizado con el Spk, cables gruesos y
parches en la region basal.

Ambas poblaciones de actina estan involucradas en la formacion de
los septos. La asociada a tropomiosina como parte del anillo
contractil y la asociada a fimbrina como un doble anillo que flanquea
la membrana del septo.

Los parches de fimbrina/actina son altamente moviles y se mueven
de forma independiente entre ellos, mientras que los parches de
tropomiosina son estaticos.

La citocalasina A afecta a ambas poblaciones de actina.
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10. Apéndice I: medios de cultivo

Sales de Vogel 50 x (1 L)

En 750 ml de agua destilada, agregar en orden y mezclar en a temperatura

ambiente:

Na, citrato, 5 %2 H,0O 150 g
KH,PO4 anhidrido 250 g
NH4NO3, anhidrido 100 g
MgSO4 7H,0 1049
CaCl,, 2H,0 59
Solucién de elementos traza 5 ml
Solucién de biotina 2.5 ml

Agregar 2 ml de cloroformo como preservativo
Almacenar a4 °C.

Medio Completo de Vogel-agar 1.5 % (1 L)

Sales de Vogel 50 X 20 ml

Sacarosa 20 g
Agar 189
Extracto de levadura 0.5g
Caseina 05¢
Agua destilada Aforara 1L

Esterilizar por autoclave

Medio Completo de Vogel liguido (1 L)

Sales de Vogel 50 X 20 ml

Sacarosa 209
Extracto de levadura 0.5g
Caseina 059
Agua destilada Aforara 1L

Esterilizar por autoclave

Medio Minimo de Vogel-Agar 1.5 %(1 L)

Sales de Vogel 50 X 20 ml
Sacarosa 159
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Agar 199
Agua destilada Aforara 1L
Esterilizar por autoclave

Medio Minimo de Vogel liquido (1 L)

Sales de Vogel 50 X 20 ml
Sacarosa 159

Agua destilada Aforara 1L
Esterilizar por autoclave

Medio agar agua (1 L)

Sales de Vogel 50 X 20 ml

Agar 159

Agua destilada Aforara 1L
Esterilizar por autoclave

Medio Sintético de Cruzas (1 L)

KNO3 0.50¢g
KoHPO4 0.35¢
MgS04.7H,0 0.25¢
NaCl 0.05¢g
Elementos traza 50 pl
Biotina 50 pl
Agar 109

Agua destilada Aforar a 500 ml
Esterilizar por autoclave

Solucién de elementos traza (100 ml)

En 95 ml de agua destilada disolver con agitador magnético sucesivamente las

siguientes soluciones:

ZnSO4 - 7 H,0 59
Acido citrico- 1H20 5
Fe(NH4)2(SO4)2-6 H20 19
CuSO4 -6 H20 0.25¢g
MnSO4 - 1 H20 0.05¢g
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H3BO3 anhidrido 0.05¢
N32M004 -2 H20 0.05 g

Al volumen final de aproximadamente 100 ml, agregar 1 ml de cloroformo como

preservativo. Se almacena a temperatura ambiente.

L-histidina (25 mg mI™"

L-histidina 125 g
Agua destilada 50 ml
Esterilizar por filtracion (0.25 pg)

Soluciéon FIGS 10 x (1 L)

Sorbosa 200g
Fructosa 59
Glucosa 59
Inositol 29

Agua destilada Aforara 1L
Esterilizar por filtracion (0.22 pym)

Medio FIGS-Agar 1 % (1 L)

Sales de Vogel 50X 20 ml

Agar 1049

Agua destilada 880 ml

Solucién FIGS 10 X 100 ml después de esterilizar

Medio de regeneracion (1 L)

Sales de Vogel 50 X 6 ml

Sorbitol 546 ¢
Extracto de levadura 69
H2O destilada 252 ml

Solucion de FIGS 10 X 30 ml después de esterilizar

Medio LB-Agar 1.5 % (1 L)

Bacto-triptona 109
Extracto de levadura 15¢g
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NaCl 1049

Agar 209

Agua destilada Aforara 1L
Esterilizar por autoclave

Medio LB liquido (1 L)

Bacto-triptona 109
Extracto de levadura 15¢g
NaCl 109
Agua destilada Aforara 1L

Esterilizar por autoclave
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