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Resumen de la Tesis de Arianne Ramirez del Villar presentada como requisito
parcial para la obtencion de la Licenciatura en Biologia. Ensenada, Baja
California, México.

ANALISIS DE LA PARED CELULAR EN MUTANTES DE ENDOCITOSIS EN
EL HONGO FILAMENTOSO Neurospora crassa

Resumen aprobado por:

Dra. Rosa Reyna Mourifio Pérez

La morfogénesis y el crecimiento de la hifa dependen del
establecimiento y mantenimiento del crecimiento polarizado, el cual esta
regulado por la exocitosis de vesiculas que llevan los componentes de la pared
celular. Sin embargo, se ha encontrado evidencia de que la endocitosis
también puede estar participando en el mantenimiento de la polaridad celular.
Mutantes en proteinas que participan en la endocitosis, en hongos filamentosos
presentan defectos en el crecimiento polarizado y distribucién irregular de la
pared celular. Para determinar el efecto que causa en N. crassa la mutante
afectada en la endocitosis, coronina, sobre la distribucién y conformacion de la
pared celular, se midio la tasa de elongacion y biomasa y se cuantific quitina y
proteinas totales. Ademas se hicieron observaciones por microscopia de
epifluorescencia y electrénica. La mutante Acrn-1 presenté retraso en el
crecimiento y menor produccion de biomasa que la cepa silvestre. La
proporcion de quitina en la mutante fue mayor. La morfologia y distribucion de
la pared celular era irregular. En conclusion, en N. crassa la mutante de
endocitosis, coronina, causa defectos en la distribucion y conformacion de la
pared celular, lo que sugiere que la endocitosis juega un papel importante
durante el crecimiento polarizado y la morfologia de las hifas.

Palabras claves: Neurospora crassa, coronina, crecimiento polarizado,
pared celular, endocitosis.
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Abstract

Morphogenesis and hyphal growth depends on establishing and
maintenance of the polarized growth, which is regulated by the vesicle
exocytosis that carry cell wall components. However, has found evidence that
endocytosis may be involved in the maintenance of cellular polarity. Mutant in
proteins that participate in the endocytosis, in filamentous fungi, show defects in
the polarized growth and irregular distribution of cell wall. In order to
determinate the effect that cause in N. crassa the mutant affected in the
endocytosis, coronin, in the distribution and conformation of cell wall, was
measured the elongation rate and biomass, and was quantified chitin and total
proteins. The mutant Acrn-1 showed retarded growth and reduced biomass
production in comparison with wild type. The proportion of chitin in the mutant
was higher. By epifluorescens microscopy and electronic microscopy we
observed irregular morphology and uneven distribution of cell wall. The mutant
of endocytosis coronin, causes defects in the distribution and conformation of
cell wall, it suggest that the endocytosis have important role in polarized growth
and morphology in cells.

Key words: Neurospora crassa, coronin, polarized growth, cell wall,
endocytosis.
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Introduccién

La pared celular de los hongos es la estructura que se mantiene en
contacto con el medio externo y juega un papel importante en el
mantenimiento de la forma celular, proteccion y resistencia a la presion
osmatica interna a lo largo del ciclo celular. Durante el crecimiento de las
células fungicas se requiere la sintesis constante de nueva pared celular. La
pared celular de los hongos estd compuesta de 80 a 90 % de polisacéridos, y
el resto consiste en proteinas y lipidos (Bartnicki-Garcia, 1968). Es un tejido
compuesto por microfibrillas de quitina entrelazadas y una matriz amorfa de
glucano y proteina que llena los intersticios entre las microfibrillas de quitina
(Manocha, 1967).

La morfogénesis en hongos filamentosos depende del establecimiento
y mantenimiento del crecimiento polarizado. Esta es la clave para la
formacién de una gran variedad de morfologias que se presentan dentro de
su ciclo de vida. Las hifas son la unidad principal en hongos filamentosos,
son células que crecen de manera alargada en forma de tubo, el crecimiento
es exclusivo en el &pice celular (Bartnicki-Garcia y Lippman, 1969; Bartnicki-
Garcia y Hergert, 1989). El crecimiento polarizado se lleva a cabo por la
exocitosis de vesiculas provenientes de la zona subapical, que contienen
enzimas o precursores de la pared celular (Bartnicki-Garcia y Lippman, 1969;
Trinci, 1978). El transporte vesicular se ha hipotetizado que se realiza a
través del citoesqueleto, formado por microtabulos y filamentos de actina. El

modelo del centro suministrador de vesiculas (VSC- por sus siglas en inglés



vesicle supply center model) propuesto por Bartnicki-Garcia (Bartnicki-
Garcia, 1989; Bartnicki-Garcia, et al. 2002) explica que el crecimiento de los
hongos esta dado por vesiculas provenientes del derivado del Golgi en la
zona subapical, que se rednen en un VSC, que se encuentra en el apice y es
conocido como Spitzenkorper (Spk). ElI Spk regula el crecimiento polarizado
generando un gradiente exocitico de precursores de la pared celular, junto
con la presion de turgor.

Otro proceso que en los ultimos afios ha cobrado importancia, en
referencia a la morfogénesis de hongos filamentosos, es la endocitosis. Se
ha encontrado evidencia del efecto que tiene la falta de endocitosis en el
mantenimiento de la polaridad celular. Mutantes de endocitosis de
Aspergillus oryzae muestran un retraso en el crecimiento apical, morfologia
anormal de las hifas, deslocalizacion de vesiculas guiadas por SNARE’s, y
acumulacion de componentes de la pared celular en estructuras largas
invaginadas (Higuchi, 2009). En un estudio méas reciente en Neurospora
crassa, se observd que la mutante endocitica de coronina también muestra
periodos alternados de crecimiento polarizado y crecimiento isotrépico,
ademas de una distribucion irregular de la pared celular (Echauri-Espinosa et
al., 2012).

Debido a lo anterior, se llevé a cabo el analisis de la conformacion y
distribucion de la pared celular de la mutante de coronina, que esta afectada

en la endocitosis, en el hongo filamentoso N. crassa.



Antecedentes

Composicién de la pared celular

La composicion de la pared celular de los hongos, varia dependiendo
del grupo taxondmico (Tabla I) y de la fase morfolégica en que se encuentre
(Bartnicki-Garcia, 1968). Los componentes de la pared celular son
sintetizados en el reticulo endoplasmatico y son dirigidos a la superficie por
vesiculas secretoras provenientes del equivalente del Aparato de Golgi

(Schekman 1985, Tanner, 1990; MacKenzie, 1993).

Tabla I. Composicion de la pared celular en hongos (Modificada de Bartnicki-
Garcia, 1968)

Categoria quimica Grupo taxonomico | Géneros

Celulosa- I a Polysphondylium,
! Glucogeno Acrasiomicetes Dictyostelium
I Celulosa- Glucano | Oomicetes®" Phytophthpra, Pythium,
Saprolegnia
Il | Celulosa- Quitina | Hifoquitridiomicetes® | Rhizidiomyces
Quitosano- : Mucor, Phycomyces,
v Quitina Zygomicetes Migorhynchus

Quitridiomicetes Allomyces, Blastocladiella

. Neurospora
Ascomicetes P

V | Quitina- Glucano | Deuteromicetes Aspergillus

Schizophyllum, Fomes,

Basidiomicetes
Polyporus

VI | Manano- Glucano | Ascomicetes Saccharomyces®, Candida

Sporobolomyces,
Rhodotorula

VIl | Manano- Quitina Tricomicetes

 Actualmente se consideran protistas
® Se ha encontrado quitina en la pared celular de Apodachlya (Lin et al., 1976) y en
Saccharomyces cerevisiae (Hartwell, 1974)




Como se observa en la Tabla |, la composicion de la pared celular en
hongos filamentosos del grupo de los Ascomicetos, como Neurospora sp, se
compone principalmente de quitina y glucanos, los cuales se encuentran
unidos dando la rigidez caracteristica de la pared celular (Figura 1). Se
calcula que en N. crassa, alrededor de dos terceras partes de la pared de la

hifa estdn compuestas de quitina y glucano (Mahadevan y Tatum, 1963;

g b L e
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1967).
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Figura 1. Representacion esquematica de la composicion de la pared celular
en Ascomicetos filamentosos y la sintesis de glucanos por la glucano
sintetasa (GS, por sus siglas en inglés glucan synthase).



Glucano

Los polimeros de glucano estdn compuestos de unidades de glucosa
con uniones (3-1,3 (65-90%) aunque algunos hongos presentan enlaces [3-
1,6, B-1,4, a-1,3 y a-1,4 (Figura 2). El mas importante es el (3-1,3-glucano al
que se le unen covalentemente otros componentes. El B-1,3-glucano se

sintetiza por un complejo de enzimas llamadas GS (Figura 1)

O B-1,3 glucano

oH g B-1,6glucano

Figura 2. Esquema que representa las uniones de (-1-3 y B-1-6 glucanos

gue forman la pared celular en hongos.

Estudios de autorradiografias con Saccharomyces cerevisiae
(Shematek et al., 1980) y N. crassa (Jabri et al., 1989), sugieren que las GSs
son proteinas trans-membrana que aceptan el substrato uridina difosfo-
glucosa (UDP-glucosa) en el citoplasma y el producto lo llevan fuera de la
membrana plasmatica. Los genes que codifican la 3-1,3-glucano sintetasa
(especificas para sintetizar f-1,3-glucano) fueron identificados en S.
cerevisiae y se denominaron como FKS1 y FKS2 (Douglas, 1994; Qadota,

1996). Las GSs se componen de subunidades cataliticas relacionadas,



Fkslp y Fks2p, y una subunidad reguladora, Rholp pequeia GTPasa (Inoue
et al., 1995; Drognova et al,. 1996; Qadota et al., 1996). Ambos componentes
estan localizados en la membrana plasmatica en el sitio de remodelacion de
la pared celular (Qadota et al., 1996). La Fkslp esta asociada a los parches
de actina, los cuales pertenecen a lo que se conoce como el citoesqueleto de
actina encargado del transporte polarizado de vesiculas secretoras, mRNA y

organelos, endocitosis y orientacion del huso mitotico (Utsugi, 2002).

Quitina

La quitina es un polimero lineal compuesto de residuos de -(1,4)-N-
acetil-glucosamina y es un componente importante en la pared celular
presente en muchos hongos (Figura 3). Generalmente, los hongos

filamentosos contienen mayor cantidad de quitina que las levaduras.

CHz0H CHz0H
CHz0H :
Q NH
(I: A
CH2
" o7 en.
0 \:H 0 \: H

Figura 3. Union de los residuos de B-(1,4)-N-acetil-glucosamina para formar

la quitina de la pared celular en hongos.

La quitina es sintetizada por proteinas trans-membrana conocidas
como quitinas sintetasas (CS, por sus siglas en inglés chitin synthase). La
actividad de las CSs se encuentra en regiones de crecimiento en células de

hongos y durante la formacion del septo (Siestma y Wessels, 1994). Estas



enzimas actian aceptando el substrato de la quitina, uridina difosfo-N-acetil-
glucosamina (UDP-GIcNac), en el espacio citoplasmatico, mientras los
polimeros obtenidos como producto, [B-(1-4)-N-acetil-glucosamina, son
expulsados al exterior (hacia la pared celular), proceso similar al que ocurre
en la formacién de los B-1,3-glucanos (Duran et al., 1975; Vermeulen et al.,
1979; Cabib et al., 1983). Las CSs varian dependiendo del hongo y son
codificadas por familias de multiples genes. Por ejemplo, en S. cerevisiae se
han identificado tres miembros, mientras que en Phycomyces blakesleeanus
se han encontrado hasta 10 miembros (Bulawa, 1993; Chitnis et al., 2002).
Gracias a estudios con interrupciones de los genes que codifican a las CSs,
se ha encontrado que actlan en sitios particulares del hongo y presentan

diferentes funciones.

Unién quitina/ glucano

En hongos filamentosos, los componentes que formaran la pared
celular son dirigidos a la superficie por vesiculas secretoras provenientes del
equivalente del Aparato de Golgi (Schekman 1985; Tanner, 1990;
MacKenzie, 1993) y debido a que su sintesis ocurre en el citoplasma o en el
reticulo endoplasmatico por diferentes enzimas, la unién de quitina y B-1,3-
glucanos solo puede ocurrir fuera de la membrana plasmatica en la region de
la pared. En el apice de la hifa, la quitina y B-1,3-glucanos no estan
entrecruzadas aun y la pared presenta cierta flexibilidad. A medida que la

punta crece, la quitina en el subapice se cristaliza y se une a los B-1,3-



glucanos, y la pared celular se solidifica en esta zona (Wessels, 1986;
Sietsma y Wessels, 1994).

Autorradiografias muestran que la quitina y la B-1,3-glucano sintetasa
son depositados fuera de la membrana plasmatica y que estan localizadas
solo en los apices (Van der Valk, 1977; Fevre, 1982; 1991). Otros estudios
similares, pero utilizando membranas plasmaticas aisladas y nucleétidos, han
demostrado que estos polimeros son sintetizados vectorialmente por
proteinas integrales del plasmalema (Shematek, 1980; Cabib, 1983; Jabri,

1989).

Transporte de los componentes de la pared celular y endocitosis

Uno de los modelos que intenta explicar cdmo es que se da el
transporte de vesiculas que contiene los precursores de quitina y glucano, y
otros componentes necesarios para formar la pared celular y originar la
morfologia tubular caracteristica de los hongos filamentosos, es el modelo
del centro suministrador de vesiculas, en el cual la exocitosis y la fuerza de
turgor actian para dar lugar a estos dos eventos (Bartnicki-Garcia, 1989;
Bartnicki-Garcia, et al. 2002).

El crecimiento de la hifa involucra la adicion constante de nueva
membrana plasmatica, proteinas y componentes de la pared celular en el
apice, por lo que teodricamente podria haber un exceso de membrana
producido por las vesiculas exociticas y la nueva membrana depositada por
éstas (Echauri-Espinosa et al., 2012). Por lo que, se puede asumir que un

mecanismo como la endocitosis participe en un proceso de reciclaje de éste



exceso de membrana que se esta produciendo y también de proteinas trans-
membrana (Fisher-Parton et al., 2000; Galleta y Cooper, 2009; Echauri-
Espinosa et al., 2012). Estudios con FM4-64, un marcador de membrana,
muestran la internalizacién de éste en una gran variedad de células (Betz et
al., 1996; Hoffman y Mendgen, 1998; Fisher-Parton et al., 2000; Atkinson et
al., 2002; Pefnalva, 2005). También se ha encontrado que en mutantes de
endocitosis en A. oryzae presentan morfologia anormal de las hifas, retraso
en el crecimiento apical, deslocalizacién de vesiculas dirigidas por proteinas
SNARE’s y acumulacion de componentes de la pared celular (Higuchi, 2009).
Upadhyay y Shaw (2008) proponen un modelo del papel de la endocitosis en
el reciclaje de marcadores corticales de la punta de la hifa encargados de
guiar vesiculas exociticas que contienen materiales necesarios para la
polarizacion (Fisher-Parton et al., 2000; Silverman-Gavrila y Lew, 2000;
2003; Gupta y Heath, 2002; Wang et al., 2006; Steinberg, 2007). Ademas, en
N. crassa se han encontrado homélogos de 29 proteinas involucradas en la
endocitosis de levaduras (Altschul et al., 1997), con una alta homologia, lo
gue sugiere que posee la maquinaria necesaria para la endocitosis.

Un estudio reciente en N. crassa, demostrd que la delecién de la
proteina coronina, causa alteraciones en el crecimiento polarizado,
conidiacion y morfologia de la pared celular, ademas de que la tasa de
internalizacion por endocitosis del colorante FM4-64 esta reducido (Echauri-
Espinosa et al., 2012).

La coronina es una proteina de union a actina aislada por primera vez

en Dictyostelium discoideum, altamente conservada en muchas especies y



tipos celulares individuales (Uetrecht y Bear, 2006) y que tiene un papel
importante en la migracion de fibroblastos, fagocitosis y quimiotaxis en
células animales (de Hostos et al., 1993; Mishima y Nishida, 1999; Cai et al.,
2005; Forger et al., 2006;). En levaduras, se ha encontrado que interactia
con microtubulos y que inhibe la funcién del complejo Arp 2/3, encargado de
la formacion y ramificacion de filamentos de actina que a su vez estan
involucrados en el proceso de endocitosis (Goode et al., 1999; Humphries et

al., 2002; Rodal et al., 2005).

10



Objetivos

Objetivo general

Analizar la distribucion y conformacion de la pared celular en la

mutante de endocitosis Acrn-1 en N. crassa.

Objetivos especificos

Cuantificar los componentes de la pared celular tales como, quitina y
proteinas en la mutante de endocitosis Acrn-1 y una cepa silvestre de
N. crassa.

Establecer la relacion entre cantidad de pared celular en referencia al
crecimiento del micelio de colonias de N. crassa en la mutante de
endocitosis Acrn-1y una cepa silvestre.

Identificar las diferencias en la distribucion de la pared a través de la
visualizacion directa por microscopia Optica y electronica en la

mutante de endocitosis Acrn-1y una cepa silvestre de N. crassa.

11



Materiales y métodos
Disefio experimental

Para determinar la distribucién y conformacion de la pared celular en
una mutante de endocitosis de N. crassa, se utilizé la mutante que presenta
la delecion de la proteina coronina (Acrn-1) y se comparé con una cepa

silvestre (WT- por sus siglas en inglés Wild Type).
Cepas y condiciones de cultivo

En la Tabla Il se enlistan las cepas utilizadas en este trabajo. Las
conidias de ambas cepas, que se encontraban almacenadas en sorbitol 1M y
glicerol al 20% a -20°C, fueron cultivadas por separado en matraces de 250
ml con 100 ml de medio minimo de Vogel (VMM, por sus siglas en inglés
Vogel Minimal Medium) que contiene 1.5% sacarosa, 1.5% agar y sales de
Vogel 1X a una temperatura de 30°C y se dejaron crecer por 4 dias hasta
obtener conidias frescas. Las conidias se cosecharon por filtracion mediante
dos lavados con sorbitol 1 M y se resuspendieron en 90 pl de sorbitol 1 M.
Posteriormente, se hicieron los correspondientes conteos en la camara de
Neubauer y diluciones con agua destilada estéril para obtener la misma
concentracién de conidias (1.6 x 10° células ml™) para ambas cepas y se

almacenaron en un tubo de microcentrifuga a -20°C.

Tabla Il. Cepas utilizadas

CEPA GENOTIPO REFERENCIA
N. crassa WT 4200 mat a FGSC #4200
N. crassa Acrn-1 mat a Echauri-Espinosa et al., 2012
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Liofilizacién

Se afnadieron 20 pl de la misma concentracion de conidias de la WT y
la mutante Acrn-1, en matraces de 250 ml con 100 ml de MMV liquido y se
cultivaron durante tres dias a 30°C en agitacion constante (200 rpm), por
triplicado. Posteriormente, se eliminé el MMV liquido del matraz y se lavo el
micelio con agua destilada estéril. Con ayuda de un embudo y papel filtro
estéril se elimind el exceso de liquido del micelio y se pasé a un tubo de 15
ml, que habia sido pesado previamente. El micelio obtenido fue liofilizado a -
40°C, a 0.133 mBar durante 24 h en un liofilizador LABCONCO FreeZone
2.5. Después, se peso el tubo méas el micelio liofilizado y se determind el
peso en gramos del micelio obtenido. Antes y después de ser liofilizado, se
observo la morfologia del micelio de ambas cepas en el microscopio 6ptico

binocular CX-21 LED Olympus con un aumento de 10Xy 40X.

Tasa de elongacion

En cajas Petri de 15 cm con VMM se sembraron 10 ul de conidias de
la cepa WT y la mutante Acrn-1 en una orilla de la placa, y se dejé crecer
durante 12 h a 30°C, por triplicado. Se marco el crecimiento de la colonia
cada 4 h (a partir de las 12 h) hasta que el micelio llen¢ la caja (Figura 4). El
tiempo O (TO) corresponde al momento de inoculacion, T1 son 12 h de
crecimiento y el resto de los tiempos es cada 4 h. Se midi6 10 veces por

cada tiempo.
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Figura 4 Método para la medicion de la tasa de elongacion. Las lineas
negras corresponden al crecimiento en un tiempo x. Las lineas azules son
los transectos sobre los que se realizaron las mediciones del crecimiento en

cada tiempo.

Determinacion de proteinas totales

La cuantificacion de proteinas totales de la cepa WT y la mutante
Acrn-1 se determind utilizando el método de Bradford modificado (Bradford,

1976).
Curva estandar de proteinas totales

La curva estandar se calculé utilizando una solucién de 10 mg mi™ de
Suero de albumina bovina 100X (BSA- por sus siglas en inglés Bovine Serum

Albumine) (New England BioLabs ®). Se prepararon por triplicado diferentes

14



concentraciones con agua destilada y la solucion de BSA en tubos de cultivo
y se le afiadieron 1.5 ml del Reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich), se agité
en un Vortex durante 5 s. Se incub6 durante 10 min a temperatura ambiente
y se midio la absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro Jenway modelo

6505 UV/Vis.
Cuantificacién de proteinas totales

Para las muestras problema, se utilizd micelio liofilizado de la cepa
WT y la mutante Acrn-1, se prepard una solucién de trabajo de 5 mg ml™
para cada cepa. Se hizo una dilucién 1:4 y se llevd a cabo el mismo

procedimiento que para la curva estandar.
Determinacion de quitina

La quitina fue determinada por el método de Morgan-Elson (Morgan y
Elson, 1934) como se describe en Larson et al (2011) con modificaciones

minimas.
Curva estandar de quitina

Se prepararon soluciones de 100 pl de diferentes concentraciones a
partir de una solucién de trabajo de 10 mg ml™* de N-acetil-D-glucosamina
(Sigma-Aldrich) por triplicado. Se afiadieron 100 ul de 1.5 M Na,CO3; en 4%
(p/v) de acetilacetona y se incubaron a 100°C por 20 min en un bloque
térmico VWR™. Los tubos fueron puestos a enfriar a temperatura ambiente y

se le afadieron 700 ul de etanol al 95% y 100 ul de la solucién de Ehrlich | 'y
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se incubaron por 1 h a temperatura ambiente. En un espectrofotometro

Jenway modelo 6505 UV/Vis se midio la absorbancia a 520 nm.

Cuantificacion de quitina

A partir de las muestras liofilizadas se tomaron 5 mg de micelio de la
cepa WT y la mutante Acrn-1 y se pusieron en un tubo de microcentrifuga de
1.7 ml con 1 ml de 6 N HCI. La mezcla se puso en bafio Maria a una
temperatura de 100°C por 20 h y después se seco en un bloque térmico
VWR™ a 100°C durante 5 h en una camara de extraccion. Posteriormente, el
material seco fue resuspendido en 1 ml de agua destilada y se centrifugé a
15,000 rpm por 15 min. Se tomaron 100 pl del sobrenadante de cada
muestra y se pusieron en un tubo nuevo. A partir de este paso se llevo a

cabo el mismo procedimiento que el que se hizo para la curva estandar.

Microscopio invertido de epifluorescencia

Para determinar si existen diferencias en la distribucion de la pared
celular en la mutante de endocitosis de N. crassa se observaron conidias y
germinulas de la cepa WT y la mutante Acrn-1 en el microscopio de
epifluorescencia utilizando los colorantes vitales Solophenyl Flavine al 0.1% y
blanco de calcofltor al 0.1% (Hoch et al. 2005).

Se espatularon conidias frescas de la cepa WT y la mutante Acrn-1 en
placas con VMM y se dejaron germinar durante 4 h a una temperatura de
30°C. En un cubreobjetos se afadieron 10 ul de Solophenyl Flavine 0.1% y

se coloco un bloque de agar invertido. Las cepas fueron observadas con un
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objetivo plan-apocromatico 63 X/1.4 A.N., utilizando un microscopio invertido
de epifluorescencia Axiovert 200 Carl Zeiss con un filtro FITC y se tomaron
imagenes en diferentes planos focales de las conidias y germinulas
observadas. Las placas con conidias y germinulas de la cepa WT y mutante
fueron incubadas nuevamente a 30°C y observadas en el microscopio de
epifluorescencia con el tratamiento del colorante 2 h después, 2 veces mas.
El procedimiento para la observacion y tincion con el colorante blanco de
calcofltor al 0.1% fue el mismo que el utilizado con el Solophenyl Flavine

0.1%.

Reconstruccion en 3D

Para la reconstruccion en 3D de las imagenes tomadas en el

microscopio invertido de epifluorescencia se utilizo el software MetaMorph®

Microscopio electrénico de transmision

Por medio de imagenes tomadas en el microscopio electronico de
transmision se midié el grosor de la pared celular de la cepa WT y la mutante
Acrn-1.

Las germinulas y conidias fueron crecidas sobre membranas de
dialisis, estériles y desionizadas en VMM a 23°C. Las células fueron
criofijadas sumergiéndolas rapidamente en propano liquido enfriado a -186°C
con nitrégeno liquido y después fueron substituidas en acetona con tetroxido
de osmio al 2% y acetato de uranilo al 0.05% a 85°C por 48 h. Se enjuagaron

en acetona al 100%, para posteriormente ser infiltradas en resina epoxica y
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embebidas en dos capas de teflon y polimerizados a 60°C por 24 h. Después
de la polimerizacion en resina, las células fueron seccionadas en un
Ultramicrotomo Leica (Leica Mycrosystems Inc., Bannockburn, IL, USA) y
posteriormente tefiidas por 10 min con acetato de uranilo al 2% en etanol al
50% y por 5 min en citrato de plomo. Las secciones fueron examinadas
usando un microscopio electrénico de transmision FEI CM12S (FEI
Electronics Instruments, Co., Mahwah, NJ) a 100 kV acoplado a una cdmara
digital Gatan 689 CCD (1024x1024 pixeles; Gatan Inc., Pleasanton, CA).
Este procedimiento se llevd a cabo en el laboratorio del Dr. Robert W.

Roberson de la Universidad Estatal de Arizona, en Tempe, AZ.

Medicion del porcentaje de area de pared celular

El porcentaje del &rea de pared celular de la cepa WT y la mutante
Acrn-1 se midié utilizando el software MetaMorph®. En las imagenes
tomadas en el microscopio electronico de transmision, se hicieron dos
mediciones en la region apical y subapical de las germinulas; se midio el
area de la pared celular y el area total de la célula, todas las mediciones se
hicieron en intervalos constantes. Con estos datos se calcul6 el porcentaje
de la pared celular que correspondia a cada zona de la germinula (Figura
5A). Para las conidias el procedimiento fue el mismo, solo que en éstas se

midio toda la célula (Figura 5B).
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Area de la pared Area total Area de la pared Area total

Figura 5. Procedimiento para determinar el porcentaje de pared celular en A)
germinulas y B) conidias de las células WT y mutante Acrn-1.
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Resultados
Tasa de elongacion

Se midio la tasa de crecimiento de la cepa WT y la mutante Acrn-1
durante 48 h, tiempo en el que la cepa WT lleno la placa de cultivo. La figura
6 muestra la grafica de las diferencias en la elongacién de la colonia, los
resultados indican que la mutante Acrn-1 tiene una tasa de elongacion de
aproximadamente la mitad (23.4 pm min™) que la cepa WT (46.7 um min™)

en el mismo periodo.
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Figura 6. Tasa de elongacion de la mutante Acrn-1 en relacion con la cepa

WT. Barras de error muestran el intervalo de confianza al 95%.

Ademas de medir la tasa de elongacion, se calculd la producciéon de

biomasa en 24 horas de las muestras liofilizadas. La mutante Acrn-1 produjo
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99.2 + 47.8 mg d™ (promedio + error estandar), mientras que en la cepa WT

fue de 153.0 + 31.2 mg d*
Relacién proteina/quitina

Se analizdé bioquimicamente el contenido de quitina para establecer
las diferencias en la produccién de pared celular en la mutante Acrn-1y la
cepa WT. Como la tasa de elongacion fue menor en la mutante Acrn-1,
adicionalmente se cuantificaron las proteinas totales para estandarizar el
valor de la quitina de acuerdo al crecimiento de cada cepa. Se encontré que
aproximadamente el 30% del peso total corresponde a proteinas, en la
mutante Acrn-1y la cepa WT (31.5 y 35.4%, respectivamente) (Figura 7). Sin
embargo, la proporcion de quitina en la mutante Acrn-1 fue de 14.1% del
peso total y en la cepa WT fue de 9.1% (Figura 7). La razén calculada entre
proteinas totales y quitina indica que la mutante Acrn-1 contiene mas quitina

que la cepa WT (Figura 8).
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Figura 7. Porcentaje de proteinas totales y quitina en la mutante Acrn-1vy la

cepa WT. Barras de error muestran el intervalo de confianza al 95%.
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Figura 8. Razon entre proteinas totales y quitina en la mutante Acrn-1 y la
cepa WT.
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Distribucion de la pared celular

Por microscopia 6ptica

La distribucién de la pared celular en conidias y germinulas en la
mutante Acrn-1 y la cepa WT fue observada por microscopia de
epifluorescencia tiiéndola con el colorante solophenyl flavine al 0.1%.

En conidias, ambas cepas tenian una distribucion de la pared celular
asociada a la superficie de la célula. La mutante Acrn-1, no presento
acumulacion antes de la aparicion del tubo germinal, por el contario, en la
cepa WT se pudo observar mayor fluorescencia en el sitio de germinacién
(Figura 9). Una vez que las conidias han germinado, la mutante Acrn-1
presentd una acumulacion de pared celular en la zona apical, y en la esfera
germinal (Figura 10). Como la mutante Acrn-1 tiene periodos de crecimiento
polarizado e isotropicos intermitentes, la morfologia de los tubos germinales
se ve afectada, dando la impresién de la generacion de varias yemas previo
al establecimiento del crecimiento polarizado efectivo. Durante este
fenémeno, se observdé una acumulacion de la pared celular en los sitios
donde aparentemente crecera la célula en forma polarizada, pero no en los

que verdaderamente crece de esta manera (Figura 11y 12).
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Figura 9. Reconstruccion en 3D de imégenes de conidias de la mutante
Acrn-1 y la cepa WT tomadas con epifluorescencia, tefiidas con solophenyl

flavine al 0.1%.

Acrn-1 WT

Figura 10. Reconstruccion en 3D de imagenes de germinulas de la mutante
Acrn-1y la cepa WT tefiidas con solophenyl flavine al 0.1%.y observadas por

epifluorescencia. Escala = 20 pm.
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Figura 11. Reconstruccion en 3D de germinulas de la mutante Acrn-1 y la
cepa WT observadas por epifluorescencia, tefiidas con solophenyl flavine al
0.1%. Escala = 20 uym.

El mismo experimento de tincion de la pared celular se repitio6 con el
colorante blanco de calcofldor al 0.1%, se observaron resultados similares
gue con el solophenyl flavine al 0.1%, por lo que solo se muestra en la figura
12 la tincion de hifas maduras, donde observamos una acumulacién de
fluorescencia a lo que corresponde la pared celular del apice y el subapice

en la mutante Acrn-1y la cepa WT.
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Acrn-1

Figura 12. Observacion de hifas maduras en el microscopio de
epifluorescencia de la mutante Acrn-1 y la cepa WT, tefidas con blanco de
calcofltor al 0.1%. Escala = 50 um

Por microscopia electrénica de transmision

Para tener informacién cuantitativa del grosor y distribucion de la
pared celular en conidias y germinulas de la cepa WT y de la mutante Acrn-
1, se prepararon muestras para observar la ultraestructura de estas células.

Las conidias de la mutante Acrn-1 presentaron una distribucion irregular de la
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pared celular (Figura 13A y B), en contraste con la cepa WT, en la que se
observaba una distribucion homogénea (Figura 13C y D). En la figura 14, se
muestra el porcentaje que representa el area de la pared con respecto al
area total de la conidias, en la mutante Acrn-1 el porcentaje de pared celular
fue de 9.5% y en la cepa WT de 16.6%. En germinulas ocurre lo opuesto, la
mutante Acrn-1 tiene un grosor mayor de pared celular que esta distribuida
de manera irregular (Figura 15A y B), la diferencia en el porcentaje de pared
de la mutante Acrn-1y la cepa WT fue de 11.4%, siendo mayor la cantidad
de pared en la mutante (figura 16). En la figura 17, se muestra el porcentaje
que corresponde al &rea de la pared con relacién al area total, en diferentes
secciones desde el apice en germinulas, en la mutante Acrn-1 el porcentaje
de pared en el domo apical fue de 42.7%, siendo la region donde hubo

mayor diferencia con la cepa WT (13%)
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Figura 13. Observaciones de conidias en el microscopio electrénico de

transmision de la mutante Acrn-1 (Ay B) y la cepa WT (C y D). Escala = 0.5

um.
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Figura 14. Porcentaje del &rea de pared celular con respecto al area total en

conidias de la mutante Acrn-1 y la cepa WT. Barras de error con un intervalo

de confianza del 95%.
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Figura 15. Observaciones en el microscopio electronico de transmision de la
pared celular en el tubo germinal de la mutante Acrn-1 (Ay B) y la cepa WT
(CyD).Escala05um (AyC)y 0.1 um (By D).
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Figura 16. Porcentaje de area de pared celular respecto al area total en
germinulas de la mutante Acrn-1.y la cepa WT. Barra de error con un

intervalo de confianza del 95%.
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Figura 17. Porcentaje del area de pared celular con relacién al area por
distancia del apice en germinulas de la mutante Acrn-1.y la cepa WT. Barra

de error con un intervalo de confianza del 95%.
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Discusién

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, las mutantes
carentes de coronina en N. crassa presenta defectos en el crecimiento,
morfologia y produccién de biomasa de las hifas. La tasa de elongacion en la
mutante Acrn-1 fue de aproximadamente la mitad con respecto a la cepa
silvestre al igual que la biomasa producida, siendo similar a lo reportado por
Echauri-Espinosa et al. (2012). De acuerdo a ellos, las irregularidades en el
crecimiento y morfologia de las hifas sin coronina, pueden deberse a que
provoca inestabilidad en el citoesqueleto de actina lo cual afecta al Spk y por
lo tanto también a la migraciobn de vesiculas exociticas que llevan los
componentes para la construccion de la pared celular, necesarios para
generar una hifa con forma y crecimiento regular (Bartnicki-Garcia, 1989;
2002; Echauri-Espinosa et al. 2012)

La mutante Acrn-1 tiene mayor proporcion de pared celular en relacion
con la cepa WT, esto puede ser debido a que la forma en que crece la
mutante de coronina en cuanto a la tasa de elongacion y la morfologia, hace
que el depdsito de materiales de construccién de la pared celular se haga de
manera mas compactada e irregular. Podemos suponer que tanto en células
carentes de coronina como las silvestres, la cantidad de vesiculas exociticas
son similares, por lo que no hay diferencias en la produccion de quitina, sin
embargo, como el crecimiento de las células sin coronina es mas lento, la

entrega de vesiculas exociticas se realiza de forma irregular lo que lleva
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consigo un engrosamiento de la pared celular sin que esto signifique un
incremento en la elongacion de la hifa.

Consistente con estudios en mutantes de endocitosis (Gourlay et al.,
2003; Ge et al., 2005; Upadhyay y Shaw, 2008; Higuchi, 2009; Echauri-
Espinosa et al., 2012), las observaciones de la mutante Acrn-1 con el
microscopio de epifluorescencia y electronico revelaron defectos en la
deposicion, grosor y morfologia de la pared celular. Los defectos en la
mutante de coronina, como ya se habia mencionado anteriormente, pueden
deberse a la deposicion deslocalizada de los componentes de la pared
celular por parte de vesiculas exociticas guiadas por el citoesqueleto de
actina defectuoso, lo que provoca grosor irregular de la pared en diferentes
zonas de la célula y aspecto ondulado de la membrana plasmética producido
por el exceso de pared en estas zonas. Ademas las diferencias en el
porcentaje de pared celular ocupado por conidias y germinulas de la mutante
Acrn-1 y la cepa WT, con respecto a ellas mismas, no necesariamente esta
asociada a la deposicion de vesiculas exociticas, si no que también podria
deberse a la fase del ciclo celular en el que se encuentren (Cro et al., 1998;
Cho et al., 1998; Spellman et al., 1998).

De acuerdo a las observaciéon en la mutante Acrn-1 por Echauri-
Espinosa et al. (2012), el Spk desaparecia en periodos intermitentes y esto
estaba relacionado con los patrones de crecimiento isotropico y polarizado.
Cuando el Spk desaparece, las vesiculas exociticas comienzan a
depositarse por todos lados como ocurre en conidias que tienen un

crecimiento isotrépico antes de germinar, y una vez que el Spk se vuelve a
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formar, las vesiculas son depositadas correctamente y el crecimiento
polarizado se restablece. Entonces, los defectos en el Spk, producidos por
un mal funcionamiento en el citoesqueleto de actina que se encuentra
afectado por la ausencia de coronina en la mutante Acrn-1, hace que las
vesiculas exociticas no estan siendo transportadas correctamente
produciendo las acumulaciones irregulares de pared celular, el aumento en la
proporcion de quitina, el crecimiento lento y las irregularidades en el
porcentaje de &rea ocupada por la pared celular.

Durante el crecimiento de la hifa se requiere la adicion de proteinas y
componentes que formaran la pared celular, que en su mayoria son
transportados por vesiculas exociticas, por lo que constantemente se adhiere
nueva membrana plasméatica en el apice y como consecuencia se produciria
un exceso de membrana en la region de crecimiento. Este exceso de
membrana podria ser contrarrestado por la endocitosis, mecanismo por el
cual se reciclaria la membrana plasmatica, proteinas y componentes
formadores de pared celular. En la mutante de coronina, no se produce el
reciclaje debido a que el mecanismo de endocitosis se encuentra afectado
por el mal funcionamiento del citoesqueleto de actina, produciendo los

defectos en la morfologia y crecimiento de la hifa.
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Conclusioén

La mutante de coronina Acrn-1 presenta morfologia irregular con
patrones de crecimiento isotroépico y polarizado de manera
intermitente, lo que altera su tasa de elongacion.

La proporcion de quitina en las células de N. crassa incrementa
cuando carece de la proteina coronina.

Las células en la mutante Acrn-1 muestran irregularidades en la
morfologia y distribucién de la pared celular. En conidias, la pared
celular abarca menor area, mientras que en germinulas el porcentaje
de area de pared aumenta, principalmente en el 4pice, en relacién a la
cepa silvestre.

La evidencia sugiere que la carencia de coronina en las células de N
crassa causa deficiencias en la conformacion y distribucién adecuada

de la pared celular, lo que causa una tasa de elongacion menor.
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Apéndice

Recetas para medios de cultivo

Medio minimo de Vogel

Medio minimo de Vogel (1L) Cantidad

Sacarosa 15¢9

Agar 15¢g

Sales de Vogel 50 X 20 ml

Agua destilada AforarallL

Esterilizar por autoclave

Medio minimo de Vogel liquido

Medio minimo de Vogel liquido (1 L) Cantidad
Sacarosa 159

Sales de Vogel 50 X 20 ml

Agua destilada AforaralL

Esterilizar por autoclave

Sales de Vogel 50 X

En 750 ml de agua destilada disolver en orden y mezclar a
temperatura ambiente con ayuda de un agitador magnético las siguientes
soluciones:

Sales de Vogel (1 L) Cantidad
Na, citrato - 5 ¥2 H,0O 150 g
KH,POy,, anhidrido 250 g
NH4NO3;, anhidrido 100 g
MgSO4, 7 Hzo 10 g
CaCl,, 2 H,0 59
Solucién de elementos traza 5ml
Solucién de biotina 2.5 ml

Aforar a 1 L con H,O destilada y agregar 2 ml de cloroformo como
conservador y almacenar a 4 °C.
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Solucién de elementos traza

En un volumen de 95 ml de agua destilada agregar en orden y disolver
con agitador magnético las siguientes soluciones:

Solucién de elementos traza (100 ml) Cantidad

Acido citrico - 1 H,O 5g
ZnS0Oy4 - 7 H,O 59
FE(NH4)2 (SO4)2 -6 HO 1 g
CUSO4 -6 Hzo 0.25 g
MnSO;, - 1 H,O 0.05¢
H3;BO3 anhidrido 0.05¢
Na,MoOQOy, - 2 H,O 0.05 g

Aforar a 100 ml con H,O destilada y agregar 1 ml de cloroformo como
conservador, y almacenar a 4 °C.

Solucion de biotina

Solucién de biotina (50 ml) Cantidad

Biotina 0.005¢
Agua destilada 50 ml

Almacenar a 4 °C en tubos falcon.

Soluciéon 6N HCI

Solucién 6N HCI (50 ml)* Cantidad
12 N HCI (37%-1.18 densidad) 25 ml
H,O destilada 25 ml

El agua destilada debe enfriarse primero antes de afadir el 12 N HCl o
bien puede prepararse en un bafio de agua fria. Almacenar a temperatura
ambiente.

Solucién 1.5M Na,COs en 4% (p/v) acetilacetona

La solucién debe de prepararse el mismo dia que va a usarse.
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Solucién 1.5 M Na2CO3 en 4% (p/v) acetilacetona Cantidad

(10 ml)
Na,COs3 1.6 g
Acetilacetona 400 pl

Aforar a 10 ml con H,O destilada y disolver.

Solucién de Ehrlich |

Agregar los reactivos en orden:

Solucién de Ehrlich 1 (10 ml) Cantidad

Etanol absoluto 5mi
12 N HCI (37%-1.18 densidad) 5 ml
C9H11NO 260 mg

El etanol debe de enfriarse primero y después se agregar el 12 N HCI
o bien puede preparase en un bafio de agua fria. Almacenar a -4 °C y es
estable durante 30 dias.
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