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Abstract

y-tubulin is known as the major microtubule (Mt) nucleator. This
protein is associated with the gamma ring proteins (GRIPs) forming a cap in
the Mts minus end. In fungal cells, y-tubulin has been shown associated to
the spindle pole bodies (SPB), nevertheless in Allomyces macrogynus this
protein was found accumulated also in the Spitzenkdrper (Spk). In order to
determine the localization of y-tubulin, the protein was tagged with the green
fluorescent protein (GFP). By laser scanning confocal microscopy (LSCM)
we observed that y-tubulin is mainly accumulated in the spindle pole bodies.
Almost all nuclei showed one SPB, although in basal regions, were nuclei
under go to mitosis some of them exhibited two bright fluorescent spots.
Free y-tubulin was also observed in the cytoplasm. The y-tubulin is
associated to the nuclear SPB and contrary to our expectation we found that
y-tubulin is not localized in the Spk in N. crassa, as has been described in
Allomyces macrogynus Spk.

Key words: Neurospora crassa, Allomyces macrogynus, y-tubulina,
microtubule, spindle pole bodies, Spitzenk&rper.
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Intfroduccion

Las células de los hongos filamentosos son llamadas hifas, gue
tienen forma tubular porque su crecimiento es polarizado. El principal punto
de crecimiento se encuentra en el apice de las hifas y ocurre por la
secrecion de materiales como enzimas, precursores de membrana y pared
celular (Bartnicki-Garcia y Lippman, 1969: Trinci, 1978; Harold, 1990, 1997:
Riquelme et al., 2000; Bartnicki-Garcfa, 2002). En hongos deuteromicetos,
basidiomicetos y ascomicetos el crecirmiento apical esta asociado a un
cuerpo apical o Spitzenkérper (Spk) que parece ser el director del
crecimiento polarizado (Girbardt, 1979; Bartnicki-Garcia y Lippman, 1969;
Grove y Bracker, 1970; Howard y Aist, 1977; Trinci, 1978; Howard, 1981;
Harold, 1990, 1997; Riguelme et al., 2000; Bartnicki-Garcia, 2002). Se ha
establecido que el transporte de materiales hacia el Spk esta regulado por
el citoesqueleto celular (Heath et al., 1982; Heath y Kaminskyi, 1989;
Bartnicki-Garcia, 2002).

Las células contienen en su interior una red de macromoléculas muy
importante que permite coordinar los movimientos en su interior; desde |a
organizacion citoplasmatica hasta el crecimiento celular (Barja et al., 1992;
McDaniel y Roberson, 2000: Riguelme et al., 2002). Los microtibulos (Mts)
y los microfilamentos de actina (AF} son los elementos mas importantes del
citoesqueleto, aunque se ha encontrado un tercer tipo que son los
filamentos intermedios (IF) de los que se desconoce su importancia

(Geitmann y Emons, 2000).




Los Mts son considerados como los principales responsables del
transporte de vesiculas secretoras al Spk a largas distancias, mientras que
los filamentos de actina estan involucrados principaimente en el transporte a
cortas distancias del Spk a la membrana, asi como en el mantenimiento y
control de la organizacion y dinamica de las vesiculas dentro de este
(Howard y Aist, 1977, 1980, Howard, 1981; Gooday, 1983; McDaniel y
Roberson, 1998; Roberson y Fuller, 1988; Gow, 1989; Hasek y Bartnicki-
Garcia, 1994; Harris et al., 2005; Mourifio-Pérez et al., 2006). Los Mts se
presentan en cantidad variable a lo largo de las hifas e intervienen en el
posicionamiento de diversos organelos asi como en la regulacion de los
movimientos intracelulares (Howard y Aist, 1977, Howard y Aist, 1980;
Roberson y Vargas, 1994).

En hongos, los Mts son organizados por los cuerpos polares de los
nucleos (SPB- por sus siglas en ingiés Spindle Pole Body), dichas
estructuras han sido ampliamente descritas como Centros Organizadores
de Microtibulos (MTOCs- por sué siglas en inglés Microtubule
Oraganization Centers) (Oakley y Oakley, 1989). La vy-tubulina es el
componente principal de los MTOCs sin embargo existe la posibilidad de
que su localizacién no sea exclusivamente en los SPBs tal como lo
demostraron McDaniel y Roberson (1988} cuando localizaron y-tubulina en
el apice de las células de Allomyces macrogynus (Emers y Willson, 1954).
Esta locafizacion de los MTOCs en los hongos filamentosos resulta logica
debido a que debe existir un regulador de la orientacién y dinamica del

citoesqueleto microtubular en el dpice con la finalidad de dirigir las vesiculas



secretoras hacia el Spk. En base a esto, nos preguntamos si existen
MTOCs extranucleares en Neurospora crassa, y si el Spk puede cumpiir con
esa funcién.

Por lo anterior se realizé un estudio para marcar molecularmente a la
y-tubulina con la proteina verde fluorescente y describir su localizacién en
germinulas e hifas maduras de N. crassa.

Se eligié al hongo filamentoso N. crassa como organismo modelo
porque es haploide, lo que favorece su utilizacion en el campo de la
genética, al poseer solo un gen para cada proteina (Beadle y Tatum, 1941).
Ademas este hongo tiene una tasa de crecimiento rapida, alrededor de 10
cm por dia (Griffiths, A. J. F. y McCluster, K., 2007), sus requerimientos
nutricionales son pocos, es facil de manipular y su genoma ha sido

totalmente secuenciado (Galagan et al., 2003).



Antecedentes

Citoesqueleto

El citoesqueleto es la red de macromoléculas mas importante de las
células eucariotas ya que permite ifevar a cabo una gran cantidad de
movimientos coordinados y dirigidos, entre los cuales puede mencionarse el
crecimiento y desarrollo de células de hongos. Ademas, se considera la
plataforma que mantiene la organizacion citoplasmica asi como el control
del movimiento y el posicionamiento de los organelos (Barja et al., 1992;
McDaniel y Roberson, 2000; Riquelme et al., 2002).

Los elementos mas importantes del citoesqueleto son los Mts vy los
flamentos de actina los cuales tienen una funcién fundamental en los
hongos durante el crecimiento celular y la diferenciacion de las hifas

(Getmann y Emmons, 2000).

Microtiabulos

Los Mts son polimeros cilindricos polares de 25 nm de diametro, con
5 nm de grueso aproximadamente. Se encuentran regularmente paralelos al
eje longitudinal de las células, pero perpendiculares a las mitocondrias
(Derksen y Emons, 1990; Roberson y Vargas, 1994, Caudron et al., 2002,
Mourifio-Pérez et al., 2006).

Los Mts estan integrados por monomeros de o- y B-tubulina

ensamblados alternadamente. Cada mondmero contienen tres dominios




principales; el dominio de unién a GTP en la region N-terminal de la
proteina, el dominio de unién a taxol en una regién intermedia y el dominio
de union a proteinas motoras en la regién C-terminal (Nogales et al., 1998).
Los mondmeros interactdan longitudinalmente por la regién N-terminal de la
a-tubulina, formando un cilindro de 9 a 16 polimeros lineales llamados
protofilamentos (Figura 1) (Haimo, 1997; Erickson, 2000). Los Mts tiene una
terminal positiva donde la polimerizacién es mas activa, y una negativa,
desde donde se inicia (Oakley y Morris; 1980; Oakley y Rinehart, 1985;
Derksen y Emons, 1990; Thompson-Coffe y Zicker, 1992; Steinberg y
Schiliwa, 1993; Haimo, 1997; Lowry et al., 1998; Lodish et al., 2001;

Bartnicki-Garcia, 2002; Caudron et al., 2002).

Subunidades

~
an

8 nm

M

24 nm

Figura 1. Conformacién del microtubulo. El microtibulo es una estructura
tubular con 24 nm de diametro, compuesta por 9-16 protofilamentos,
formados de heterodimeros de o y B-tubulina (Adaptado de Lodish, 2001).



En los hongos, poseen varias funciones entre las gue se encuentran:
el movimiento y distribucién de los organelos hacia la terminal positiva o
negativa, endocitosis y exocitosis, movimientos celulares, posicionamiento
nuclear y direccién y estabilidad del Spk (Oakley y Morris, 1980; Derksen y
Emons, 1980; Haimo, 1997; Lowry et al., 1998; Bartnicki-Garcia, 2002;
Riquelme et al., 2003).

En el interior de las celulas existe un gran nivel de organizacién en el
movimiento de diversos organelos. La mayor parte de este ordenamiento es
debido a la organizacién de los Mts que usualmente provienen de los SPBs
y se relnen en arregios durante la interfase o en los usos acromaticos
durante la mitosis. Los arreglos microtubulares son los encargados de la
organizacion de los organeios incluyendo, el aparato de Golgi, el reticulo
endoplasmico, los endosomas, los peroxisomas y los cromosomas, entre

otros (Radinov y Borisy, 1997).

Polimerizacion de los microtibulos

La polimerizacién de los Mts sucede en dos fases: nucleacion y
elongacion. La nucleacion de los Mts es la formacion de novo a partir de
subunidades de - y B- fubulina. /n vivo la nucleacién de los Mts es iniciada
en sitios definidos como: centrosomas, cuerpos basales, SPBs y el
cinetocoro dependiendo del tipo de célula que se trate (Kimble y Kuriyama,
1992; Pereira y Schuehek, 1997; Erickson, 2000; Moritiz y Agard, 2001).

Se han propuesto dos modelos para la nucleacién de los Mts: el

modelo del moide donde el complejo de y-tubulina provee la forma tubutar



en el polo negativo de los Mts uniendo alrededor de 13 protofilamentos
alternando a- y B- tubulina longitudinalmente; mientras que en el modelo de
protofilamento, la y-tubulina provee un segmento corto de protofilamento al
que se le unen dimeros de a- y B- tubulina hasta formar el cilindro (Figura 2)
(Erickson, 2000, Keating y Borisy, 2000; Moritiz y Agard, 2001; Caudron et
al, 2002).

La elongacién es la polimerizacion de los Mts en el polo positivo dado

por la unién de dimeros de o~ y B- tubulina.

Figura 2. Mecanismos propuestos para la nucleacién de los Mts. (a) El
modelo del templete propone que las moléculas de y-tubulina estan
asociadas lateralmente formando un complejo en forma de anillo (y-TuRC),
y los heterodimeros de o/B-tubulina se unen longitudinalmente a este
complejo para iniciar la polimerizacién de los Mts. (b) En el modelo del
protofilamento los heterodimeros de o/B-tubulina se unen lateral y
longitudinalmente al y-TURC hasta polimerizar el microtdbulo. (Imagen
adaptada de Raynaud-Messina y Merdes, 2007).




Los Mts requieren sitios especificos donde nuciearse que se
encargan del arreglo temporal y espacial de los mismos (Brinkley, 1985;
Mazia, 1987, Kimble y Kuriyama, 1992; Pereira y Shiebel, 1997; Erickson,
2000; Moritiz y Agard; 2001). Estos sitios se conocen como MTOCs, que
controlan el crecimiento, la posicidon y la estabilidad de los Mts (Pickett-
Heaps, 1969; Derksen y Emons, 1990; Haimo, 1997). En células vegetales
los MTOCs se encuentran asociados a la membrana nuclear, membrana
plasmatica y a ciertas vesiculas (Wick, 1985). En la mayoria de los hongos
los MTOCs se encuentran en ios SPBs que son analogos a los centrosomas
en células animales (Heath, 1981). Aunque estructural y quimicamente los
SPBs y los centriolos no tienen mucha similitud, ambos cumplen con la
misma funcién en la organizacion de los Mts durante la interfase y la
mitosis.

Existen evidencias que muestran que los MTOCs requieren de una
unidad fundamental constituida por la y-tubuiina (Oakley y Oakley, 1989;
Oakley et al., 1990; Horio et al.,, 1991; Zheng et al., 1991; Raff et al., 1993;
Liu et al., 1994; Lépez et al., 1995, Sobel y Snyder, 1995, Zheng et al.,

1995; Marschall et al., 1996).

y<tubulina
La y-tubulina se descubrié en 1989 por C. E. Oakley y Berl R. Qakley
en Aspergillus nidulans localizada en los SPBs (Oakley et al., 1990),

pertenece a la super-familia de las tubulinas conservando un 33.3 % de




identidad con la B-tubulina y entre el 28.9 — 31.7 % de identidad con la o-
tubulina, siendo los sitios de unién a GTP los mas conservados entre las
tubulinas (Oakley y B. Oakley, 1989). La y-tubulina es una proteina
altamente conservada en células eucariotas (B. Oakley et al., 1990; Horio et
al., 1991; Stearns et al., 1991). Por ejemplo la secuencia de aminoacidos
de la y-tubulina de A. nidulans y de humanos comparten un 67.4% de
identidad (Zheng et al., 1991), la de humanos y Xenopus levais un 98% de
identidad (Oakley, B., 1992). El grado de identidad de la proteinaes
consistente con la relacion filogenético de los organismos (Figura 3).
Aspergillus nidulans

Neurospora crassa
Schizosaccharomyces pombe
Ustilago vinlacea
Euplotes Octocarinatus 1
Euplotes Octocarinatus 2
o Euplotes aediculatus
Euplotes crassus 2

Euplotes crissus |
Homo sapiens i
L] Xenopus laevis E

— Drosophila melanogaster
Drosophila melanogaster 2
L Arabidopsis thaliana 1
E Arabidopsis thaliana 2
Zea mays
g —— Anemia phyliitidis

Galdieria sulphuraria

r Chlamydomonas reinhardii
Trypanosom brucei

Reticulomyxa filosa

Plasmoditm falciparum
Caenorhabditis elegans

Saccharomyces cerevisiae

Figura 3. Comparacion de las secuencias de la y-tubulina de organismos
eucariotas representativos de diferentes reinos. Imagen tomada de Oakley
y Akkari, 1999,




La y-tubulina no forma parte del filamento del Mt, pero es un
componente importante para la formacion y la dindmica del mismo. Se
encuentra localizada en la region negativa del Mt confiriéndole una mayor
estabilidad. Es esencial para que ocurra ia formacion de novo de los Mts, ia
cual inicia en el extremo negativo del Mt. Constituye el nlcleo de la
polimerizacion de los mismos.

En las células eucariotas la y-tubulina se encuentra asociada a otras
proteinas formando dos complejos que constituyen el nlcleo de los Mts
durante la polimerizacién de los mismos: el complejo pequefio de y-tubulina
(y-TuSC), que esta formado de dos subunidades de y-tubulina; y el complejo
grande en anillo de y-tubulina (y-TURC) formado de 12 a 14 subunidades de
y-tubulina unidas a las proteinas del anillo de y-tubulina (grips- por sus siglas
en inglés gamma-ring proteins), también llamadas proteinas del complejo de
la y-tubulina (GCPs- por sus siglas en inglés Gamma Complex proteins)
ensambladas en espiral con un didmetro de 25 nm aproximadamente

(Figura 4) (Zheng et al., 1995; Erickson, 2000).
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7-TuRC

y-TusSC

GCP2 GCP3

\/

GCPs 4, 5,6
GCP-WD/NEDD1

Figura 4. Representacion esquematica del complejo pequefio de la y-
tubulina (y-TuSC) y el complejo en anillo de la y-tubulina (y-TuRC). El y-
TuSC esta formado por dos moléculas de y-tubulina, asociadas con una
molécula GCP2 y una GCP3 (Proteinas del Complejo de la y-tubulina). EI y-
TuRC esté conformado por multiples copias de la y-tubulina asociada a las
GCP2, GCP3, GCP4, GCP5 y GCP6. Este complejo tiene una estructura en
anillo con un diametro de 25 nm. Recientemente se han descrito nuevos
componentes del y-TuRC llamada Dgp71WD en Drosophila, o GCP-WD o
NEDD1 en mamiferos (Imagen adaptada de Raynaud-Messina y Merdes,
2007).

Localizacion de la y-tubulina

Estudios en diversos organismos demostraron que la y-tubulina esta
localizada en los MTOCs, y en la mayoria de las células eucariota los
centrosomas cumple con este papel (Moritiz et al., 1998; Moritiz y Agard,
2001). La evidencia sugiere que durante la interfase, en ciertos hongos, los
Mts son polimerizados y organizados por MTOCs no convencionales y que

pueden o no estar asociados con los nucleos. En Uromyces phaseoli se

sugiere que los MTOCs se encuentran en el dpice de la hifa, puesto que la
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repolimerizacion de los microtibulos ocurre principalmente en esta region y
no en los SPBs (Hoch y Staples 1985). En A. macrogynus, se han
mostrado sitios extranucleares de polimerizaciéon de microtibulos debido a
la presencia de y-tubulina asociada al Spk en el apice de la célula (McDaniel
y Roberson, 1998). Otra evidencia que sugiere que los MTOCs se
encuentran en el apice de las hifas es el estudio de recuperacion de la
fluorescencia después del fotoblangueamiento (FRAP) de microttbulos
marcados con GFP (B-tubulin::sGFP) en N. crassa, éste estudio demuestra
que la polimerizacion de los Mts ocurre a partir de la punta de las

ramificaciones de las hifas (Mourifio-Pérez et al., 2006).
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Problema

La distribucién de ia y-tubulina es un tema de discusién en hongos
filamentosos. Aungue es comunmente aceptado que la y-tubulina se localiza
en los SPBs, se ha reportado que algunas especies de hongos también
poseen y-tubulina en el Spk. McDaniel y Roberson (1998) inmunolocalizarén
y-tubulina en el Spk del quitridiomiceto A. macrogynus, sin embargo no se
ha logrado localizar y-tubulina en el apice N. crassa y de otros hongos

filamentosos.

Objetivos

Objetivo general

s Establecer la localizacion y dindmica de la proteina y-tubulina en el

hongo filamentoso N. crassa.

Objetivos especificos

e Describir la localizacién de la y-tubulina marcada con sGFP en
germinulas e hifas maduras de N. crassa.
» I[dentificar la asociaciéon de la proteina y-tubulina marcada con sGFP

con las diferentes estructuras celulares.
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Materiales y métodos

Disefio experimental

Con la finalidad de determinar la distribucién y dinamica de la y-
tubulina en N. crassa se realizé el marcaje molecular de ésta proteina con la

proteina verde fluorescente (sGFP) y se analizé por microscopia confocal.

Organismos y medios de cultivo

Los organismos utilizados en este trabajo se enlistan en la Tabla .

Tabla I. Organismos en estudio.

ORGANISMO GENOTIPO REFERENCIA

Escherichia coli DH5-a  F~ @80lacZAM15  A(lacZYA Promega ®
argF)u169  deoR  recA1
endA1 hsdR17(rk’, mk") phoA
supE44 thi’' gyrA96 relA1 -

N. crassa mat a FGSC # 4200

N. crassa 74-OR23-1VA mt A FGSC # 2489

N. crassa Amus-51::his- delta mus-51::bar+; his-3 FGSC #9717

3 mat A

N. crassa NMF138 H1::difp mat A Michael Freitag

N. crassa NMF 160 Sad-2;, hph+ mat a Michael Freitag

N. crassa N2525 rid™"* his 3"::Pceg-1- Michael Freitag
Bmi::sgfo” mat a

N. crassa TRMOTRR tbg::sgfp mat A Este trabajo

Las células competentes de Escherichia coli DH5-o (Promega ®) se
mantuvieron en medio Luria Bertani (LB} y en LB con ampicilina (100 ug mI
Y. Las cepas N. crassa se mantuvieron y cultivaron en medio minimo de
Vogel (VMM- por sus siglas en inglés Vogel Minimal Medium) con sacarosa

al 1.5 % y agar al 1.5%, y en medio completo de Vogel (VCM- por sus siglas
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en inglés Vogel Complet Medium) con levadura al 0.05%, sacarosa al 1.5 %
y agar al 1.5% a una temperatura de 28 °C. Para la produccion de la
TRMO1RR, las conidias recién transformadas fueron incubadas en medio de
recuperacion a 30 °C, posteriormente se espatularon en medio FIGS con
agar al 1 % a una temperatura de 28 °C, hasta que aparecieron las primeras
colonias. El monocarién de la TRMO1RR se obtuvo por la cruza de esta
cepa con la cepa N. crassa NMF 160, para la cruza las cepas se crecieron
en medio sintético de cruzas con agar al 1% a una temperatura de 25 °C,

hasta la maduracién de las ascosporas.

Oligonucleotidos

Los oligonucledtidos se disefiaron del marco de lectura abierto del
gen thg (NCU03954) de 1,601 pb (Tabla Il). Al cligonucleétido sentido se le
agregaron en el extremo %' la secuencia de reconocimiento de la enzima de
restriccion Xba | (TCTAGA) méas cuatro nucledtidos al azar (CAAT). Al
oligonucledtido antisentido se le agregaron en el extremo 5’ la secuencia de

reconocimiento de fa enzima Pac | (TTAATTAA) mas la secuencia (GCTA).

Tabla II. Oligonucledtidos utilizados para la amplificaciéndel gen tbg de N.
crassa.

OLIGO SECUENCIA 5'-3'

ORMO1 sentido CAA TTC TAG AAT GCC CAG AGA AAT AAT AAC

ORMO2 antisentido GCT ATT AAT TAA AGC CATTCT CTT GTC CG

15




Plasmidos

Los plasmidos utilizados en este trabajo, se describen en la Tabla Il

Tabla lll. Plasmidos utilizados para el marcaje molecular de la y-tubulina en

N. crassa.

PLASMIDO

DESCRIPCION

REFERENCIA

pGEM®-T easy

Plasmido de 3,015 pb. Permite
clonar genes delimitados por
sitios de restriccion Apa 1, Aatl I,
Sph |, BstZ I, Nco |, Not I, Sacl |,
EcoR |, Spe |, Pst |, Sal |, Nde |,
Sac |, BstX |, Nsil | en sus
extremos 5’ y 3'. Contiene el gen
B-galactosidasa.

PROMEGA ®

pMF272

Plasmido integrativo de 8,479
pb. El sitio de clonacién mdiitiple
para Xba |, Spe |, Bam HI, Xma i
y Pac I, para la clonacién del
extremo carboxi-terminal de la
proteina  verde fluorescente
(sGFP). Contiene el promotor
fuerte Pccg-1 de N. crassa.
Como marcador de seleccion
contiene la secuencia truncada
secuencia del gen his-3
Contiene el gen de B-lactamasa.

Michael Freitag,
2004

pRRO1

Plasmido de 4,616 ph, clonacion
del gen tbg en el pGEM®-T.

Este trabajo

PRMOTRR

Plasmido de 10,080 pb,
generado a partir pMF272, y
contiene el gen tbg::sgfp, cuya
expresion es regulada por el
promotor Pccg-1 fuerte de N.
crassa.

Este trabajo
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Construccioén del plasmido pRM01RR

Extraccion de DNA de N. crassa

Se extrajo DNA de N. crassa de tipo silvestre para ser utilizado como
molde en la amplificacion del gen de la y-tubulina (tbg). EI DNA de la cepa
silvestre de N. crassa mat A (FGSC # 2489) se extrajo cultivando el micelio
de este hongo en MMV (1.5 % sacarosa) liquido a 30°C por 7 d. El micelio
se filtré y se enjuagd con agua desionizada-estéril. Se dejé secar, se
transfirid a tubos de 1.5 ml y se incub6 a -80°C por 48 horas.
Posteriormente se transfiri6 a un mortero frio y estéril, donde se agregd
nitrégeno liquido y se maceré hasta tener un polvo fino. El polvo se procesd
con el Kit DNeasy® plant (QUIAGEN, Cat. No. 69104) siguiendo el protocolo

del fabricante,

Reaccion en cadena de la polimeriza (PCR) para ampilificar el gen thg

El marco de lectura abierto del gen thg (1,601 pb) se amplificé con la
enzima Taq Polimerasa (High® Fidelity Invitrogen ®). La mezcla de reaccion
contenia 2.5 pl de oligonucletido ORMO1 sentido (10 nM), 2.5 pl de
oligonucledtido ORMO2 antisentido {10 nM), 2 pl de DNA gendmico de N.
crassa silvestre, 5§ ul de buffer High fidelity 10X, 5 pl de mezcla de
nucieotidos (1 mM), 2.5 pl de MgS04 (50 mM), 0.2 ul de Taq Polimerasa
High Fidelity (5 U), en un volumen final de 50 pl. La mezcla se introdujo en

un termociclador BIORAD modelo (iCyclerTM Sealing Ring for iCycler 96
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Well Reaction Module 170-8731) con el siguiente ciclo: 2 min a 95°C mas 30
ciclos de 30 s a 95°C de desnaturalizacién, 30 s a 52°C de alineamiento y 2
min a 68°C de extension, terminando con un ciclo de 10 min a 68 °C de
extension final.

El producto de PCR se separo por electroforesis en gel de agarosa al
1% (Sambroock y Russell, 2001) en tampdén TAE 1X (Tris 40 mM; &cido
acético glacial 20 mM; EDTA 5 mM; pH 8.0} y bromuro de etidio al 0.1%. La
separacion de los fragmentos se llevé a cabo aplicando un voltaje constante
de 75V en una camara especial para tal fin.

Las bandas de DNA se visualizaron en un transiluminador de luz
ultravioleta. El tamafio de las bandas se determiné por comparacién con el
marcador de peso molecular A (DNA del fago A cortado con EcoRI y Hind
lll). Una vez identificada la banda del gen tbg, el fragmento de DNA se
purific siguiendo el protocolo del kit de purificacion Promega ® (Wizard SV
Gel and PCR Clean-up System, Cat. #A9281). Para conservar el gen thg
amplificado por PCR se ligé al pGEM-TR utilizando el sistema PGEM-T de

Promega ® siguiendo las recomendaciones de! fabricante.

Ligacion del plasmido pMF272 y el gen thyg

Para la clonacién del gen thg en el plasmido integrativo pMF272
(Figura 5) fueron digeridos el gen y el plasmido con las enzimas Pac |
(TTAATATAA) y Xba | (T'CTAGA). La mezcla de reaccion para la digestion
del gen contenia 20 pl de tbg, 5 pl NE Buffer 4, 5 ul de BSA 10 X, 1.5 pl de

Xbal (20U p™)yy 1.5 ul de Pac [ (10 U ul™), en un volumen final de 50 wl,
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ambas enzimas de New Endgland Biolabs ®. La mezcla de reaccién se
incubéd durante 3 h a 37 °C. Después de 2 horas de incubacion se adicioné
al plasmido1 pl de fosfatasa alcalina de camarén (Promega ®).

A ambas digestiones se les realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 1% para su posterior purificaciéon con el kit Promega ® (Wizard
SV Gel and PCR Clean-up System, Cat. #A9281).

El pMF272 y el gen thg se ligaron a una proporcién de 1 pl:5 pl de 50
ml purificados de gel, utilizando la enzima T4 DNA ligasa Promega®. La
mezcla se dejo incubando una hora a temperatura ambiente y después a
4 °C durante toda la noche. Esta mezcla se utilizé en la transformacion de

células quimicamente competentes de E. coli DH5-a.

.

5'his-3 8460...6350 15 468..1328

pMF272
8479 pb

gfp 5013..5732
'3°his 4005...2374
ccg-1 4060...4979

Figura 5. Mapa del plasmido pMF272. El plasmido se caracteriza por la
presencia del gen sgfp (5013-5732), cuya expresion esta regulada por el
promotor de N. crassa ccg-1 (4060-4979). Las secuencias 5 his-3 (6350-
8460) y 3" his-3 (4005-2379) sirven para dirigir el plasmido al locus del gen
his-3 de N. crassa. El gen p-lactamasa (468-1328) confiere resistencia a
ampicilina a las células de E. coli que lo contienen.
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Transformacion de células competentes

Para ia transformacién de células competentes se adicionaron 10 pl
de la mezcla de ligacion pMF272 + thg a 50 ul de células de E. coli DH5-c.
La mezcla se incubd 30 min en hielo, posteriormente se le dié un shock
térmico a 42 °C durante 2 min, y finalmente se mantuvo 2 min en hielo.

Se agregaron 900 ul de LB y se incubd a 37 °C durante una hora en
agitacion a 200 rpm, se centrifugd un minuto a 13,000 rpm y se eliminaron
850 pl del sobrenadante. La pastilla celular se resuspendio en el volumen
restante y se sembré en placas de LB con ampicifina (100 pg ml™
incubandose a 37 °C toda la noche.

Para corroborar el éxito de la clonacion, se seleccionaron diez
colonias de E. coli transformadas con el la mezcla de ligacién y fueron
analizadas por PCR para detectar la presencia del gen thg en el ptasmido.
La mezcla de reaccién utilizada para cada colonia contenia; 15.2 ui de H20
HPLC, 2 pi de buffer 10X, 1 ul de MgCl 25 Mm, 0.3 pl de dNTPs 10 nM, 0.75
ul de oligo ORMO1 sentido, 0.75 ul de oligo ORMO2 antisentido, y 0.02 i de
la enzima Tag-polimerasa Promega ®, en un volumen final de 20 ul. Para
la PCR se utilizé el ciclo descrito anteriormente para la amplificacion del gen
tbg. El DNA de colonia amplificado de cada colonia se separo por
electroforesis en agarosa al 1% y se determind el tamario de las bandas por
comparacion con el marcador de peso molecular (Promega ®). Las colonias

positivas se sembraron en 5 ml de LB-ampicilina (100 ug ml™") liquido y se
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incubaron 37 °C en agitacién a 250 rpm durante toda fa noche, para

recuperar el DNA plasmidico.

Purificacion de DNA plasmidico

El DNA plasmidico de las colonias transformantes de E. coli positivas
por PCR se purifico por el método de lisis alcalina. Las colonias cultivadas
en medio liguido LB-ampicilina (100 pg mi™") fueron transferidas a tubos de
1.5 ml y se centrifugaron durante un minuto a 13,000 rpm. El sobrenadante
se desechd, y la pastilla celular se resuspendié en 100 i de la solucién P1
(Tris-Hcl pH 8 50 mM, EDTA 10 mM, RNASA 0.1 mg ml™). Después se
agregd 150 pl de la solucién P2 (NaOH, 200 mM, SDS 1%) y se mezcl6
suavemente por inversion (7 tiempos), se incub6 5 min en hielo. Pasada la
incubacién se agregaron 200 pl de la solucién P3 (Acetato de Potasio 1M
pH 5.5) y se mezclo por inversion (7 tiempos), se incubé 10 min en hielo, y
se centrifugo 15 min a 13,000 rpm. Se recuperé el sobrenadante y se colocsd
en un tubo de 1.5 ml. El DNA se precipité con 2 volimenes de etanol al 96
% y se mantuvo en el congelador durante 30 min, se mezclé por inversion
varias veces, y se centrifugd 15 min a 13,000 rpm. El sobrenadante se
descart6 y el DNA se lavd, invirtiendo varias veces el tubo, con 500 pl de
etanol al 70 %, después se centrifugd 5 minutos a 13,000 rpm, se descartd
el sobrenadante y el precipitado se dejé secando a temperatura ambiente.
El DNA plasmidico se resuspendié en 80 ul de agua HPLC libre de

nucleasas.
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Corroboracion de la ligacion pMF272 + thyg

El DNA plasmidico recuperado por lisis alcalina fue digerido con las
enzimas Not | y EcoR V de Invitrogen ®, para corroborar que el gen tbg se
hubiera ligado correctamente al plasmido pMF272. La mezcla de reaccion
contenia 2 pul de DNA plasmidico (100 ng pl™), 0.25 pl de Not | (10U)y0.35
ul de EcoR 1 (15 U), 2 pl Buffer React 3 10 X, 2 yl de BSA 10 Xy 13.4
de agua HPLC. La mezcla se incubo a 37 °C durante 4.5 h. Los fragmentos
de DNA fueron separados por electroforesis en agarosa al 1 % y el tamario
de las bandas se determiné por comparacion con marcadores de peso
molecular (Promega ®). Una vez determinado el patrén de bandas se
selecciond una colonia para continuar con el analisis. Al plasmido obtenido
se le nombré pRMO1RR.

Adiciocnalmente, para corroborar la integridad del marco de lectura
abierto del gen tbg, se digirié el pPRMO1RR con las enzimas Xba | y Pac |
para liberar el fragmento de 1,601 pb. Para esto se utilizaron 2 pl de
plasmido (100 ng pl-1), 0.25 pl de Xba | (20 U), 0.5 ul de Pac | (10 U), 2 pl
de buffer NEB #2 10X, 2 pl de BSA 10X y 13.25 I de agua HPLC, la mezcla
se incubd 2.5 h a 37 °C. Los fragmentos de DNA fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 1%.

La colonia de E. coli seleccionada se sembré en 5 ml de LB-
ampicilina (100 ug mi™") durante toda la noche a 37 °C a 200 rpm y se
extrajo el DNA plasmidico con el kit QlAprep Spin Miniprep (QlAgen®),
siguiendo las recomendaciones del fabricante y se envié a secuenciar a

Eton Bioscience Inc, San Diego, CA.
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Construccion de la cepa de N. crassa TRM01RR

Transformacion de N. crassa

La cepa de N. crassa delta mus-51::bar+; his-3 (FGSC # 9717) se
sembré en un matraz de 500 ml con 100 ml MCV y se incubd a 28 °C
durante una semana, y se expuso a luz solar a temperatura ambiente por 3
d. Las conidias maduras se extrajeron agregando agua estéril, agitando
vigorosamente el matraz hasta desprender las conidias. El sobrenadante se
filtrd con una gasa estéril en un tubo de 50 ml. Este procedimiento se repitié
en varias ocasiones. El total del sobrenadante filtrado se centrifugd por 5
min a 5,000 rpm y se deshecho¢ el liquido. La pastilla de conidias se lavé 3
veces con sorbitol 1 M estéril. Finalmente se resuspendieron en 80 pl de
sorbitol 1 M.

En una cubeta de electroporacién estéril de 0.2 mm se mezclaron 80
ul de conidias con 20 pl del plasmido pRMO1RR (100 ng pI™) y se incubd 15
min en hielo. El ensayo de fransformacién genética se hizo en el
electroporador Biorad Gene Pulser Electroporator a 600 OHMS, 25 pF, 1.5
KV por 12-14 milisegundos. Inmediatamente después del puiso eléctrico se
agregaron S00 ul de sorbitol frio. Esta mezcla se transfirié a un tubo de 25
ml estéril y se mezcld con 4 ml de medio de recuperacion y se incubé
durante 2 h a 30 °C en oscuridad. Después de la incubacion se centrifugd a
5,000 rpm durante 5 min y se desecharon 4.8 ml de sobrenadante. Las
conidias se resuspendieron en el volumen restante y se espatularon en 4

placas de medio FIGS agar, y se incubacién a 28 °C hasta que aparecieron
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las primeras colonias. Para el control negativo se realizé el mismo
procedimiento, pero no se agregd ningln plasmido a fas conidias.

La recuperacién de las colonias transformantes TRMO1RR se realizé
transfiriendolas individualmente en tubos de 5 ml con MMV inclinado (1.5 %
de agarosa y 1.5 % de glucosa) incubandolas a 28 °C. Las colonias que
expresaban la sGFP se seleccionaron de acuerdo a la emisidon de
fluorescencia observada con el microscopio confocal LSM Meta 510 (Carl
Zeiss) con una longitud de onda de excitacién de 488 nm y de emision de

entre 505-530 nm.

Cruzas de N. crassa

La TRMO1RR se cruzé con la cepa de N. crassa Sad-2; hph+ mat a
para obtener una cepa monocaridén de la transformante. Primero se inoculé
micelo de l[a TRMOTRR en SCM y se incubd a 25 °C durante 5 d.
Posteriormente se reinoculdé el cultivo con micelio de la otra cepa
continuandose la incubacion a 25 °C en oscuridad total hasta la aparicion y
maduracion de peritecios que son estructuras de la reproduccién sexual de
N. crassa. De los peritecios se recuperaron ascosporas con agua
desionizada estéril, que se espatularon en placas de MMV déndoles un
shock térmico por 2 h a 60 °C para activarlas. Posteriormente se incubaron
a 28 °C toda la noche. Las colonias individuales se aislaron en tubos de 5
ml con MMV agar inclinado. Nuevamente se observaron bajo microscopia
de fluorescencia para seleccionar aquellas que expresaran la sGFP. Las

colonias seleccionadas fueron nombradas XRMO1RR.

24




Tratamiento con Benomilo

Para determinar la asociacion de la y-tubulina con los microtlbulos se
realizd el tratamiento con Benomilo de cepa XRMO1RR. Primero se sembro
la cepa en placas de MMV agar con benomilo (2.5 pg ml™") (Ramos Garcia,
2007) y se incubd a 28 °C durante 12 h. El efecto del benomilo sobre la
distribuciéon de la fluorescencia se observé por microscopia confocal de

acuerdo a lo descrito en ese apartado.

Tinciéon con FiVi4-64

El FM4-64 (Molecular Probes®) es un colorante endocitico especifico
de membranas. Se anadié 10 pl (2.5 uM) del colorante a un cubreobjetos y
se depositd un trozo de agar invertido con la XRMO1RR (Hickey et al,,
2005). Después de una hora se observd por microscopia confocal de

acuerdo a la metodologia descrita.

Marcaje con brefeldina A conjugado con BODIPY® 558/568

El colorante vital brefeldina A conjugado con BODIPY® 558/568
(invitrogen ®) tiene alta afinidad por el reticulo endoplasmatico y por el
aparato de Golgi, mostrando un color rojo cuando es excitado a 558 nm.
La exposicidn de las células a este colorante inhibe la ruta secretora de
vesiculas del reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi, impidiendo la
formacion de [a cubierta proteica liamada COPI. La actividad normal de la

célula se reestablece con el lavado del colorante. Para determinar la

25




asociacion de la y-tubulin acon el reticulo endoplasmatico se tifieron hifas
maduras de la cepa XRMO1RR con 10 pl del colorante, utilizando el método
de agar invertido (Hickey et al., 2005) y se hicieron observaciones por

microscopia confocal de acuerdo a la metodologia descrita.

Fusioén de cepas de N. crassa

Para obtener un doble marcaje con los nlcleos en rojo, con la histona
1 unida a la proteina dimeérica roja fluorescente en la regién amino terminal
{drfp::h1), y la y-tubulina (tbg::sgfp) en verde, se espatularon esporas de
ambas transformantes del mismo tipc de apareamiento en placas con MMV
agar y se incubaron por 6 h a 28 °C, hasta que los tubos germinales
emergieron y se fusionaron. De estas placas se seleccionarén fragmentos
hasta obtener una colonia heterocarién con las dos caracteristicas. Las
células se observaron por microscopia confocal. E! doble marcaje de los
ntcleos en rojo y los microtlbulos en verde (Bml::sgfp) se realizd de la

misma forma.

Microcopia confocal

Para determinar la localizacién y dinamica de la y-tubulina en N.
crassa, se observaron conidias e hifas maduras de la cepa XRMO1RR por
microscopia confocal, utilizando el método de agar invertido (Figura 6)

{Hickey et al., 2005).
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Figura 6. Método del bloque

Bloque de agar

/ de agar invertido. El método
Micelio consiste en cortar un
AR AR ¢—Cubreobjetos fragmento del agar con

micelio y colocarlo de
manera invertida sobre el

i cubreobjetos.
| Objetivo

Aceite de
inmersién

Las cepas fueron observadas a alto aumento con un objetivo de 100
X; 1.3 A. N. plan-apocromatico de inmersién en aceite, utilizando un
microscopio confocal LSM Meta 510 Carl Zeiss (Géttingem, Alemania). Se
tomaron simultaneamente imagenes en dos canales: uno de luz
fluorescente, utilizando un laser de Argén para la excitacién de la sGFP
(488 nm) y otro de luz transmitida para la obtencion de imagenes en
contraste de fases. Para la observacién de la cepa que expresa dRFP
ligada a H1 se utilizé un laser de HeNe a una longitud de onda de excitacion
de 543 nm. Se grabaron imagenes en dos dimensiones y series de tiempo
con el software LSM 510 versién 3.2 y se analizaron con el software LSM

examiner version 3.2.
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Resultados

Utilizando técnicas de marcaje molecular se logré obtener una cepa
transformante del hongo filamentoso N. crassa con la y-tubulina fusionada a

la sGFP,

Construccién del plasmido pRMO01RR

La figura 7a muestra la banda de amplificacion del gen thg que fue
digerido junto con el pMF272 y en la figura 7b se muestran el gen (1,601 pb)
y el plasmido (8,479 pb) digeridos con la enzima Xba | y Pac | para su
posterior ligacién. Las clonas de E. coli obtenidas de la transformacion con
el pPRMO1RR que se analizaron por PCR de colonia se muestran en la figura
8-a. Cinco clonas fueron negativas y cinco positivas. La figura 8-b muestra
el patron de 3 bandas (2, 168 pb, 3,286 pb y 4, 623 pb) esperado de la
digestion con Not | del plasmido ligado con el gen. El plasmido seleccionado
para continuar con la transformacion fue el de la colonia No. 8 (pPRMO1RR),
por digestion enzimatica con Xba | y Pac | se obtuvieron dos bandas una de
menor tamario correspondiente al gen (1, 601 pb) y la otra corresponde al
pMF272 (8,479 pb) (Figura 8-c). Asi mismo la secuenciacion del pPRMO1RR
demostrd que [a secuencia codificante para la y-tubulina de este plasmido
estaba integra (Figura 9). El mapa del plasmido obtenido (pRMO1RR) se

muesta en la figura 10.
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AHIE tby AHIE pMF272 thy

8479

Figura 7. Construccién del plasmide pPRMO1RR. (a) Electroforesis del gen
tbg amplificado por PCR, (b) electroforesis del pMF272 (8,479 pb) y del gen
thg (1,601 pb) digeridos con Xba | y Pac | para su posterior ligacion. Gel de
agarosa al 1%, A H/E = marcador de peso molecular.

AHE 1 2 3 4 6 6 7 8 9 AHE 6 7 8 9 pMF27210

)

AHIE pRMOIRR

8479

1601

Figura 8. Corroboracién de la construccion del pRMO1RR. (a) PCR de
colonias transformantes de E. coli, las colonias 6-10 son positivas para el
thg, (b) digestion con Not | de las colonias 6-10, y del pMF272, (¢} digestion
enzimatica con Xba |y Pac | del DNA plasmidico de la colonia # 8, se
obtienen 2 fragmentos uno de 1,601 pb correspondiente al gen thg y otro de
8,479 correspondiente al plasmido pMF272. Gel de agarosa al 1%, A H/E =
marcador de peso molécular.
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Figura 10. Mapa del plasmido
pPRMO1RR. El plasmido se caracteriza
por la presencia del gen thg seguido por
la gfp (4987-7333), cuya expresion esta
regulada por el promotor de N. crassa
ccg-1 (4060-4979). Las secuencias 5’
his-3 (10061-7951) y 3’ his-3 (4005-
2379) sirven para dirigir el plasmido al
locus del gen his-3 de N. crassa. El gen
B-lactamasa (468-1328) confiere
resistencia a ampicilina a las células de
E. coli que lo contienen.

1500
L
. u4e

Figura 9. Comparacion de la
secuencia nucleotidica del gen
tbg contenido en el pPRMO1RR
con la secuencia del gen tbg
(NCUO03954). La secuencia del
gen tbg del pPRMO1RR conserva
el codon de inicio ATG, no
contiene el primer intron ni el
codén de paro, el resto de la
secuencia esta conservada. La
secuenciacion de thg contenido
en el pRMO1RR fue realizada
por Eton Bioscience. La
comparacion de las secuencias
se realiz6 utilizando el programa
ApE, A plasmid Editor version
1.11.0.0. (Copyright ® 2003-
2007, M. Wayne Davis).

§'hls-3 10041...7931

bla 468..1328

PMRMO1.str
10060 bp

ofp 6594..7313
'hls 4005...2374

ccg-1 4060..4979
tby 4987..6584
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Localizacion de la y-tubulina en N. crassa

Se observaron conidias, geminulas e hifas maduras de la cepa
XRMO1RR utilizando microscopia confocal. En conidias la y-tubulina se
aprecia como acumuiaciones peguefias a manera de puntos brillantes
asociados a los nucleos (Fig. 11c). La fluorescencia se aprecia ademas

alrededor del nucleo de manera muy tenue.

Figura 11. Imagen de 2D de una conidia de la XRMO1RR que muestra la
distribucion de y-tubulina asociada a los nicleos. (a) Canal de fluorescencia.
(b) Canal de contraste de fases. () Composiciéon de (a) y (b). Rebanada

focal de 0.9 um. Escala= 5 um.

La sefial de la y-tubulina en germinulas con 6 horas de crecimiento
conserva el mismo patron que las conidias, la fluorescencia se observa a
manera de puntos brillantes en un extremo de los ntcleos (Figura 12-a). La
cantidad de puntos brillantes observados en una germinula es mayor que

en una conidia, porque el nimero de nucleos se va incrementando.
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Figura 12. Imagen en 2D de una germinula con 6 horas de crecimiento de
la cepa XRMO1RR. Los puntos brillantes de y-tubulina se distribuyen desde
la esfera germinal hasta una zona muy cercana al apice. (a) Canal de
fluorescencia. (b) Canal de contraste de fases y (¢) Composicion de (a) y

(b). Escala= 10 um.

La reconstruccion en 2D de una hifa madura con doble marcaje
{(membranas tefiidas con FM4-64 y y-tubulina con sGFP) se muestra en la
figura 13. A diferencia de la distribucién de la y-tubulina en germinulas, en
hifas maduras hay una zona de exclusion de aproximadamente 10 um del
apice (Figura 13-a). La y-tubulina junto con los nlcleos se mueve en sentido
anterégrado y retrégrado, ademas la proteina se mueve en el eje Z hacia

arriba y hacia abajo, entrando y saliendo del campo focal observado. No hay

movimiento de la fluorescencia independiente a los nicleos, aunque se
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observa en algunas ocasiones un fondo fluorescente tenue que podria

corresponder a moléculas de y-tubulina libres en el citopiasma.

Figura 13. Reconstruccion en 2D de una hifa de la cepa XRMO1RR. La y-
tubuiina esta distribuida a lo largo de la hifa asociada a los nicleos. (a, d y
f) canal de fluorescencia, y-tubulina en verde y FM4-64 en rojo. (by e) canal
de contraste de fases. El asterisco sefiala al Spk y las flechas sefalan a los

septos. Escala= 5 um.
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Co-localizacién de y-tubulina en la corteza celular y septos

Las hifas tefiidas con FM4-64 de la cepa XRMO1RR fueron
observadas en series de tiempo para determinar la relacién de la
localizacion de la y-tubulina con la membrana citoplasmatica. En todo el
seguimiento no se observé co-localizacion de la y-tubulina-sGFP con el Spk

y la corteza celular. Asi como tampoco con los septos (Fig. 14).

Asociacion de la y-tubulina con el Reticulo endoplasmatico

Para determinar la relacion de la y-tubulina se tifi6 con BODIPY.
Después de 15 minutos de haber colocado el colorante, se observd una
distribucion homogénea a lo largo de la hifa, marcandose todo el citoplasma
de rojo, excepio los nicleos que se ven rodeado de una regién mas
fluorescente que corresponde al reticulo endoplasmatico (Fig. 15b). La y-
tubulina se encuentra por fuera del marcaje del reticulo, estos no co-

localizan (Fig.15¢).
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Figura 14. Distribucion de la y-tubulina-sGFP en diferentes regiones de hifas maduras en relacion a la formacion
de septos, (a) y (€) muestran la y-tubulina-sGFP, (b} y (f) tincién de membranas con FM4-64, (c) composicion

de (a) y (b), (g9) composicién de (e) y (f), y (d) vy (h) imagenes por contraste de fases. Las flechas sefialan los
septos y las cabezas de flecha al Spk. El tiempo esta en min s™'. Escala = 20 pm.



Figura 15. Asociacion de la y-tubulina al Reticulo Endoplasmatico (R. E.).
La y-tubulina se localiza en la regién citoplasmica del ntcleo anclada fuera
del R. E. (a) imagen del |a y-tubulina-sGFP. (b) R. E. marcado con bodipy (c)
composicién de a y b, la y-tubulina en verde y el R. E. en rojo. La cabezas
de flecha seriala al R. E. (d) imagen en contraste de fases. Escala=5 pym.
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Dinamica de la y-tubulina durante interfase y mitosis.

Para tener mayor claridad de la ubicacion y dindmica de la y-tubulina
en relacion a los nucleos se fusionaron las cepas con la y-tubulina-sGFP y
la cepa con la dRFP-H1. Después de 6 horas de incubacién, en las hifas
con doble marcaje se observaron ntcleos en los que el cuerpo polar se

encontro marcado con fluorescencia verde (Figura 16).

Figura 16. Germinula de la fusién vegetativa de la cepa XRMO1RR con la
cepa con la dRFP-H1. (a) canal de fluorescencia para la y-tubulna-sGFP,
(b) canal de fluorescencia para dRFP-H1 y (c) Composicién de (a) y (b).
Escala =5 um.

En hifas maduras todos los nticleos observados muestran la sefial de

la proteina dRFP unida a la H1. Algunos ntcleos presentan forma

redondeada y otros tienen forma de pera con una pequena protuberancia,
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que corresponde al cuerpo polar del nicleo (SPB) y que es donde se asocia

la y-tubulina fluorescente (Figura 17).

Figura 17. Hifa madura con la fusién vegetativa de la cepa con los nticleos
marcados con H1::dRFP y otra con la y-tubulina::sGFP. (a) distribucién de la
y-tubulina::GFP. (b) nlcleos marcados con H1::dRFP, (c) composicion de
(@) y (b), (d) imagen en contraste de y-tubulina:GFP y H1::dRFP. Las
flechas sefalan los nucleos con movimiento anterégrado y las cabezas de
flechas a los ntcleos con movimiento retrégrado. Escala= 5 um.
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Ocasionalmente se observaron ntcleos que en lugar de un punto
tenian 2 acumulaciones de y-tubulina, localizados en polos opuestos, en
estos el movimiento era minimo o lentamente anterogrado (Figura 18).
Después de cierto tiempo estos nulcleos se dividen por mitosis y los dos

nucleos hijos se mueven en direcciones opuestas.

00:00 ' . 00:00

YoAS 045
(i & 0945

Figura 18. Serie de tiempo de una hifa madura con la fusién vegetativa de
la hifa con los nucleos marcados con dRFP-H1 y otra con la y-tubulina-
sGFP. (a, c y e) distribucion de la y-tubulina::GFP, en verde, asociada a los
nucleos marcados con dRFP-H1, en rojo. (b, d y f) Contraste de fases. Las
flechas muestran los nucleos con dos SPBs. Escala= 5 pm.

En N. crassa la mitosis dura aproximadamente 3 minutos desde el
momento en que los SPBs se encuentran en extremos opuestos hasta que

ocurre la separacion de los nucleos (Figura 19).
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Figura 19. Serie de tiempo de un nucleo en mitosis. (a) nticleo con los SPBs en extremos opuestos en el tiempo.
(c-m) alargamiento del nicleo e invaginaciéon de la membrana nuclear, (m) separacion de los nucleos. (0)
desplazamiento de nucleos en direcciones opuestas. Tiempo mins™. Escala= 5 pum.
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La fusién vegetativa de la cepa con la dRFP-H1 y la cepa con la y-
tubulina-sGFP (microtlbulos-sGFP) muestra que durante la interfase de los
nucleos los microtdbulos citoplasmaticos estan anclados a los SPBs, que es

la regién en donde la y-tubulina se localiza (Figura 20).

Figura 20. Imagen en 2D de la fusién de la cepa con la dRFP-H1 y la cepa
con la y-tubulina-sGFP en donde se muestran un par de Mts
citoplasmaticos, en verde, asociados al SPB de un nucleo, en rojo.

Escala=2 um.
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Integridad del citoesqueleto microtubular y la distribucion de la y-

tubulina

Al despolimerizar los microtubulos (Mts) con benomilo, la distribucién
de los nucleos fue afectada, pero la y-tubulina permanece asociada a los
nucleos (Fig. 21). Los nucleos se encuentran a una mayor distancia del
apice en comparacién con una hifa sin benomilo, ademas los nlcleos se

acumulan en una zona basal y su movimiento es nulo.

Figura 21. Imagen de hifas de la cepa XRMO1RR expuestas a benomilo. (a)
Canal fluorescente, (b) canal de contraste de fases. Escala = 5 pm.
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Discusion

El desarrolio de la técnica de marcaje con proteinas fluorescentes ha
sido ampliamente utilizado desde su descubrimiento en 1992 (Prasher,
1992). Su empleo en hongos filamentosos ha permitido la observacion in
vivo de diversas proteinas y estructuras celulares (Fernandez-Abalos et al.,
1998, Freitag et al., 2004, Horio y Oakley, 2005; Sampson y Heath, 2005;
Morifio-Pérez et al., 2006). Utilizando ésta técnica se marcé la y-tubulina en
el hongo filamentoso N. crassa con la finalidad de resolver la incdgnita
sobre la localizacién de esta proteina, en virtud de que en algunos hongos
se ha observado exclusivamente asociada a los nulcleos y en otros tiene
otras localizaciones (Oakley, E. C. y B. R. Oakley, 1990; Horio et al., 1991;
Joshi et al., 1992; Félix et al., 1994, McDonald, 1993; Muresan et al., 1993;
McDaniel y Roberson, 1998; Chabin-Brion, 2001; Heitz, 2001; Straube,
2003).

Los resultados obtenidos en este estudio indican que la y-tubulina se
encuentra acumulada como puntos brillantes asociados a los nulcleos,
localizada especificamente en los SPBs. Estos resultados concuerdan con
las observaciones iniciales sobre esta proteina (Oakley, B. R. et al., 1990)
cuando por inmunolocalizacién encontraron que la y-tubulina se encuentra
en los SPBs del hongo filamentoso A. nidulans. En otros organismos, en
células humanas (He-La), en fibroblastos de raton y, en células de

Drosophila melanogaster, y en esperma de Xenopus la y-tubulina se
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encuentra en la regidn pericentriolar (Zheng et al., 1991; Joshi et al., 1992;
Félix et al., 1994),

Sin embargo existen evidencias en las que se ha demostrado la
existencia de MTOCs formados por y-tubulina fuera del nticleo. Por ejemplo,
en Schizosaccharomyces pombe se ha localizado y-tubulina en los SPBs y
en sitios citoplasmaticos (Horio et al., 1991), en Ustilago maydis la proteina
se distribuye de igual forma (Straube et al.,, 2003; Fink y Steinberg, 20086),
en Alfomyces macrogynus se encontré y-tubulina en los SPBs y en el Spk
{McDaniel y Roberson, 1998), en plantas se encontré y-tubulina asociada a
membranas (Drykova et al., 2003) y en células hepaticas de ratdn se
encontrd y-tubulina asociada al aparato de Golgi(Chabin-Brion et al., 2001).
Las imagenes de microscopia confocal de la cepa XTRMO1RR, obtenidas
en este estudio muestran una gran acumulacién de y-tubulina fluorescente
en los SPBs, y una sefial tenue de la proteina en el citoplasma, que podria
corresponder a moléculas de y-tubulina-sGFP citoplasmatica, pero no se
observa y-tubulina asociada a estructuras membranosas como las vesiculas
del Spk, el aparato de Golgy, ni con el Reticulo Endoplasmatico. Esto indica
que a pesar de que la y-tubulina estd conservada entre los organismos
eucariotas (Oakley, B. R. y Y. N. Akkari, 1999), su distribucion es variable.
£n el quitridiomiceto A. macroginus se ha propuesto que la y-tubulina en el
Spk constituye un MTOCs regulando fa nucleacién, polaridad y distribucién
de los Mts en la punta (McDaniel y Roberson, 1998), sin embargo el

ascomiceto N. crassa no existe y-tubulina en el Spk, aunque si hay
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del apice de las ramas de las hifas (Mourifio-Pérez et al.,, 2008). En A.
nidulans la mutacién del gen de la y-tubulina anula la formacién del huso
mitotico, pero no el ensamblaje de los microtlibulos citoplasmaticos (Martin,
M. A. et al.,, 1997). Esto genera la pregunta si en N. crassa existen otras
proteinas que se encarguen de la nucleacién de los Mts ademas de la y-
tubulina.

En el hongo U. maydis y en diversas células animales la y-tubulina
citoplasmatica constituye MTOCs citoplasmaticos (Gueth-Hallonet et al.,
1993; Yvon y Wadsworth, 1997; Vorobjev et al., 1997; Straube et al., 2003;
Fink y Steinberg, 2006), sin embargo, en este trabajo no se tiene evidencia
suficiente que indique que en N. crassa las moléculas de y-tubulina
citoplasmaticas funcionen como MTOCs extranucleares, pero es posible
que la y-tubulina citoplasmatica sea reclutada en el SPBs de los nlicleos que
entran en mitosis. En . maydis se demostré que durante la profase
temprana hay un aumento de la concentracién de la proteina en el SPB y al
mismo tiempo un decremento de la concentracion el citoplasma (Straube et
al., 2003}, en células animales también se ha observado el incremento de la
concentracion de la y-tubulina en los centrosomas (Khodjakov y Rieder,
1999). Para demostrar esto es neceario realizar la medicién de la
concentracion de la proteina en el citoplasma y en los SPBs.

En el heterocarion obtenido por fusion observamos nlcleos rojos
(dRFP::H1) con una pequeria acumulacién fluorescente verde de y-tubulina

en un extremo, y algunos presentaron dos puntos fluorescentes. Durante la
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mitosis |os nucleos poseen dos SPBs en polos opuestos, debido al inicio de
la mitosis el SPB se divide, y uno migra hacia extremo opuesto del nicleo
(Zickler, 1970; Serna y Stadler, 1978; Van Winkle et al., 1971). La
asociacion de la y-tubulina a los SPBs en Schyzosaccharomyces pombe es
mayor durante la mitosis que durante la interfase, lo que sugiere que la
acumulacion de y-tubulina en los SPBs esta regulada por el ciclo celular
(Horio et. al, 1991). De acuerdo a esto y a la evidencia obtenida, se puede
decir que los nticleos que presentan una sola sefal de y-tubulina estan en
interfase y los que tienen dos puntos estan en mitosis. Estas acumulaciones
de y-tubulina tienen como funcién organizar Mts citoplasmaticos en husos
mitoticos.

A pesar de que |a y-tubulina es un componente importante de fos Mts,
la despolimerizacién de estos Gltimos con benomilo no afectd su asociacién
con los SPBs de los nucleos, sin embargo si afectd la distribucion de los

nucleos (Ramos-Garcia, 2007).
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Conclusiones

+ La y-tubulina::sGFP se encuentra asociada a los cuerpos polares de
nucleos (SPBs) en el hongo filamentoso N. crassa. No existe
asociacion de la y-tubulina con el Spk, ni con los septos.

* la despolimerizacion de los microtibulos con benomilo no afecta la
asociacién de la y-tubulina con los SPBs. Aunque la distribucion de
los niicleos si es afectada.

» Estas evidencias nos sugieren que a nivel molecular la y-tubulina esta
organizada de manera diferente en el ascomiceto N. crassay en el

quitridiomicento A. macrogynus.
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Apéndice

Recetas para medios de cultivo

Medio FIGS (11) Cantidad
Sales de Vogel 50X 20 ml
Agar 10g
Agua destilada 880 ml

Después de esterilizar afiadir 100 ml de solucion FIGS 10 X.

Solucion de FIGS 10 X Cantidad

(L)

Sorbosa 200g
Fructosa 5¢g
Glucosa 5¢g
Inositol 2g
Agua destilada aforar a 1L

Llevar el volumen a un litro y esterilizar por filtracion (0.22 pm).

Sales de Vogel 50 X :

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

ambiente:

Sales de Vogel Cantidad
NaZ2 citrate, 5 %2 H20 150 g
KH2PQ4, anhidrido 250 g
NH4NQ3, anhidrido 100 g
MgS04, 7 H20 1049
CaCl2, 2H20 5¢
Solucion de elementos traza 5mi
Solucion de biotina 5 mi

E! volumen total es de 1 L. Agregar 2 ml de cloroformo como conservador y
se almacena a 4 °C.
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Medio de recuperacién®

Cantidad

(L)

Sales de Vogel 50 X 6 ml

Sorhitol 546 g

Extracto de levadura 6 ¢
H20 destilada 252 mi

El medio se esteriliza por autoclave y después se agregan 30 ml de la

solucion de FIGS 10 X.

Medio completo de Vogel* Cantidad
(1L)
Agua destilada 20 ml
Caseina 20 g
Extracto de levadura 05¢g
Agar 159
Sacarosa 15 ¢
Sales de Vogel 50 X aforara 1L
Medio completo de Cantidad
Vogel-liguido * (1 L)
Sales de Vogel 50 X 20 ml
Sacarosa 15 g
Extracto de levadura 059
Caseina 059
Agua destilada aforara 1L
Medio minimo de Vogel * Cantidad
(L)
Sales de Vogel 50 X 20 ml
Sacarosa 16g
Agar 1649
_Agua destilada aforara 1L

*Esterilizar por autociave
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Medio minimo de Vogel- Cantidad
liquido * (1 L)

Sales de Vogel 50 X 20 ml
Sacarosa 159
Agua destilada aforara 1L

Medio agar agua * Cantidad
(1L)

Sales de Vogel 50 X 20 ml
Agar 15¢g
Agua destilada aforara 1L

Medio minimo de Vogel * Cantidad
(1L)

Sales de Vogel 50 X 20 ml
Agua destilada aforara 1L

Medio sintético de cruzas * Cantidad
(500 ml)

KNO3 0.50 g
KosHPO, 0.35 g
KH.P0; 0.25¢g
MgS04.7H20 0.25g
NaCl 0.05¢g
CaCl, 0.05 g
Elementos traza 50 pl
Biotina 50 p
Agar 10 g
Agua destilada aforar a 500 ml

*Esterilizar por autoclave
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Para preparar la solucién de elementos traza en un volumen de 95 ml de

agua destilada, disolver con agitador magnético sucesivamente las

siguientes soluciones:

Solucién de lementos traza
(100 ml)

Cantidad

acido citrico, 1 H20
ZnS04, 7 H20

Fe (NH4)2(S04)2, 6 H20
CuS04, 6 H20

MnSO4, 1 H20

H3BO3, anhidrido
Na2Mo04, 2 H20

5004
5.00 g
1.00g
0.25¢
0.05¢
0.05¢
0.05¢g

Agregar 1 ml de cloroformo como conservador, y almacenar a temperatura

ambiente.

L-histidina (25 mg mI™)

Cantidad

L-histidina
Agua destilada

1.250 ¢
50 ml

Esterilizar por filtracién (0.25 pg).

LB* (1 L) Cantidad

Bacto-triptona
Extracto de levadura
NaCl

Agar
Agua destilada

10¢
159
10¢9
20¢g
aforara 1L

LB-liquido* (1 L) Cantidad

Bacto-triptona
Extracto de levadura
NaCl

Agua destilada

1049
159
109
aforara 1L

*Esterilizar por autoclave
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Tabla IV. Descripcion del genctipo de las sepas de N. crassa utilizadas en

este trabajo.

Simbolo Descripcion Referencia

mat a Tipo de apareamiento a Staben, C. y
Regién de 3.2 kb. C. Yanofsky,
Contiene dos segmentos funcionales, el primer segmento | 1980
mat a-1 (382 a. a.) responsable de la identidad de
apareamiento, de la induccion de peritecios v la
incompatibilidad vegetativa. La segunda regién no
contiene un marco de lectura abierto.

mtA Tipo de apareamiento A Glass, N. L,
Region de 5,1 kb et al,, 1990.
Contiene dos segmentos funcionales, el primer segmento
mat A-1 (288 a. a.) responsabile de la identidad de
apareamiento, de la induccion de peritecios y la
incompatibilidad vegetativa,

74-OR23- Esta sepa es utilizada como tipo silvestre convencional. Perkins, D.

VA Se genero por retro cruzas. D., 2004
Fue la sepa utilizada en la secuenciacién del genoma de
N. crassa {(Galagan et al., 2003).

Sepa con el fondo genético Oak Ridge 23
his-3 Protelna trifuncional de biosintesis de histidina Legerton y
Yanofsky.
1985.

Sad-2 Supresor dominante de ascas-2 Raju, N. B. et
La proteina controla la localizacién perinuciear de SAD-1 | al., 2007,
(supresor dominante de ascas-1). Ambos genes regulan
el silenciamiento genes homélogos impares durante el
proceso de la meiosis.

A mus-51 Deplecién del gen mutageno sensitivo-51 Ninomiya, Y.
La proteina esta involucrada en la reparacién de la et al., 2004.
recombinacion no-homologa de DNA de doble hebra.

bar+ Gen de Basta-resistencia de bacteria. Ha sido utilizado Martin L. Pall
como marcador de seleccion en hongos {(Avalos et al.

1992, Straubinger, et al., 1992).
Es un gen de resistencia a bialaphos (péptido derivado de
gulfosinato), componente activo del herbiclda Basta.
hph+ Gen de resistencia al antibidtico higromicina Staben, C. et
al,, 1989
ridRIP4 Gen deficiente de RIP4 Freitag, M. et
Gen de induccidn-repetida de mutacion puntual (RIP-por | al. 2002
sus siglas en inglés Repeated-Induced Point Mutation)
Pceg-1 Promotor fuerte constitutivo de N. crassa. McNally, L.
Gen reprimible de glucosa T.yS.
Free. 1988,
hH1:.drfp Histona 1 {Folco et al., 2003} marcada con la proteina Freitag, M. et
dimerica roja fluorescente al., 2004

Bml::sgfp+ | B-tubulina con la proteina verde fluorescente en el carboxi | Freitag, M. et
terminal. : al., 2004

thg::sgfp y-tubulina con la proteina verde fluorescente en el carboxi | Este trabajo
Terminal.

65




