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Director de Tesis

Resumen:

Existe una gran cantidad de proteinas que interactian con el
citoesqueleto de actina, las cuales son responsables de regular el ensamblaje,
organizacion y funcién que este desempefiara.

La coronina es una proteina asociada a actina. Pertenece a la familia WD
(Triptofano-Aspartato) repetitiva y juega un papel importante en varios procesos
de regulaciéon de actina. Es encontrada en organismos que van desde las
levaduras hasta los humanos. Esta proteina se encarga de unir filamentos de
actina y de la regulacién negativa del complejo Arp2/3 y de muchos procesos
fisioloégicos dependientes de actina.

El citoesqueleto de actina provee de un marco estructural que da forma a
la célula y define la polaridad asi como tambien juega un rol importante en
procesos tales como la endocitosis, exocitosis y la remodelacion de la pared
celular. Estos procesos son sumamente importantes en el crecimiento polarizado
caracteristico de hongos filamentosos.

Este trabajo es el primer reporte del papel que desempenfia la proteina
coronina en hongos filamentosos. Se encontré que la mutacion de cor? provoco
alteraciones en la morfologia de la colonia y de las hifas, en el proceso de
ramificacion, el indice de conidiacion asi como también tuvo fuertes efectos en la
polaridad y direccion del crecimiento. También afecto varios procesos regulados
por actina como el transporte de organelos y la endocitosis tanto en hifas
maduras como en germinulas.

Palabras claves: coronina, actina, crecimiento polarizado, Spitzenkérper,
endocitosis, exocitosis, Neurospora crassa.
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Introduccidn:

El crecimiento vegetativo en hongos filamentosos ocurre principalmente
a través de la elongacion de las hifas desde el apice. Un hongo filamentoso se
compone de un gran nimero de hifas, las cuales tienen la caracteristica de
crecer de manera polarizada. Esta forma de crecimiento permite a la célula
expandirse polarmente en una sola direccién, formando células con forma
cilindrica donde se establece un solo sitio de crecimiento el cual se mantendra
siempre constante. Este tipo de crecimiento polarizado toma lugar en la
mayoria de los filos de células eucariotas (Taheri-Talesh et al., 2008), y es de
principal importancia en el crecimiento neuronal, del crecimiento del tubo
germinativo del polen de plantas vasculares, de hifas en hongos superiores y
de extensiones celulares en células de mamiferos (Momany, 2002). Este tipo
de crecimiento, es llevado a cabo en hongos mediante la adicién de pared
celular al apice de la hifa el cual se caracteriza por presentar un acumulo de
vesiculas (Bartnicki-Garcia et al, 1995). Estas vesiculas acarrean los
componentes necesarios para la sintesis de la membrana y de la pared celular.
Por lo tanto, la formacién de pared celular es el resultado de un proceso de
secrecion, el cual basicamente depende de la polarizacion del aparato secretor
de la célula (Bartnicki-Garcia, 2002). A este aparato secretor de la célula se le

denomina Spitzenkérper (Spk), tambien conocido como centro de suministro de



vesiculas (VSC)', el cual es una estructura compleja encontrada en el apice de
las hifas en crecimiento de hongos superiores. En general, el Spk consiste en
tres partes fundamentales: un nucleo central de composicion variable, un
acimulo de microvesiculas que rodean al nucleo, y una nube de
macrovesiculas que se encuentra rodeando estas dos partes anteriores
(Reynaga-Pena et al., 1997). El acarreamiento de vesiculas hacia la hifay en el
Spk es mediado por el citoesqueleto de actina (Bartnicki-Garcia, 2002)

El citoesqueleto de actina provee de un marco estructural, el cual da
forma a la célula y define la polaridad (Drubin et al., 1996). Sus propiedades
dinamicas proveen la fuerza basica para la division celular y la locomocion
(Satterwhite et al., 1992; Stossel., 1993; Mitchison et al., 1996). Ademas, esta
involucrado en el movimiento de membrana, incluyendo endocitosis Yy
exocitosis (Chimini et al., 2000).

El citoesqueleto de actina cambia constante y rapidamente en respuesta
a estimulos extracelulares, siendo un componente estructural altamente
dinamico (Lodish et al., 2004; Walker, 2005; Uetrecht et al., 2006). La actina es
una proteina globular de 42 kDa que se puede encontrar en dos estados
diferentes, globular (G-actina) y formando microfilamentos (F-actina). Los
microfilamentos de actina se ensamblan desde su terminal negativa hacia la
positiva. El ensamblaje de actina globular en microfilamentos requiere de un

paso inicial de nucleacion (los monémeros de actina se comienzan a asociar en

* VSC por sus siglas en ingles, (Vesicle Suply Center)



dimeros, trimeros etc.), partiendo de este paso, el filamento comienza a
ensamblarse de forma tal que los monémeros se van adhiriendo al extremo
positivo (en este extremo sucede la polimerizacion) (Lodish et al., 2004).

Los microfilamentos de actina se pueden anclar a un numero muy
diverso de proteinas asociadas a actina, formando asi, estructuras muy
dinamicas como unidades contractiles, el citoesqueleto 6 redes en la periferia
de la célula (Sheterline, 1998). Los microfilamentos de actina son ensamblados
de dos formas generales: en parches y en cables.

Esta propiedad dinamica del citoesqueleto de actina es regulada por
multiples proteinas de anclaje a actina las cuales expanden, contraen,
estabilizan, unen o cortan los microfilamentos de actina (Asano et al., 2001).

Las proteinas de anclaje a actina regiran la organizacién de cada
estructura (parches y microfilamentos) ya que estas son las encargadas de la
polimerizacién de los microfilamentos de actina. Los microfilamentos de actina
son unidos de manera que estos queden de forma paralela unos a otros por
accion de las proteinas de union a actina dando lugar a cables. Estos cables de
actina juegan un papel muy importante en muchos procesos celulares tales
como la divisién celular (citoquinesis) y el movimiento celular (Pollard y Borisy.,
2003).

Los parches de actina son un componente crucial de la base del
citoesqueleto de actina los cuales llevan a cabo la redistribucion de actina

durante el establecimiento de la polaridad de la célula (Smith et al., 2001). Asi



como también se encargan del proceso de endocitosis (Moseley y Goode.,
2006)

Dentro de las proteinas de unién a actina que poseen una funciéon muy
importante en la regulacion de la formacién de estructuras del citoesqueleto de
actina, se encuentra la coronina, encontrado en organismos que van desde la
levadura hasta los humanos (Uetrecht y Bear., 2006).

La coronina es una proteina de unién a actina originalmente aislada de
Dictyostelium discoideum (de Hostos et al., 1991). Pertenece a la familia
Triptofano-Aspartato-repetitiva (WD)  y juega un papel importante en varios
procesos de regulacion de actina (de Hostos, 1999; Uetrecht y Bear, 2006). La
coronina posee 5 dominios, los cuales consisten en una extension N-terminal
(NE), un dominio de 7 hojas [ el cual posee unién a actina, una extension C-
terminal (CE) un dominio llamado regién unica (U) la cual se desconoce su
funcion y varia entre las coroninas de distintos organismos, asi como tambien
posee un dominio con forma de espiral “coiled-coil” (CC) el cual posee unioén a

actina (Figura 1) (Uetrecht y Bear., 2006)

* Triptofano (Trp, W) Acido aspartico (Asp, D)



(®) Vista superior Vista lateral Vista inferior
NE - Propela

Isoforma Referencia

RO, e -—— Coronina 1A Oku et al, (2003)

- Coronina 1A Gatfield et al.,(2005)
Coronina 1A Liu, C. Z. et al,, (2006)

Xenopus Mishima ef al., (1999)

Levadura  Goode ef al, (1999)
TRENDS in Cell Biology

Figura 1.- Dominios estructurales de los sitios de union a F-actina de
coronina. (a) Estructura de la coronina 1A. (b) Dominios estructurales, los
colores corresponden a los de (a) y las lineas rojas a los sitios de unién a F-
actina. Imagen de Uetrecht y Bear, (2006)

La coronina tiene la funcién de unir microfilamentos de actina, regular al
complejo Arp2/3 (Arp2 vy Arp3)" mediante la inhibicion de su actividad de
nucleacién (Moseley y Goode, 2006) y de unir microflamentos de actina a
microtubulos (Goode et al., 1999). Asimismo se cree que la coronina también

esta involucrada en la modulacién dinamica de actina.

*Arp por sus siglas en ingles (Actin related proteins)



La regulacién del papel que desempefia el complejo Arp2/3 resulta
sumamente importante ya que este complejo es crucial en la regulacion de la
polimerizacién de actina. Este complejo actiia asociandose a un lado del
microfilamento creciente de actina, donde comienza a oligomerizar una especie
de ramificacion, formando un angulo caracteristico de 70° con respecto al
filamento lider (Uetrecht et al, 2006). Este complejo, tambien tiene la
caracteristica de servir como nucleador para la polimerizacion de
microfilamentos de actina de novo, pero solo lo puede hacer para la formacion
de parches (Moseley y Goode et al., 2006)

La actina tiene una organizacion apical importante en Neurpospora
crassa, acumulandose en la punta. La coronina es una proteina que se
encuentra asociada a F-actina y al complejo Arp2/3, los cuales poseen una
gran importancia en el desenvolvimiento de actina en la célula (Virag et al.,
2004). La caracterizacion de la funcién y dinamica de la coronina en
Neurospora crassa ayudaria a entender el rol que la coronina cumple dentro
del papel que desempefia el Spk en el crecimiento polarizado, asi como el

papel que juega la actina en la zona apical de la hifa.



Antecedentes:

La purificacion de la coronina (crn1) en Saccharomyces cerevisiae,
demostré que ésta se ancla desde su dominio CC a la actina y entrelaza
flamentos de actina ya sea en arreglos “sueltos”, en forma de filamentos
pequefios sobrepuestos 6 en forma de paquetes o parches sencillos de
filamentos largos (Goode et al., 1999). La sobreexpresién de ¢m1 en levadura,
causa un arresto de la célula durante su crecimiento, evitando que ésta
continué su desarrollo sin embargo, este efecto puede ser revertido ya sea
suprimiendo el dominio de unién a actina (ABD)" o el dominio CC. La
localizacion de cm1 en los parches de actina dependera también de estos dos
dominios (Humphries et al., 2002). La delecién del gen de la coronina en
levadura no causa efecto aparente ya sea en el crecimiento celular, la
morfologia o la organizacion de la actina, lo que sugiere que las funciones que
ésta lleva a cabo son redundantes con algln otro factor celular (Moseley y
Goode et al., 2006). Sin embargo, crn1 muestra defectos sinérgicos en el
crecimiento celular y la organizacion de actina con mutaciones en la actina
act1-59 y cof1-22 (Oku, T. et al., 2003). Lo que sugiere que cm1 puede
promover el desensamblaje de actina en lugar de estabilizar los filamentos de
actina (Goode et al., 1999).

En levaduras, la coronina se localiza en la corteza cortical, se ancla a

microfilamentos de actina con gran afinidad y promueve el rapido ensamblado

* ABD por sus siglas en ingles, Acting Binding Domain



y unién de estos. Los dominios que regulan esta actividad de la coronina son
altamente conservados (Goode et al., 1999).

Las células que poseen un fenotipo mutado de la coronina, muestran
defectos en locomocién, tasa de crecimiento y presentan una desorganizacion
del citoesqueleto de actina (Uetrecht et al., 2006).

La coronina parece estar asociada a casi todas las estructuras que
contienen F-actina. Por lo que no es sorprendente observar que mutaciones en
coronina, afectan todos aquellos procesos mediados por la actina (citoquinesis,
movilidad celular, fagocitosis, endocitosis, exocitosis, micripinocitosis) (Maniak
et al., 1995; Fukui et al., 1999).

Los mecanismos que son causantes de la activacion del complejo de
proteinas asociadas a actina (Arp 2/3) ha sido el enfoque de muchos estudios.
La primer evidencia de interaccion entre la coronina y el complejo Arp2/3
provino de la purificacion del complejo de lisados de neutrofilos. La coronina 1A
en humano fue identificada como una proteina co-purificada en esta
preparacién (Machesky et al., 1997). Esta observacion fue confirmada vy
extendida en estudios en levaduras (Humphries et al., 2002).

Mas evidencias de la interaccion del complejo Arp2/3 con la coronina
provienen de estudios con la Coronina 1B (Cai et al.,, 2005). Coronina
endogena 1B puede ser co-inmunoprecipitada con el complejo Arp2/3
proveniente de una gran variedad de tipos celulares (Cai et al., 2005).

Interesantemente, la interaccion entre la Coronina 1B y el complejo Arp2/3 es



regulada por la fosforilacién de serina 2 de la Coronina 1B por medio de la
proteina quinasa C (PKC)* (Uetrecht et al., 2006).

La presencia constante de actina en los sitios de crecimiento polarizado
de la hifa, dicta su incorporacién dentro de modelos de crecimiento desde el
apice de la hifa. De acuerdo con el modelo hifoide, las vesiculas se acumulan
en lo que es un centro de suministro de vesiculas (VSC) antes de ser
distribuidas a su destino final en la punta de la hifa (Bartnicki-Garcia et al.,
1990: Gierz et al., 2001). En este modelo, la actina es propuesta como
responsable del desplazamiento crucial de vesiculas desde el VCS hasta la
membrana plasmatica. Otro modelo propuesto para el crecimiento polarizado
de la hifa, menciona que la actina regula la extensibilidad de la punta por medio
del reforzamiento de la membrana plasmatica 6, impulsando la punta hacia
adelante a través del arreglo de la F-actina citoplasmatica (Heath, 1995). Para
poder reforzar la region apical de la membrana plasmatica, la actina tendria
que estar anclada en la punta de la hifa.

La presencia de microfilamentos de actina en el Spitzenkérper ha sido
observada a nivel ultraestructural en algunos hongos como Fusarium
acuminatim (Howard, 1981). En N. crassa, la acumulacion del Spitzenkérper y
actina apical coincide con el VSC (Virag et al., 2004). Esto sugiere que la
acumulacion apical de actina es la base o el esqueleto del VSC. En mutantes

de actina act1, la acumulacién apical de actina se observa completamente

* PKC por sus siglas en ingles de Protein Kinase C



deslocalizada o en una posicién sub-apical o se divide en dos partes
severamente desiguales (Virag et al., 2004).

Aunque, la distribucion de actina en el hongo filamentoso Neurospora
crassa no ha sido completamente conocida, se ha demostrado que es muy
importante para el crecimiento polarizado apoyando al Spitzenkoérper en el
trafico de vesiculas a la membrana plasmatica. (Bartnicki-Garcia et al., 1990).
Los microfilamentos de actina se localizan en la region apical y subapical
(Taheri-Talesh et al., 2008; Upadhyay y Shaw., 2008) donde se lleva a cabo

crecimiento polarizado.
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Hipotesis

La mutacion de la coronina afectard la formaciéon y caracteristicas

dinamicas del Spk y del crecimiento polarizado que este regula en N. crassa

11



Objetivos Generales:

« Caracterizar a la cepa mutante del gen (cor?) que codifica para la

proteina coronina en Neurospora crassa

Objetivos Particulares:

« Identificar el papel de la coronina en el crecimiento polarizado.

« Describir la organizaciéon y dindmica del Spitzenkérper en la mutante
cort

« ldentificar el papel de la coronina en la cinética celular y de algunos

componentes como mitocondrias y nucleos
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Materiales y Métodos
Organismos y medios de cultivo

Se utilizaron la cepa con la mutacion por silenciamiento del gen de la
proteina coronina (cor?) de Neurospora crassa con tipo de apareamiento mat
Ay mata.

Para realizar las transformaciones, se utilizd6 la cepa mutante de
Neurospora crassa His™ (His N9716) mat a. A manera de control se uso la
cepa Neurospora crassa silvestre mat a.

Los cultivos se mantuvieron en Medio Completo de Vogel (MCV) con
agar 1.5%. Durante los experimentos se utiliz6 Medio Minimo de Vogel (MMV)
agar 1.5%. Para la induccion de la fase sexual se usé Medio Sintéetico de
Cruzas (MSC) con agar, asimismo para crecer His™ se utilizd MMV agar 1.5%
con histidina a una concentracion de 25 ug mi”’ en cajas Petri. También se
utilizd medio FIGS para la recuperacion de las cepas transformantes. Los
cultivos se incubaron a 28 °C (Los medios de cultivo se encuentran en el

apéndice |)

Cruza de cepas

Se indujo el ciclo sexual de N. crassa, cruzando la cepa mutante de cor?
mat A con la cepa His® mat a (cor! A X His™a) para asi obtener una cepa con
doble mutacion cor? His® la cual fue utilizada para realizar la transformacion

con fimbrina marcada con GFP (Fim-sGFP). También se realizé una cruza de
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la mutante de cor? mat A con la cepa silvestre N. crassa mat a con el objetivo
de observar si existia alguna alteracion en el ciclo sexual de la cepa mutante
de cor1.

Se sembré la mutante de coronina mat A en cajas de Petri con MSC.
Se incubaron durante 5 dias a 28° C. Posteriormente se reinoculo por separado
con la cepa silvestre de tipo de apareamiento complementario y la cepa His™.
Se incubaron durante 7 dias a 25° C en oscuridad total.

Las estructuras sexuales que se obtienen se denominan peritecios, los
cuales contienen las ascosporas que una ves maduras son expulsadas. Estas
se recolectaron con agua destilada estéril y se transfirieron a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml. Las ascosporas se espatularon en cajas de Petri
con MMV agar 1.5% y se les dio un shock térmico a 60 °C durante 3 h 'y se
incubaron a 28° C durante 12 h. Se recuperaron colonias y se transfirieron a
tubos de 5 ml con MMV agar 1.5% inclinado y se incubaron a 28 °C durante 48

h.

Imagenes de morfologia macroscépica

Las observaciones de la morfologia de la colonia de la mutante de cor1
se llevaron a cabo mediante la utilizacion de una camara digital Nikon y al
mismo tiempo se hicieron comparaciones con la cepa silvestre. Para esto, se

inocularon cajas de Petri con medio MMV agar 1.5% con esporas (1.5 X 10°
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esp mI'") y se incubaron a 28° C. Se tomaron fotografias con una camara nikon

al tiempo 0, a las 12 h y después se tomo una fotografia cada 6h.

indice de ramificacién

Para obtener el indice de ramificacion de la mutante de cor? y la cepa
silvestre se utilizd un estereoscopio SZXILLB2-100 marca Olympus. La captura
de imagenes se realizo con un CCD marca Olympus modelo DP70. Se inoculé
cada sepa por separado en cajas de Petri con MMV agar 1.5% a una
concentracion 1.5 x 10° esp mI y se incubé a 28 °C durante 24 h. Se tomaron
imagenes del margen de la colonia a 25X directamente de la placa de agar.

El indice de ramificaciones se obtuvo calculando el promedio de
formacién de ramas cada 100 um, considerando desde la punta hasta la region

basal.

Medicion de Biomasa

Para obtener la biomasa total, las cepas con la mutacién de cor? y
silvestre se inocularon en cajas de Petri con MMV agar 1.5% sobre una
membrana de didlisis. Las membranas de didlisis se cortaron al didmetro de la
caja. Una ves cortadas se lavaron con agua destilada desionizada (H2Odd) y se
esterilizaron en autoclave. Ya estériles se secaron a 60 °C y se pesaron. Las
membranas se colocaron sobre el medio y se inoculd esporas de cada cepa

por separado a una concentraciéon de 1.5 X 10° esp ml™". Se incubaron a 28°C
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durante 48 h y se desprendieron las membranas con el micelio secandose
nuevamente a 60 °C. Las membranas de didlisis se pesaron y la diferencia
entre el peso inicial y el peso final se considero la produccion de biomasa que

se reportd en pg d™'.

Conidiacién

Para cuantificar la cantidad de conidias producidas por la mutante de
cor1 en comparacién con la cepa silvestre, se inocularon por separado en cajas
de Petri con MMV agar 1.5% y se incubaron a 28 °C durante 48 h. Se
recuperaron las conidias en Sorbitol 1 M. Se cuantific6 el numero de conidias
por mililitro utilizando una camara de Neubauer y un microscopio compuesto

convencional marca Olympus® a un aumento de 40X

Tasa de crecimiento

Para calcular la tasa de crecimiento de la de la mutante de cor? y la
cepa silvestre se inocularon en cajas Petri de 15 cm de diametro con MMV
agar 1.5% con las dos cepas por separado a una concentracion de 1.5 X 10°
esporas mi" y se incubaron a 28 °C por 48 h. Se midi6 el crecimiento desde el
origen hasta el margen de la colonia a las 12 h de incubacién y posteriormente

cada 6 h.
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Transformacion de N. crassa mutante de cor? con fimbrina-sGFP

Para la transformacién de N. crassa mutante de cor! fue necesario
obtener una doble mutante cor? His™. La mutacion en el sitio de la histidina en
la cepa mutante His® permite la seleccion de una cepa transformada
eficazmente mediante el crecimiento de esta en MMV agar 1.5% sin histidina,
de esta forma, solo aquellas que integraron el ADN plasmidico en su ADN
gendémico contendran la copia del gen para la histidina asi como la copia para
codificar la proteina marcada fluorescentemente. Se realiz6 una transformacion
con el plasmido pDD06 (Delgado-Alvarez, 2008) en el cual se tiene el gen de la
proteina fimbrina marcada con GFP.

Para llevar a cabo la transformacién se inocularon esporas de la doble
mutante cor? His™ y se dejo en incubacion a 28° C durante una semana.

Las esporas se recuperaron con sorbitol 1M (estéril). Posteriormente la
solucién de esporas se filtro para eliminar el micelio y los restos de agar. Se
recuperaron conidias y se lavaron en sorbitol 1M.

Se tomaron 90 pl de esporas y se les adiciono 10 pl de plasmido para
transformar. Se dejaron en hielo por 15 min y se paso la solucion a celdas de
electroporacion previamente esterilizadas. Se ajustaron los parametros del
electroporador a 1.5kV, 25 pF y 600Q. Inmediatamente después del pulso
eléctrico se afiadieron 900 pl de sorbitol 1M estéril, se mezcld y se afiadio 4 ml
de medio de recuperacion y se incubo en oscuridad a 28° C durante 3 h. Se

centrifugé a 3500 rpm durante 5 min, se decanto el sobrenadante y se
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resuspendieron las esporas en el volumen restante para espatularlas en cajas
de Petri con medio FIGS (ver apendice). Se incubaron a 28° C durante 5 dias.
Posteriormente se recuperaron las colonias en MMV agar 1.5% y estas se

analizaron en un microscopio confocal para seleccionar aquellas positivas.

Microscopia
A) Microscopia de contraste de fases

Mediante el uso de un microscopio invertido Axiovert200® (Carl Zeiss)
se realizaron observaciones por contraste de fases de hifas maduras y
germinulas, para observar la dindmica interna y de crecimiento de la célula. Se
tomaron series de tiempo de las dos cepas en ambos estadio. Las imagenes se
grabaron con un intervalo de 4 s utilizando el software Axiovision® Rel. 4.6.3
(Carl Zeiss). Para su andlisis los archivos se convirtieron a formato AVI. Las
cepas se inocularon en MMV agar 1.5% y se incubaron a 28 °C durante 12 h'y
posteriormente se observaron al microscopio utilizando la técnica de bloque

invertido descrita por Hickey ef al., (2002).

B) Microscopia de epifluorecencia

Para la microscopia de epifluorecencia se utilizé un microscopio invertido
Axiovert200® (Carl Zeiss). Se llevaron a cabo observaciones de la pared
celular en hifas maduras y conidias utilizando Calcofluor (0.01%). Este

colorante tifie la quitina de la pared. Como longitud de onda de excitacion se
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utilizé luz UV, la longitud de onda de emisién es azul entre los 315-400 nm
(Kilbey, 1977).

Para la observacién de hifas maduras, las cepas se inocularon por
separado en cajas Petri con MMV agar 1.5% y se incubaron a 28 °C durante 16
h. Para las conidias se espatularon esporas en MMV agar 1.5%. Las conidias
se mantuvieron a 4 °C durante 1 h para sincronizar la germinacion,
posteriormente se incubaron a 28 °C. Se realizaron observaciones al tiempo 0
y subsecuentemente cada hora. Tanto para hifas maduras como para las
conidias se utilizo la técnica de bloque invertido (Hickey et al., 2002) poniendo
sobre el cubre objetos 5ul de calcofluor (0.01%).Se utilizé un objetivo de 100X;
1.3 A. N. Plan-Neofluar. Las imagenes fueron capturadas con el software
Axiovision® Rel. 4.6.3 (Carl Zeiss) y se convirtieron a formato TIF para su

analisis con el software Photoshop ® 9.0.

C) Microscopia confocal

La visualizacién de mitocondrias y organelos membranosos se llevé a cabo
en un microscopio confocal LSM Meta 510 (Carl Zeiss) con un objetivo de
100X; 1.3 A. N. Plan-Neofluar de inmersién en aceite. Se tifieron las
mitocondrias con 10 pl de MitofluorRed (Invitrogen ®) a una concentracion de 5
uM y los organelos membranosos con 10 pl de FM4-64 (Invitrogen ®) a una
concentracién de 5 pM utilizando la técnica de bloque invertido (Hickey ef al.,

2002).
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D) Microscopia de electrénica de barrido

Para obtener imagenes por microscopia electronica de barrido, se
inocul6 la cepa mutante cor1 en cajas de Petri con MMV AGAR 1.5% sobre
una membrana de didlisis. Las membranas fueron cortadas, lavadas y
esterilizadas por autoclave previamente. Los cultivos se incubaron a 28 °C por
12 h y se fijaron con formaldehido al 4% en buffer PIPES” (50mM, pH 6.8, 2mM
EGTA, 2mM MgCl,) Después de 2 h se lavaron con PBS (NaCl = 4 gl KCl =
0.1 g-I"; KH2PO4 = 0.06 g-I"'; Na2HPO4 = 0.455 g-I"") una ves y posteriormente
con agua destilada y desionizada estéril, se cortaron fragmentos de 1 cm?
aproximadamente y se montaron en portaobjetos. Se dejaron secar a

temperatura ambiente y se metalizaron con oro.

’ Piperazine-N-N’-bis(s-ethane sulfonic acid) FM = 302.4
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Resultados

Morfologia de la mutante cor? de N. crassa.

Se llevaron a cabo observaciones macroscopicas del crecimiento
colonial de la mutante de cor? de N. crassa y se compararon con la cepa
silvestre. La morfologia de la colonia de la mutante de cor? a las primera 12 h
era circular con bordes irregulares, mostrando abultamientos en varias
regiones a diferencia de la cepa silvestre que tuvo una distribucion mas
homogénea. También esta mutante mostré gran cantidad de hifas aéreas al
contrario de la silvestre. La cepa silvestre crecio6 llenando la caja de Petri de 10
cm de diametro en las primeras 24 h, sin embargo la mutante ni siquiera llego
al margen de la caja a las 48 h (Figuras 2C, E)

En las imagenes obtenidas por microscopia estereoscopica a un
aumento de 25X, se observo que la cepa mutante de cor? produce un mayor
numero de ramificaciones, dando lugar a una colonia mas compacta que la
cepa silvestre (Figura 3).

Para obtener informacion mas detallada sobre la mutante de cor?, se
realizaron observaciones con alto aumento (2,500X) siguiendo el desarrollo
hifal, se observé que la mutante de cor? se elongaba de forma mas retardada,
ademas de perder por momentos la direccién y la polarizacion del crecimiento,
presentando abultamientos en el apice como si creciera en ciertos puntos de

manera isotropica, lo que no se observé en la cepa silvestre (Figura 4).
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Figura 2. Morfologia macroscépica de la colonia de la cepa mutante de
cor1 (A-C) y de la cepa silvestre (D- F).

Figura 3. Imagen a 25X del margen de la colonia de N. crassa de la cepa
mutante de cor1 (A) y de la cepa silvestre (B). Escala = 2 mm.
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La presentacién del abultamiento de las hifas estaba asociada a una
previa disminucion o interrupcion del crecimiento, mientras que la cepa
silvestre presenté un crecimiento continuo. La pérdida de la polaridad y de
direccion transitoria en las hifas de la mutante de cor? produjeron un

crecimiento en zig-zag que puede ser observado claramente en las imagenes

obtenidas por microscopia electronica de barrido (Figura 5)

Figura 4. Serie de tiempo del crecimiento de N. crassa mutante de cor? (A-D)
y silvestre (E-H) obtenida por microscopia de contraste de fases. Tiempos en
min:ss Escala= 10 ym.
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Figura 5. Imagen obtenida por microscopia electronica de barrido de la
cepa mutante de cor1. Escala = 20 um

Cinética de crecimiento

Para establecer cuantitativamente las diferencias de crecimiento entre la
cepa mutante de cor? y la silvestre, se midi6 la tasa de elongaciéon micelial
(Figura 6). La tasa de elongacién promedio de la colonia para la mutante cor1
fue de 3.1 £ 0.2 um min~', esta mutante crecidé en promedio 4.3 veces menos
que la silvestre que tuvo una tasa de 13.5 £ 0.6 um min™'. Para corroborar este
resultado, se midio la velocidad de crecimiento en hifas maduras (n=30)
utilizando mediciones a alto aumento en series de tiempo realizadas por
microscopia de contraste de fases, la velocidad de crecimiento de las hifas
para la mutante de cor? fue de 3.2 + 0.6 um min" y de 142 + 1.8 um min”’

para la cepa silvestre.
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Figura 6. Tasa de elongacién micelial (cm dia™) de la mutante de cor? de N. crassa
y la cepa silvestre M.

En las observaciones sobre la morfologia de la colonia y de sus
margenes, se observé un incremento en la frecuencia de ramificaciones, esta
variable fue cuantificada, encontrando una tasa de ramificacion para la mutante
de cor1 (n=30) de 1.5 + 0.1 ramas cada 100 ym y para la silvestre (n=30) de
0.3 + 0.03 ramas cada 100 um (Figura 7). Esto significa que la mutante de cor1
ramifica 5 veces mas que la cepa control.

Otro aspecto de la cinética de crecimiento que se consider6, fue la

produccién de biomasa en 48 h de crecimiento. La biomasa producida por la
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mutante cor? fue de 28.0 + 4 mg dia™', mientras que la cepa silvestre produjo

aproximadamente el doble en el mismo tiempo (48.5 + 10 mg dia™) (Figura 8).

»

o O,
| |

—

Ramificaciones cada 100 um
- N w
- OO N O W O, b
| | L 1 |

o
o

o
|

Figura 7.- indice de ramificacion cada 100 um. de la mutante de cor? de N. crassa
y la cepa silvestre M.
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Figura 8.- Produccion de Biomasa (mg dia™) de la mutante de cor1 de N. crassa
y la cepa silvestre .
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La conidiacion fue otro evento evaluado. Asi que después de incubar las
cepas por 48 h a 28° C, se obtuvo para la mutante una produccién de 0.6 x 10°
conidias mI" y de 1.5 x 10° conidias ml”" para la cepa silvestre, con una
relacién de 1:2 de produccién de conidias sobre la cepa mutante de cor?

(Figura 9).

1X10° Conidia mI’
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0

Figura 9.- Produccion de conidias (mg d"). Bl N.crassa silvestre,E N. crassa
mutante.

Las observaciones por contraste de fases de hifas maduras, revelaron
que la cepa mutante de cor? producia una mayor cantidad de septos. Para
observar con mayor detalle la distribucion de los septos se tifid la pared con
Calcofluor (Figura 10). En la cepa mutante de cor! se observé una mayor
frecuencia de formacion de septos, formando compartimentos mas pequefios,

esto en comparacién con la cepa silvestre (Figura 10 A).
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Figura 10.- Distribucion de los septos en N. crassa mutante de cor? (A) y
silvestre (B) tefidas con calcofluor. Escala 20 um.
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Caracteristicas del Spk

La observacion de la morfologia de la colonia y de hifas individuales
mostré, que la direccion y polarizacion del crecimiento en comparacion con la
cepa silvestre se veia afectada, al igual que la morfologia y el crecimiento
polarizado. La tincién con FM4-64 revelo que el Spk en la mutante de corf era
notablemente mas pequefio en comparacion con el de la cepa silvestre y no
presentaba la morfologia tipica encontrada en esta (Figuras 11 Ay D). De igual
forma, el Spk de la mutante mostraba muy poca estabilidad para mantenerse
en la punta de la hifa, esta inestabilidad ocasionaba que en ciertos momentos
el Spk desapareciera por completo y la hifa comenzaba a hincharse
isotropicamente perdiendo la polarizacion y la direccién de crecimiento.
Posteriormente el Spk reaparecia y con ello se reanudando el crecimiento en
forma de tubo (Figuras 12 A-E). Esta perdida repetida de direccion y polaridad
provoco que la hifa creciera con abultamientos y en forma de zig-zag (Figuras
5, 12). Los periodos intercalados de crecimiento isotropico y polarizado
determinaron que el diametro de las hifas disminuyera o aumentara en forma
intermitente (Figuras 4, 11 y 12). De igual forma, la trayectoria del Spk de la
mutante de cor? comparada con la de la cepa silvestre durante el crecimiento,
resultd afectada y no mantenia un recorrido en linea recta como el Spk de la

cepa silvestre (Figura 13)
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Figura 11.- Morfologia y distribucién del Spitzenkorper de N. crassa silvestre (A-C), y
N. crassa mutante cor? (D-F). Los paneles (A y D) muestran el Spitzenkdrper tefiido con

FM4-64 (5 uM). Los paneles (B y E) las imagenes por contraste de fases, y (Cy F) son
las composiciones de las imagenes del canal fluorescente y de contraste de fases. Las

flechas sefialan el Spitzenkorper. Escala 10um.
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Figura 12.- Localizacion, distribucién y dinamica del Spk en el crecimiento
polarizado de N. crassa mutante de cor? (A-J) y N. crassa silvestre (K-T). Los
paneles (A-E y K-O) muestran la tinciéon con FM4-64 (5 uM). Los paneles (F-J y
P-T) las imagenes por contraste de fases. Tiempos en min:ss. Escala 10pm.
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Figura 13.- Trayectoria del Spitzenkérper de la mutante de cor1 (A) y de
la cepa silvestre (B). La linea punteada en rojo representa un eje
horizontal en linea recta, los cuadros la trayectoria del Spk y los
asteriscos la ausencia del Spk.

Distribucion de organelos

Se comparo la dinamica y morfologia de las mitocondrias y los nicleos
en la cepa mutante de cor? con la cepa silvestre. Se realizaron observaciones
de mitocondrias y nucleos. Las mitocondrias de la cepa mutante de corl se
desplazaban hacia el apice de la hifa quedandose aglomeradas y limitando su
movimiento a la regién apical y subapical adyacente, en cambio en la cepa
silvestre las mitocondrias se encontraban a lo largo de toda la region subapical
y se movian en direccién anterograda y retrograda. En la mutante de cor1 las
mitocondrias tenian una forma esférica al contrario de las mitocondrias
alargadas de la cepa silvestre Las mitocondrias de la mutante cor? exhibian
una morfologia esférica al contrario de las mitocondrias alargadas de la cepa

silvestre. (Figura 14).
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Mediante una tincién negativa con el colorante FM4-64, se observoé la
distribucién de los nucleos. En la mutante de cor1 los nucleos se observaron
mas cercanos al apice y presentaron una forma esférica asi como un menor

tamario que la cepa silvestre (Figura 15)

Figura 14.- Morfologia y distribucién de las mitocondrias de N. crassa
silvestre (A-C) y N. crassa mutante de cor?! (D-F). Los paneles (A 'y D)
muestran las mitocondrias tefiidas con MitofluorRed ® (5 uM), los paneles
(B y E) las imagenes por contraste de fases. (C y F) son la composicion de
las imagenes del canal fluorescente y de contraste de fases. Las flechas
blancas sefialan la morfologia de las mitocondrias. Escala = 10um.
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Figura 15.- Imagen de la distribucién nuclear en la cepa mutante de cor?
(A-C) y en la cepa Silvestre (D-F). Marcaje realizado con FM4-64. Escala =

10um
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Germinacion

Para poder establecer desde que punto la mutante de cor? comenzaba
a mostrar defectos en la polaridad y direccion del crecimiento, se observo la
germinacién de conidias y se compararon con la cepa silvestre. Se observd
que la conidiacion fue otro evento que era afectado. Las observaciones
realizadas con conidias tefiidas con Calcofluor, revelaron defectos en el
establecimiento temprano de un centro de crecimiento polarizado, donde una
ves que estas rompian la dormancia, comenzaban a hincharse
isotropicamente llegando a tener un tamafio mucho mayor a las germinulas de
la cepa silvestre (Figura 16 y 17 K-O). Posterior a la elongacion del tubo
germinativo la célula comenzaba a perder la polaridad y direccion del
crecimiento, provocando que la célula presentara abultamientos en la superficie
durante las primeras horas de crecimiento (Figura 16 y 17 F-J). En las series
de tiempo llevadas a cabo bajo microscopia de contraste de fases, durante las
primeras horas de germinacion, era mas evidente la perdida de la polaridad y
direccion del crecimiento (Figura 17). De igual forma se observo un retraso
significativo en la velocidad de crecimiento del tubo germinativo a diferencia de

la cepa silvestre (Figura 17).
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Figura 16.- Serie de tiempo de la germinacion en la mutante de cor1
(F-0) y la cepa silvestre (A-E). Tiempos en h: min. Escala = 5 ym
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Figura 17.- Germinulas de la mutante de corlt (A'y B) y de la cepa
silvestre (C y D). En (A y C) se muestran las germinulas tefidas con
calcofluor. En (B y D) se muestra la imagen por contraste de fases.

También se realizaron tinciones con Fm4-64 en germinulas para
conocer la Internalizacién de este colorante durante el proceso del
desarrollo del tubo germinativo. Se observé la presencia del Spk en la
mutante de cor? asi como también en la cepa silvestre (Figura 18 A'y D).
De igual forma se visualizaron parches (Figura 18 A y D). En la mutante

de cor? los parches se observaron en areas donde la célula estaba
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creciendo isotropicamente (Figura 18 A) y no de manera polarizada como
en la cepa silvestre, donde los parches se observaron en el area

subapical adyacentes al Spk (Figura 18 D).

Figura 18.- Tincién de germinulas con FM4-64 después de 4 h de
incubacion de la mutante cor? (A) y de la cepa silvestre (B). Los paneles (B
y E) muestran la imagen por contraste de fases y (C y F) muestran la
composicién del canal de fluorescencia y el de contraste de fases. Las
flechas sefialan parches y las cabezas de flecha el Spk. Escala = 10um

Endocitosis

Se observé que la mutante de cor? presentd un retraso en el proceso de
endocitosis. Para poder observar este fenémeno se realizé un seguimiento de
la internalizacion del colorante FM4-64 (Figura 19). Inmediatamente después
de afadir el colorante se observd que este solamente marcaba la membrana
cortical de la célula por lo que solo se puede observar el contorno de la hifa

(Figura 19 A, E). A los dos minutos se observaron en la mutante de cor? unos
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pequefios puntos corticales dentro de la hifa, sin embargo, la cepa silvestre
para este tiempo ya presentaba una internalizacién casi completa del colorante
(Figura 19 B, F). A los 4 min, la cepa silvestre ya presentaba una tincién del
Spk, mientras que la cepa mutante de cor1 simplemente presentaba una mayor
cantidad de puntos fluorescentes (Figura 19 C, G). A los 6 min (Figura 19 D),
se pudo observar en la mutante de cor? una mayor cantidad de puntos en el
apice, presentando una distribucion muy similar que la observada en la Figura
12 C. Para este tiempo ya se podian observar los nicleos tefidos

negativamente en la cepa silvestre (Figura 19 H).

Figura 19.- Internalizacion del colorante FM4-64 en la mutante de cor? (A-
D) y en la cepa silvestre (E-H). Tiempos en min:ss. Escala = 10 ym
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Fim-sGFP en mutante de cor1

Se observd el comportamiento de la proteina fimbrina marcada con
sGFP en la mutante de cor?. En las primeras observaciones, Fim-sGFP se
visualizé en forma de parches a lo largo de la hifa, principalmente acumulados
en la region subapical, observandose justo detras del area que ocupa el Spk
(Figura 20 D-F). Sin embargo, cuando la hifa comenzaba a detener su
crecimiento polarizado y crecia isotropicamente, los parches comenzaban a
acumularse justo en el apice de la hifa, donde deberia de estar localizado el
Spk. (Figura 20 A-C). Para observar la dindmica de los parches de fimbrina
marcada con GFP y el Spk, se realizé una tincion con el colorante FM4-64
(Figura 21). Esta tincion revelé que los parches de fimbrina se localizaban en la
region subapical cuando el Spk estaba presente (Figura 21 D, H, L) y, cuando
la hifa comenzaba a crecer isotropicamente, el Spk desaparecia y los parches
comenzaban situarse justo en el apice (Figura 21 A, E, |, C, G, K). También se
observé como el Spk se desplazaba hacia la regién subapical y posteriormente
desaparecia, provocando que la hifa comenzara a crecer isotropicamente y que

los parches se desplazaran hacia la region apical (Figura 21 B, F, J).
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Figura 20.- Serie de tiempo de la localizacion de Fim-sGFP en la mutante
de cor1. Los paneles (A y D) muestran Fim-sGFP. (B y E) son la imagen por
contraste de fases y (C y F) la composicion del canal de fluorescencia con el
de contraste de fases. Tiempo en min:ss Escala = 10 um
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Figura 21.- Serie de
tiempo de la distribucion
y localizacion del Spk y
la proteina fimbrina
marcada con sGFP en
la mutante de cor1. Los
paneles (A-D) muestran
la colocalizacion de
Fim-sGFP y el colorante
FM4-64. Los paneles
(E-H) muestran el canal
de fluorescencia de la
proteina Fim-sGFP 'y
los paneles (I-L)
muestran la tinciéon con
FM4-64. Tiempo en
min:ss. Escala = 10pm

42



Modelos del crecimiento polarizado, endocitosis y exocitosis en
hifas maduras y germinulas en la mutante de cor1.

Las observaciones realizadas en hifas maduras, revelé que la mutante
de cor! presenta defectos en el crecimiento polarizado, endocitosis y
exocitosis. En base a estos resultados se propone un modelo de los efectos
que ocasiona la mutacion de cor? comparada con la sepa silvestre (Figura 22).
De igual forma se propone un modelo del crecimiento durante la formacion del

tubo germinativo en germinulas (Figura 23).
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Figura 22.- Modelo del crecimiento polarizado, dindmica de los parches de
Fim-sGFP y direccion de la exocitosis en la mutante de cor? (A) y en la cepa
silvestre (B). Los puntos rojos muestran la presencia del Spitzenkérper, los
puntos verdes los parches de fimbrina, las flechas color rojo la expansién de
la membrana durante el crecimiento isotropico y las lineas punteadas color

negro las ramificaciones.
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Figura 23.- Modelo del desarrollo del tubo germinativo en la mutante de cor1
(a) y en la cepa silvestre (b). Las lineas punteadas indican el desarrollo de un
nuevo tubo germinativo.
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Discusiones

El crecimiento polarizado en hongos filamentosos es un proceso
altamente regulado por varios mecanismos, los cuales estan intimamente
relacionados con la regulacién dindmica del citoesqueleto de actina. La
proteina coronina ha sido descrita como un componente crucial en la
regulacién de procesos como la polimerizacion de microfilamentos de actina
involucrados en el crecimiento polarizado y la endocitosis (Sheterline et al.,
1998: Torralba et al., 1998; Moseley y Goode, 2006)

La morfogénesis de hongos filamentosos es dirigida por el Spk, el cual
es la fuente de vesiculas secretoras junto con los componentes que daran
lugar a la expansion de la pared celular (Bartnicki-Garcia et al., 1989, Bartnicki-
Garcia et al., 1990). La direcciéon del crecimiento, es determinada por la
trayectoria del Spk asi como también la forma y apariencia de la hifa (Bartnicki-
Garcia et al., 1996; Riquelme et al, 1998). El Spk en la mutante de cort
presentd diversas alteraciones similares a las descritas en la mutante act?
(Virag y Griffiths, 2004), sugiriendo la existencia de actina en el Spitzenkdorper.

Se cree, que el movimiento de vesiculas necesario para el crecimiento
polarizado, depende de los microtubulos para el transporte a larga distancia y
del citoesqueleto de actina para el transporte desde el Spk hasta la membrana
citoplasmatica en el apice de la hifa (Bartnicki-Garcia et al., 1995, Horio y
Oakley, 2005). Es por esto que al estar desorganizada la actina en el Spk como

seria el caso de la mutante de cor1, el crecimiento y la morfologia se ven
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afectados, siguiendo un patron de periodos con crecimiento en forma
polarizada y crecimientos de forma isotropica (Figura 22).

La actina y algunas de sus proteinas asociadas, son la estructura de
soporte y regulacion del flujo de vesiculas en el apice de la hifa (Virag y
Griffiths, 2004, Taheri-Talesh et al., 2008). Por ejemplo, la tropomiosina es una
proteina de unién a actina (Lodish et al., 2004) la cual a sido descrita en
levaduras como una proteina que estabiliza microfilamentos de actina para dar
lugar a la formacion de cables (Moseley y Goode, 2006). El marcaje de la
proteina tropomiosina con GFP realizado por Taheri-Talesh et al., (2008) y en
N. crassa por Delgado-Alvarez (2008), revela claramente la existencia de
actina en el Spk. En este trabajo se observo que el Spk de la mutante de cor?
no se mantenia por periodos prolongados en el apice de la hifa, provocando un
crecimiento isotropico, lo que se puede interpretar como una falta de
estabilidad del citoesqueleto de actina, que regula la integridad del Spk y en
consecuencia el flujo de vesiculas (Figura 22).

La exocitosis y la endocitosis son esenciales para el crecimiento
polarizado (Bartnicki-Garcia et al., 1989; Bartnicki-Garcia et al 1990; Gires y
Bartnicki-Garcia, 2001). Se ha indicado que estos dos procesos deben de estar
en un balance tal que permitan la elongaciéon de la hifa, sugiriendo un
reciclamiento de la membrana plasmatica, donde la exocitosis necesaria para
el crecimiento polarizado, sea equivalente al proceso de endocitosis necesario

para la incorporacion de nutrientes (Fischer-Parton et al, 2000; Steinberg,
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2007). El Spk es considerado como un componente esencial para la exocitosis,
el cual sirve como centro suministrador de vesiculas importante para la
extension de la hifa (Bartnicki-Garcia et al 1990; Reynaga-Pefia et al., 1997;
Harris ef al., 2005). La interrupcién del crecimiento polarizado y el crecimiento
de la célula de manera isotropica, sugieren que de alguna manera la célula
esta adhiriendo mas membrana (exocitosis) a la corteza de la célula de la que
se requiere para poder continuar de manera normal el crecimiento polarizado
(Figura 22).

Se a demostrado que la internalizacion del colorante FM4-64 en hongos
filamentosos (Pefialva., 2005; Read y Kalkman, 2003) es dependiente de
actina y que este proceso es llevado a cabo a través de la endocitosis.
Asimismo, se ha demostrado que la internalizacién de este colorante ocurre en
el Spk (Harris, 2006), sugiriendo la presencia de vesiculas endociticas en el
apice de la hifa. La coronina ha sido descrita como parte de la maquinaria
endocitica asociada a actina (Rodal et al., 2005; Moselye y Goode et al., 2006).
En este trabajo se observé que la cepa silvestre internaliza este colorante
principalmente alrededor de la zona apical y luego a lo largo de toda la hifa. Al
igual, en germinulas se observé que este colorante es internalizado en el area
donde el crecimiento polarizado se llevado a cabo. Sin embargo, en la mutante
de cor! se observd un retraso en la internalizacion del FM4-64 en hifas
maduras y germinulas. El retraso en la internalizacion de este marcador

lipofilico en la mutante de cor?, indica que existe un defecto en el proceso de
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endocitosis mediado por actina. Mas evidencia que corroboran estas
observaciones provienen de la dinamica de fimbrina-sGFP observada en la
mutante de cor?, que al igual que Upadhyay y Shaw (2008) demuestran que
esta proteina es indispensable para la endocitosis y que se localiza en la zona
subapical de la hifa, justo debajo del Spk. La mutante de fimbrina, tambien
mostro defectos en la internalizacion de FM4-64 (Upadhyay y Shaw., 2008).

Se puede suponer que en la mutante de cor?, los procesos de
endocitosis y exocitosis estan afectados, y que la inestabilidad del Spk provoca
que las vesiculas exociticas sean dirigidas a puntos diferentes alrededor del
apice y no en forma polarizada. Asi mismo, la endocitosis, como se pudo ver
en la distribcion de parches corticales de fimbrina sGFP, puede que sea llevada
a cabo no solamente en la region subapical, si no tambien en la region apical,
ademas de estar retrasada. Entonces, una ves que el Spk se desestabiliza, la
exocitosis pierde la polaridad y el proceso normal de la endocitosis es alterado
disminuyendo o deteniéndose, el equilibrio entre la endocitosis y la exocitosis
se rompe, y la membrana asi como la morfologia de la célula se altera (Figura
22). Con estas evidencias, se podria asumir que la coronina esta involucrada
tanto en parches como en cables o puede ser la interfase entre estos dos tipos
de configuracion de la actina.

Otro efecto derivado de las mismas alteracion de endocitosis y
exocitosis en la mutacion de cor1 en N. crassa fue la germinacion alterada. Se

observo una perdida en la polaridad y en la direccién del crecimiento, estos
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resultados tambien son similares a los de la mutante de fimbrina reportados por
Upadhyay y Shaw, (2008), que observaron germinulas con perdida de la
polaridad e hinchamiento isotropico. Estos fenotipos sugieren que la actina asi
como cor1 estan involucradas en el mantenimiento de la polaridad durante y en
el desarrollo del tubo germinativo, siguiendo patrones de crecimiento similares
a los reportados para hifas maduras.

El transporte de organelos es un proceso activo que requiere del
citoesqueleto y de proteinas motoras. Las mitocondrias son organelos
altamente dinamicos los cuales se mueven a lo largo del citoesqueleto,
cambiando de forma constantemente. Los mecanismos responsables del
transporte mitocondrial en células eucariotas es ampliamente diverso (Prokisch
et al., 2000; Boldogh et al., 2001; Fuchs et al., 2005). En levaduras, se reportd
que las mitocondrias colocalizan con microfilamentos de actina (Drubin et al.,
1993: Lazzarino et al., 1994) y que tratamientos con latrunculina A, afecta el
transporte y la morfologia de estas (Boldogh et al., 2001-b). De igual forma, se
encontr6 que el complejo Arp2/3 esta involucrado en la nucleacion y
polimerizacion de filamentos de actina responsables del movimiento
mitocondrial en levaduras (Boldogh et al., 2001-a). En A. nidulans se demostrd
que el transporte de mitocondrias es mediado por actina (Suelmann 'y Fischer,
2000). En la mutante de cor? se observé que las mitocondrias viajaban de
manera anterégrada y su movimiento se limitaba solo hacia la punta de la hifa y

no se desplazaban de forma dindmica a lo largo de la esta como en la cepa
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silvestre. Suelmann y Fischer (2000) demostraron mediante el uso de
citocalasina A que la morfologia mitocondrial esta dada por su relacion con el
citoesqueleto de actina, observando mitocondrias con forma esférica al igual
que las observadas para la mutante de cor?. Sin embargo, en N. crassa, se ha
encontrado que el transporte mitocondrial es dependiente de microtibulos y de
dos miembros de la familia de las cinecinas (UNC104/Kif-1) (Fuchs et al., 2002;
Fuchs et al., 2005). Goode et al, (1999) reportaron que la coronina une
microfilamentos de actina a microttbulos. Los resultados obtenidos de la
mutante de cor? sugieren una interaccion del citoesqueleto de actina con el de
microtibulos partiendo desde la zona subapical hasta la apical, justo donde las
mitocondrias se observan acumuladas y con una morfologia esférica. Una
evidencia que apoya esta conclusion es la mostrada, al tratar hifas de N.
crassa con citocalacina A donde se observo una desorganizacion completa de
los microtubulos (Mourino-Perez, 2008-comunicacién personal).

Al igual que en el caso de las mitocondrias, la distribucion nuclear esta
asociada al citoesqueleto microtubular en N. crassa (Ramos-Garcia, 2006), por
lo que al afectar a los microtibulos de forma indirecta afectando el citoesquelto
de actina, se encuentra una distribucion nuclear tal como la observada en la
mutante de corl. Esto se refuerza por la similitud con la distribucion de los
nucleos encontrada en la mutante act? (Virag y Grifith 2004). En todos estos
casos la zona de exclusién de los nlcleos desaparecio, permitiendo que estos

llegaran hasta el apice.
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Conclusiones:

e La mutacién de cor? en N. crassa no es letal, pero influye negativamente
en muchas funciones celulares involucradas en el crecimiento hifal como
la endocitosis, la exocitosis y la organizacion citoplasmatica.

e La mutacioén de cor? reduce de forma significativa la tasa de crecimiento,
incrementa la frecuencia de ramificacion y afecta la construccion de
septos, asi como la produccion de conidias.

e corl es importante para el mantenimiento de la polaridad y la direccion
del crecimiento.

e corl es necesaria para la estabilidad y dinamica del Spitzenkorper.

e EI movimiento de organelos tales como mitocondrias y nucleos esta
afectado por la ausencia de coronina.

e La endocitosis es un proceso dependiente de actina y requiere de la

proteina coronina para su regulacion.
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Apéndice

Sales de Vogel 50 x (1 L)

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

ambiente:

Na; citrato, 5 %2 H.O 150 g
KH,PO, anhidrido 250 g
NH4NO3, anhidrido 1009
MgSO,4 7H.0 1049
CaCl,, 2H,0 59
Solucion de elementos traza 5 ml
Solucién de biotina 2.5ml

Agregar 2 ml de cloroformo como conservador
Almacenar a 4 °C.
Medio Completo de Vogel-agar 1.5 % (1 L)

Sales de Vogel 50 X 20 ml

Sacarosa 20 g
Agar 1549
Extracto de levadura 0.59g
Caseina 05¢g
Agua destilada Aforara 1L

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

Sales de Vogel 50 X 20 ml

Sacarosa 159
Agar 159
Agua destilada Aforara 1L

Esterilizar por autoclave
Medio Minimo de Vogel liquido (1 L)

Sales de Vogel 50 X 20 ml
Sacarosa 159

Agua destilada Aforara 1L
Esterilizar por autoclave
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Medio Sintético de Cruzas (1 L)

KNO3 0.50¢
KoHPO4 0.35¢
KH2PO4 0.25¢
MgS04.7H20 0.25¢
NaCl 0.05¢
Elementos traza 50 pl
Biotina 50 ul
Agar 1049

Agua destilada Aforar a 500 ml
Esterilizar por autoclave

Solucién de elementos traza (100 ml)

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

ZnSO4 - 7 H20 59

Acido citrico- 1H20 5¢
Fe(NH4)2(SO4)2-6 H:0 149

CUSO4 6 H20 0.25 g
MnSO, - 1 H,0 0.05g
H3;BO3 anhidrido 0.05¢
Na,MoO, - 2 H,0 0.05¢

Al volumen final de aproximadamente 100 ml, agregar 1 ml de cloroformo como
conservador. Se almacena a temperatura ambiente.

L-histidina (25 mg ml™)

L-histidina 1259

Agua destilada 50 ml

Esterilizar por filtracion (0.25 pg)

Soluciéon FIGS 10 x (1 L)

Sorbosa 200g
Fructosa 549
Glucosa 59
Inositol 29
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Agua destilada Aforara 1L
Esterilizar por filtracion (0.22 pm)

Medio FIGS-Agar 1 % (1L)

Sales de Vogel 50X 20 ml

Agar 1049

Agua destilada 880 ml

Solucion FIGS 10 X 100 ml después de esterilizar
Medio de regeneracion (1 L)

Sales de Vogel 50 X 6 ml

Sorbitol 5469
Extracto de levadura 649
H,O destilada 252 mi

Solucion de FIGS 10 X 30 ml después de esterilizar

Medio LB-Agar 1.5 % (1L)

Bacto-triptona 1049
Extracto de levadura 159
NaCl 109
Agar 209
Agua destilada Aforara 1L

Esterilizar por autoclave

Medio LB liquido (1 L)

Bacto-triptona 109
Extracto de levadura 159
NaCl 109
Agua destilada Aforara 1L

Esterilizar por autoclave
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