UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE CIENCIAS

CARACTERIZACION MACROSCOPICA Y
MICROSCOPICA DE LA MUTANTE DE Neurospora
crassa secS

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE
BIOLOGO
PRESENTA

ALEJANDRO BELTRAN AGUILAR

Ensenada, B. C. Agosto de 2006



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

CARACTERIZACI(')N MACROSCOPICA Y
MICROSCOPICA DE LA MUTANTE DE Neurospora
crassa sech

TESIS PROFESIONAL
QUE PRESENTA

ALEJANDRO BELTRAN AGUILAR

APROBADO POR:

G%W}@’M/ 4// ) ahara,

DRA. MERITXEILL RIQUELME PEREZ DRA. Nwﬁwsn YATA SANCHEZ

PRESIDENTE SECRETARIO
DR. MARIO AI%T ARGAS OLVERA
1BR/ V

Ensenada, B. C. Agosto de 2006



Agradecimientos:

A la Facultad de Ciencias de la UABC, por haberme dado un lugar y las
herramientas tan necesarias para poder aprender, no solo de la teoria sino
también de la practica. A los maestros por involucrarnos en las diferentes ramas
de las ciencias biolégicas, asi como a su trato personal.

Al CICESE y muy en especial al Departamento de Microbiologia y a la
Dra. Meritxell Riguelme Pérez por su amable disponibilidad, vision, trabajo y
apoyo en todo momento, tanto en el ambito profesional como en el personal. A
las Dras. Rosa Reyna Mourifio Pérez y Ernestina Castro Longoria por su ayuda
tan valiosa. Al Dr. Salomén Bartnicki Garcia por motivarnos con su ejemplo y
dedicacion. A mis compafieros del laboratorio: Alma Aurora Arreola Cruz, Raul C.
Baptista Rosas, Cynthia L. Araujo Palomares, Silvia Lucrecia Ramos Garcia y
Eddy Francisco Sanchez Leo6n-Hing, por hacer del laboratorio un bello lugar de
trabajo.

A mis padres y hermanos por su gran apoyo

Francisco Beltran Cortez
Ana Maribel Aguilar Peraza
Fancisco Beltran Aguilar
Ericka Maribel Beltran Aguilar
Ariel Fernando Beltran Aguilar

A mis comparieros de carrera que juntos compartimos la aventura de aprender
en clase, en el campo, en el laboratorio y en lo personal: Alejandro Gonzalez
Bernal, Carlos Flores Lopez, Gonzalo De Leén Giron (Chalo), lvan A. Peraza
Perales (Nangas), Tanya A. Camacho Villegas, Dinora Acosta, Monserrat Torres
Medina, Leopoldo Avila Velasco (Polo), Sarhuén Avila Moreno, Marlenne
Rodriguez Malagén, Carolina Alvarez Delgado, Amanda Davila Lezama, Ricardo
Valencia Yafiez (Vale), Ricardo Cruz Lépez (Richie), Manuel A. Favela, Manuel
Maldonado (Barbas), Anny Peralta, Hernan Rodriguez, Ricardo Guzman
Olachea (Guero), Josué Diaz Vazquez (Chido), Daniel Vazquez (Negro).



INDICE

LISTADE FIGURAS .....oniiii i i s ra s s s s s a e nnmn s i, ii
RESUMEN L..iiiiiiiiiiii i rarsa s re s s sns s s e s s sa s nasanasaansanarennnnnns iii
] Paginas

1. INTRODUCCION ....iiiiiiiiiiiieccissrsisnen s s nas e s v s s e nnnes 1
1.1 Los Hongos: las Hifas y el Micelio ........c.cccvvviiniiinnnnnn 1

1.2  El Spitzenkdrper: Secrecion y Formacion de Pared ............. 3

1.3  Polarizacion de la Ruta Secretora .............ccoovviiiiiinnnicnnni 3

1.4 Neurospora crassa: Modelo de Estudio ............coceniiniiiinnnes 6

2. ANTECEDENTES

2.1 La Ruta Secretora: El EXOCiStO ........ccooviiiiiiiininciiininiinie 9
2.2 Mutantes Morfologicas ........coeviiiiinmriiiiiinrn i e, 11
2.3 Inhibidores de la Ruta de Secrecion ..............ccceviiiiiveiinnnne 13
2.4 Marcaje de Proteinas con GFP .........ccoviviiiiiinin 15
3. HIPOTESIS ..oeiiiiiuieeeeiierieeerrireesesseenesesmnnneeesssanan s s s sananesesanasens 17
4, OBUJETIVOS ..ottt rersa s s s e n s s s s s s n s s anann s 18
5. MATERIALES Y METODOS ....cccvvvuiieeieireiernnniereerenensnsssrnsssessennes 19
5.1  Organismos y Cepas ......ccceruieiintuiniiniieirer s 19
5.2 CUMIVOS .ivieiiiiiiic s v s s s e 19
5.3 Microscopia y Analisis de Imagenes .............ccovivniiiiiiinnnn. 20
5.4 Medicion del Crecimiento .......ccovvviiiiiniiniiiiinnineee, 21
5.5 Desajuste al Modelo Hifoide .............cooiiiiiiiiiis 22
5.6 Observacion de Germinulas .........c.cocvviiiiiriii i 22
5.7 Brefeldina A (BFA) ...ccconieiiiiiiiiiiiiirrrnsn s e 23
5.8 Construccion de Plasmidos y Técnicas Moleculares ........... 23
6. RESULTADOS ..ottt sa s snsa s s s s sanasa s s s s nannas 25
6.1 Morfologia de N. crassa secS ...........ccviviiriiiiicninininn i 25
6.2 Organizacion Intracelular de N. crassa secS ...................eee. 27
6.3 Ramificacion ......c.cocecviriiiiiiiii 29
6.4 Germinacion ........ccocecriiinereierinrriircra s e 30
6.5 Tamarfio y Tasa de Crecimiento ............cocoivmiiiiiininiiininnn 32

6.6 Tratamiento CONBFA ....cooiiiiiiiiiiiiaiiriiiiisnnnnanannannnnes 34



6.7 Clonacion y Expresion de sec5::gfp ......covvvviiiiiiiiiinnnnn, 37

6.8 Localizacion de Sec5::GFP en N. crassa ............ccocvivininen 40

y AR o E-Tod U] Lo | P 42
2% O '/ (oY 4 o] [o Yo [ - . 42
7.2 Tasade Crecimiento ..........cccoviiniiiiiiiiiiiii e 43
7.3  Ramificacion .......cccccoiiviiiiiiei i 44
7.4  Germinulas ...c.cooiiiiniiiiiir e 44
7.5 Tratamiento CcONnBFA ... 45
7.6 SECHIIGFP e s 45

8. CONCLUSIONES .....ociuiiiiieieiiicnsnaessnm e e ra s san s sasannnnens 47
9. PERSPECTIVAS ..ottt rrncss s s s s s s s s s s v aa e sanan 49
9.1 Secuenciacidn del Gen sech .........c.coeviiiiiiiiiiiiininnnnin, 49
9.2 Cruzas para la Obtencion de Monocariontes ..................... 49
9.3 Clonacion y Expresion de sec5::gfp con el Promotor

=13 Vo [o Yo = 4 Lo TP 50

9.4 Clonacion y Expresion de Fusiones de Otros Componentes del

25 o o3 1= o J P 50
10.REFERENCIAS ... oo s e s e s sn s 51

R I\ =d =1 ) (od - TR 66



LISTA DE FIGURAS

INTRODUCCION.

Figura 1. Diagrama del EXOCISt0........cccrvimicsscmenssiniesnnrnnensinnennns 9

Figura 2. Ciclo de vida de Neurospora crassa..............c.cocvevnnennn 7
MATERIALES Y METODOS.

Figura 3. Hifamodelo........c.ccociiuiiiiinii i 22
RESULTADOS.

Figura 4. Representacion esquematica del plasmido pMF272...... 24

Figura 5. Morfologia colonial de N. crassa secSs...................coeune 25
Figura 6. Micrografia de N. crassa secs..........c.ccccevniriiicnnnincnnn 26
Figura 7. Ajuste de hifas a la curva hifoide..................cciiinnis 27
Figura 8. Organizacion celular ............cccooiiiiiiiininnnin, 28
Figura 9. Grafica del tamafio de los diametros...............c.ccceeviee. 29
Figura 10. Comparacion de hifas maduras..........cccceceiiniiiininnnn 30
Figura 11. Comparacién de germinulas............c.cooeiiiiiiiinninns 31
Figura 12. Reconstruccion bidimensional de germinulas............... 32
Figura 13. Comparacion de tasas de crecimiento..................c...... 33
Figura 14. Imagen de micelio afectado por BFA..............coeiiini, 35
Figura 15. Hiperramificacion provocada por BFA...............c..oeviee 36
Figura 16. Morfologia celular causada por BFA...............ocoveienin 37
Figura 17. Comprobacion de amplificacion del gen secs.............. 38
Figura 18. Amplificacion de sec5en E. €Oli.........ceeviiinniniiiiiinnnns 39
Figura 19. Analisis de sitios de restriccion..............ccccccniiiinnnns 40



Figura 20. Distribucién celular de la fusion proteica SEC5::GFP.... 41

ii



Resumen de la Tesis de Caracterizacién macroscépica y microscopica de la
mutante de Neurospora crassa sec5 presentada como requisito parcial para la
obtencion de la Licenciatura en Biologia. Ensenada, Baja California México,
fecha.

Dra. Meritxell Riguelme Pérez
Nombre del (la) Director (a) o Coordinador (a)

Las hifas son las unidades basicas de crecimiento de los hongos filamentosos.
Su modo de extensidon es mediante crecimiento apical, el cual implica la
secrecion polarizada de vesiculas formadoras de la pared celular. El crecimiento
polarizado, asi como la maquinaria para la secrecién, dependen de mecanismos
muy conservados desde el punto de vista filogenético y sus componentes
comparten una enorme similitud en organismos muy diferentes desde las
levaduras hasta las neuronas de los mamiferos. La exocitosis es un evento en la
ultima etapa de la secrecidén donde las vesiculas secretoras se fusionan con la
membrana plasmética mediante el reconocimiento de marcadores especificos
(v-SNARES de vesiculas y t-SNARES de la membrana plasmatica). El exocisto
es un complejo proteico octamérico (Exo70p, Exo84p, Sec3, -5, -6, -8, -10 y -
15p) (743 kDa) entre cuyas funciones esta la de mediar la interaccion de las
vesiculas secretoras con los sitios de anclaje en la membrana plasmatica para
que proceda la exocitosis. El Spitzenkérper es una estructura que se forma en la
region apical de las hifas en crecimiento a la cual se ha atribuido la funcion de
centro suministrador vesiculas (CSV). El uso de mutantes morfoldgicas ha
permitido el estudio del papel de ciertos genes implicados en el crecimiento
apical y la morfologia de las hifas. En el presente trabajo se analiz6 la morfologia
colonial y celular, y el crecimiento de la cepa mutante de Neurospora crassa sec-
5, mutada por exposicién a radiacioén ultravioleta. A bajo aumento, N. crassa sec-
5 muestra una morfologia colonial alterada, presentando hifas altamente
distorsionadas y con muchas ramificaciones. La tasa de crecimiento de la cepa
mutante es de 21.73 um/hr, (2.03% de la tasa de crecimiento de la cepa
silvestre). A alto aumento la composicién intracelular de las hifas de N. crassa
sec-5 también se ve afectada. Una de las diferencias mas drasticas con respecto
a la cepa silvestre, es que en la cepa mutada no se observa Spitzenkérper en el
apice por microscopia de contraste de fases. Los resultados preliminares
sugieren que sec-5, un componente del exocisto de 107 kDa, juega un papel
imprescindible en la formacion del Spitzenkdrper y también en el mantenimiento
de la distribucién espacial y morfolégica intracelular de las hifas. Se realizé una
fusion sec5::gfp y al expresarse en hifas de N. crassa WT se observd que
SEC5::GFP no colocaliza con el Spitzenk&rper, sino mas bien con la red
endomembranal del RE y Golgi. Este estudio establece la base para llevar a
cabo futuros analisis encaminados a elucidar el papel que juegan las proteinas
homélogas del exocisto en el crecimiento apical de los hongos filamentosos.
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INTRODUCCION

Los Hongos: las Hifas y el Micelio

Los hongos son organismos descomponedores heterétrofos, que necesitan
nutrientes solubles tales como minerales y fuentes de carbén preformadas;
ademas dependen de la secrecion de proteinas liticas al exterior para digerir el
alimento. Los hongos no poseen pigmentos como la clorofila y la mayoria son
multicelulares, por lo tanto pueden ser vistos con relativa facilidad, aunque para su
identificacion y analisis celular sea necesario el empleo de la microscopia
(Deacon, 1997; Gow y Gadd, 1995). En la mayor parte de su ciclo celular, casi
todos los hongos estan constituidos por células con forma tubular llamadas hifas,
las cuales se alargan por crecimiento apical polarizado y constituyen las unidades
de crecimiento de los hongos filamentosos (Deacon, 1997; Seiler y Plamann,
2003). Se pueden encontrar hifas de diferentes medidas, cuyos diametros van
desde 1um hasta los 30 um, aungque generalmente oscilen en un rango de 5-10
um (Deacon, 1997). La hifa ramifica dependiendo de la relacion entre la absorcion
de nutrientes y la capacidad de los puntos existentes para secrecion o consumo.
Las ramas pueden crecer y ramificar generando una red de hifas o filamentos
hasta establecer una colonia o micelio cuya forma tiende a ser radial (Gow vy
Gadd, 1995).

En cuanto a su constitucion celular, las hifas pueden ser cenociticas
(cuando las hifas son aseptadas), y septadas (con uno o varios nucleos en cada

compartimento). Los compartimentos de las hifas septadas se comunicadas a



través de poros, por los cuales pueden correr desde agua, iones y nutrientes
hasta vesiculas, mitocondrias y otros organelos incluyendo nucleos. Los nucleos
de los hongos filamentosos cominmente son pequefios (1-3 pm de diametro)
comparados con los de la mayoria de los eucariotas (3-10 ym de diametro); su
flexibilidad morfolégica les permite ser desde globulares hasta altamente
elongados (Somers et al., 1960; Namboodiri y Lowry, 1967; Gow y Gadd, 1995;
Alexopoulus et al, 1996). En la mayoria de los eucariotas el aparato de Golgi
consiste en una serie de lamelas apiladas asociadas al trafico citoplasmico de
vesiculas; los hongos filamentosos poseen equivalentes al aparato de Golgi que
en lugar de presentarse como una serie de cisternas se exhiben de forma
redondeada (Sewall et al., 1989). Las mitocondrias son parecidas a las de la
mayoria de los animales por tener las crestas con forma aplanada o de plato, solo
que estas crestas se encuentran distribuidas a lo largo del eje longitudinal de la
hifa; en algunas especies son mucho mas alargadas que las de otros eucariotas
(~15 pm) (Beckett et al., 1974; Gow y Gadd, 1995). Ademas las hifas tienen una
estructura, llamada Spitzenkérper (traducido del aleman al espafiol como cuerpo
apical) definida como cuerpo de fase oscura que se encuentra en la puntas de las
hifas en crecimiento y que consiste en una organizacién de vesiculas secretoras
en la zona apical de las hifas que dirige el crecimiento de las hifas y varia de
forma de acuerdo a la especie y otros factores (Brunswick, 1924; Girbardt, 1957,

1969; Lopez-Franco, 1992; Riquelme et al., 1998; Gierz y Bartnicki-Garcia, 2001).



El Spitzenkorper: Secrecion y Formacion de Pared

Las hifas de los basidiomicetos y los ascomicetos tienen una pared celular
constituida en su mayor parte por glucanos con enlaces 3-1,3 y ramificaciones (3-
1,6; a-quitina que consiste en subunidades de N-acetilglucosamina (GIcNAc) con
enlaces B-1,4, formada a partir de glucosa-6-fosfato por varias adiciones de un
grupo amino y un grupo acetil de la acetil-coenzima A (acetil-CoA). Después, la
GIcNAc reacciona con el trifosfato de uridina (UTP) para formar UDP-GIcNAc mas
un fosfato libre, y ésta molécula se afiade a la cadena en elongacion (Deacon,
1997). La pared celular de la hifa juega un papel muy importante en el desarrollo
y la forma del hongo y es en la zona apical, donde se encuentra el Spitzenkérper,
donde sucede la mayor adicién de membrana y pared celular (Alexopoulus et al.,
1996; Deacon, 1997; Davis, 2000; Tértora et al., 2004). Al Spitzenkérper se le ha
atribuido la funcién de centro suministrador de vesiculas (CSV) (Bartnicki-Garcia
et al., 1989; 1995; Gierz y Bartnicki-Garcia, 2001). Es de gran importancia el
estudio del Spitzenkoérper a fin de saber la dinamica de las proteinas implicadas en

la secrecion y determinacion de la morfologia fungica, asi como el crecimiento.

Polarizacion de la Ruta Secretora

Pocos genes han sido identificados relacionados con el crecimiento y la
morfologia de las hifas. La polaridad de cada célula es una propiedad fundamental
para mantener la forma y el desarrollo de cualquier organismo (Seiler y Plamann,

2003). El crecimiento polarizado posee mecanismos muy conservados en diversos



grupos taxondmicos, tal es el caso de la maquinaria para la secrecion, cuyos
componentes comparten una enorme similitud en organismos tan diferentes que
van desde las levaduras hasta las neuronas de los mamiferos (Bennett y Scheller,
1993). La exocitosis es uno de los ultimos pasos de la ruta secretora donde las
vesiculas secretoras se fusionan con la membrana citoplasmatica. Mediante la
exocitosis las proteinas, los lipidos y otros compuestos de las vesiculas pueden
ser incorporados a la membrana, asi como secretados, ambos mediante la ayuda,
entre otros, de complejos proteicos asociados a la misma como es el caso del
exocisto (Fig. 1) en levaduras: complejo protéico octamérico (SEC3, -5, -6, -8, -10,
-15p, Exo70p y Exo84p) de 743 kDa, cuya funcién es interactuar con las vesiculas
secretoras y servir como sitio de anclaje para la parte final de la exocitosis (Guo et
al., 1999a). El exocisto esta periféricamente asociado a la membrana plasmatica
(Bowser et al., 1992) y altamente concentrado en las regiones de crecimiento
apical (TerBush y Novick, 1995; Finger y Novick, 1998). El mecanismo por medio
del cudl el exocisto promueve el anclaje de alta fidelidad de vesiculas secretoras
no ha sido determinado y se cree que es necesario previo al ensamblaje de los
SNAREs (soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor fusion attachment protein
receptors). En el cuello madre-hija de levaduras, sitio de exocitosis activa, es
donde se ha logrado observar una acumulacién de las proteinas del exocisto (Guo
et al., 1999a). Murthy et al. (2003), encontraron la proteina SEC5 en la membrana

apical de células polares de ovario de Drosophila melanogaster.
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Figura 1. Diagrama mostrando el exocisto con sus 8 componentes (SEC3, -5, -
6, -8, -10, -15p, Exo70p y Exo84p) y otros constituyentes (v-SNAREs, t-SNAREs,
entre otros) relacionados con el proceso de exocitosis (modificado de Guo et al.,
1999a; Guo et al., 1999b; Moskalenko et al., 2003; Boyd ef al., 2004, Bonifacino y
Glick, 2004).

El crecimiento apical es la caracteristica mas distintiva de los hongos y es
desde hace tres décadas uno de los temas de investigacion mas activos en el
campo de la biologia celular de hongos (Deacon, 1997). El analisis del transporte
de vesiculas secretoras es lo que sin duda resolvera muchas preguntas acerca del
crecimiento apical en células polarizadas (Davis, 2000).

En campos de estudio como la fitopatologia, la biotecnologia, la medicina y
otros, seria de gran utilidad para tener un mejor entendimiento del proceso de

secrecion y el crecimiento celular polarizado, poder inducir o inhibir el crecimiento

de hongos beneficiosos o perjudiciales, respectivamente.



Neurospora crassa: Nodelo de Estudio

Durante varias décadas se ha utilizado el hongo filamentoso Neurospora
crassa (Shear y Dodge, 1927) por poseer atributos que le hacen ser un excelente
modelo de estudio en el laboratorio como lo son su bioquimica, citologia y
genética que han sido ampliamente estudiadas. Otras de sus cualidades son la
produccién de estructuras diferenciadas que pueden ser analizadas
bioquimicamente y la existencia de innumerables cepas mutantes con alguna falla
en uno o varios estadios del desarrollo morfolégico. N. crassa posee una
magquinaria cuya cinética le permite crecer a velocidades = 1 um/s (Seiler y
Plamann, 2003). El ciclo de vida de N. crassa es de sélo 10 dias (Fig. 2) y el
motivo por el que ha sido un microorganismo muy empleado en estudios de
genética es que se pueden obtener millones de esporas por reproduccion sexual y
asexual con carga genética n, por lo tanto los genes recesivos no pueden ser

“enmascarados”.
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Figura 2. Ciclo de vida de Neurospora crassa con sus estructuras mas
representativas observadas en contraste de fases (b,c,d) y campo claro (a):
micelio/hifas (a), cadena de premacroconidioesporas (b), macroconidioespora (c),
germinula (d) (Adaptado de Davis, 2000).

El genoma de N. crassa ha sido secuenciado y se cree que debe
comprender entre 10,000 y 13,000 genes, aproximadamente el doble que la
mayoria de las levaduras y mas de la mitad que Drosophila melanogaster 'y
Caenorhabditis elegans (con ~14,000 y ~19,000 respectivamente) (Galagan, 2003;
Borkovich, et al., 2004; Seiler y Plamann, 2003). Se han identificado muchos
genes de N. crassa involucrados en procesos secretores pero todavia falta

desenmascarar la funcién de estos genes (Seiler y Plamann, 2003). N. crassa

crece en medios de composicion definida que continen nitrato, biotina, fosfato,



sulfato, otras sustancias inorganicas y azticar, siendo el MMV uno de los mas
empleados, tanto para crecimiento vegetativo, como para mantenimiento en

cepario (Davis, 2000).



ANTECEDENTES

La Ruta Secretora: El Exocisto

No se sabe mucho sobre los componentes y el funcionamiento de |a ruta de
secrecién en los hongos filamentosos. En la mayoria de células eucariotas,
el primer paso en la ruta de secrecion implica la sintesis de proteinas
secretadas y proteinas de membrana en el reticulo endoplasmatico. Las
vesiculas conteniendo estas proteinas se transfieren a las cisternas de
Golgi, donde se incorporan en vesiculas secretoras que se distribuiran a la
membrana plasmatica. Las vesiculas muestran en su superficie marcadores
(v-SNARES), y las membranas aceptoras muestran receptores complementarios
(t-SNARES). El exocisto fue descrito por primera vez en Saccharomyces
cerevisiae (Meyen ex E. C. Hansen, 1883) en 1996 por TerBush ef al., solo que
las proteinas que ellos describen como componentes del complejo son s6lo 7
(SEC3, -5, -6, -8, -10, -15p y Exo70p). En 1999 Guo et al. (1999b), reportan otro
componente adicional, Exo84p, se encuentra en zonas de exocitosis activa igual
que otros componentes del exocisto, sugiriendo que interactia con otros
componentes del exocisto y en levaduras con sec5 mutado, la Exo84p pierde
localizacidon normal. Lo anterior fue la base para clasificar a Exo84p como el
componente nimero 8 del exocisto. Este componente es reclutado por una Rab
GTPasa, y actlia atrayendo dos membranas lo suficientemente cerca para permitir
el apareamiento de los SNAREs. El exocisto es un complejo conservado
evolutivamente hablando y se predice que dirige la fusidén de vesiculas a lugares

de exocitosis specializados en las células eucariotas (Bennett y Scheller, 1993).



Una proteina implicada directamente en la secrecién, la sintaxina SEC1p,
fue descubierta por Novick y Shekman (1979) en mutantes de S. cerevisiae.
Durante la exocitosis SEC1p interactia con ofras proteinas en la membrana
plasmatica (Salminen y Novick, 1987; Goud ef al., 1988). SEC4p forma parte del
grupo de las GTPasas; SEC2p sirve como factor de cambio del nucleétido
guanina, para SEC4p; SEC9p es parte de la familia SNAP-25; SEC17 de aSNAP;
SEC18p del grupo del NSF y las restantes son parte de procesos tempranos de la
SECrecion (SEC7, -11, -12, -13, -14, -16, -19, -20, -21, -22, -23p) (Brenwald et al.,
1994).

Las proteinas SEC3, -5, -6, -8, -10p, -15p, Exo70 y Exo84p junto con
SEC1p y SEC2p participan en la etapa post-golgi de la secrecion en levaduras
(TerBush y Novick, 1995; TerBush et al., 1996, Guo et al., 1999b). SEC3, -5, 6, -8,
-10 y 15p, como se comenté anteriormente son parte del complejo de
multisubunidades que especifican dominios para la distribucién de vesiculas
exocitécicas llamado exocisto (TerBush ef al., 1996). También en levaduras se ha
visto que el complejo es localizado en la regién donde emerge la punta (region
célula madre-célula hija) y sucede una activa exocitosis. Como la localizacion de
SEC3p es independiente de la ruta secretora y del citoesqueleto de actina, Finger
y Novick (1998) sugieren que provee espacio especial para el anclaje de vesiculas
a la membrana plasmatica. El anadlisis de la compartimentalizacién y de las
interacciones de SEC10, -15p y Exo084p sugieren que se pueden asociar a las
vesiculas secretoras e interactuar con la SEC4p (una Rab GTPasa) (Novick y

Guo, 2002), asi como el control del ensamblaje por medio de Ral GTPasas,
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aportando un sitio especifico para la exocitosis en la membrana plasmatica
(Moskalenko, et al., 2003). El exocisto demuestra tener un papel clave en el
anclaje de vesiculas secretoras y en el acoplamiento e interaccion con GTPasas
para la fusion de la maquinaria secretora (Guo et al., 1999a; Guo et al., 1999b).
Guo et al. (1999b) encontraron que Exo084p, ofra proteina involucrada en la
secrecion sin la cual no sobreviven las levaduras (Guo et al., 1999b), interactiia de
manera muy directa con SEC5 y SEC10 de tal manera que cuando existe una
sobreexpresion de Exo84p, SEC5p se ve suprimida en la sensibilidad con
respecto a la temperatura. Guo et al. (1999b) también comentan que es posible
que Exo84p se una directamente con SEC5p y SEC10p y por lo tanto un defecto
en cualquiera de los componentes conduce a una ineficiente incorporacion del
exocisto. Para analizar la funcién de los componentes del exocisto, se pueden
estudiar mutantes morfoldgicas y el papel de inhibidores especificos, asi como
evaluar la localizacién y trafico de proteinas marcadas con proteinas

fluorescentes.

Mutantes Morfolégicas

En algunos hongos filamentosos se han inducido muchas mutaciones con
el fin de bloquear rutas metabdlicas, tal es el caso de la exocitosis, aunque alin no
se han descrito completamente los genes que codifican para las proteinas
involucradas en la ruta secretora y es el estudio de las mismas lo que sin duda
proporcionara el conocimiento de muchos procesos celulares. Basicamente hay

tres tipos de mutaciones: las sustituciones, las deleciones y las inserciones.
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Algunas de las mutaciones son provocadas por agentes quimicos como: el
etilmetanosulfonato (EMS), el acido nitrico (NA) y la hidroxilamina provocan
sustitucién de bases y el ICR-170 por su parte, mutaciones del tipo indel
(Insercion-delecion) lo que puede resultar en cambios en los marcos de lectura
abierta de algunos genes (Davis y de Serres, 1970). Otras mutaciones pueden ser
provocadas por radiaciones como los rayos X, que pueden ser un agente
mutagénico efectivo en caso de buscar mutaciones al azar; o la luz UV, que
produce mutaciones por provocar la formacion de dimeros de piridiminas (T-T, T-C
y C-C) de una manera muy préactica y sencilla, ya que a comparacion de los rayos
X es menos riesgosa para el hombre y tampoco deja residuos como los agentes
mutagenos quimicos (Davis y de Serres, 1970; Karp, 2005).

En 1980 y 1981 Novick et al. utilizaron EMS o NA para producir mutaciones al
azar en genes de Saccharomyces cerevisiae que fueron seleccionadas bajo las
siguientes condiciones:

(@) Incremento de la densidad celular debido a la produccion de proteinas y

lipidos en ausencia de division celular o crecimiento.

(b) Un bloqueo en la exocitosis de invertasa y de acido fosfatasa mientras

que los niveles de sintesis proteica se mantenian a nivel normal.

(c) Acumulacion de vesiculas.

Los resultados de las mutaciones mostraron la identificaciéon de muchos
genes (sec) que codifican para proteinas involucradas en la secrecion (Wu et al.,

1999).
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Garnjobst y Tatum (1967) clasificaron colonias de N. crassa mutadas por
exposicion a luz ultravioleta en seis clases. Seiler y Plamann (2003) aislaron y
clasificaron mutantes de N. crassa producidas con radiacion UV en cinco clases y
multiples subclases. Sélo seleccionaron mutantes con los siguientes fenotipos:
clase IA, defectos generales de polaridad; clase B, defectos generales de
polaridad sélo en las regiones distales de la punta; clase IC, defectos de polaridad
restringido a la punta de las hifas; clase //A, mutantes con varios defectos en el
establecimiento y mantenimiento de ramas y puntas hifales; y clase //B, mutantes
que estan defectuosas en la direccionalidad del crecimiento. También aislaron
alrededor de mas de 100 genes de aproximadamente 950 mutantes y soélo
encontraron cerca del 5% de mutaciones completamente dominantes. Los genes
mutados secuenciados fueron comparados con sus homologos mas cercanos
pertenecientes a animales (humano, raton y Drosophila sp.) y hongos (S.
cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe (Lindner, 1893). Las cepas que
adquirieron un mayor interés en el trabajo de Seiler y Plamann (2003), fueron las
que desarrollaron un marcado defecto en el crecimiento polarizado, entre ellas N.
crassa sech. Estos autores recalcan el hecho de que la coleccion de mutantes
descritas en su trabajo es un recurso valioso para la elucidacion de la

morfogénesis en el hongo filamentoso N. crassa.

Inhibidores de la ruta de secrecion

El uso de sustancias quimicas que afectan el proceso secretorio puede

ayudar a la comprension del mecanismo a nivel molecular (Misumi ef al., 1986).
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Klausner et al. (1992) estudiaron la inhibicion de la secrecién causada por uno de
los metabolitos del hongo Eupenicillum brefeldianum (Dodge, 1933), la Brefeldina
A (BFA). La BFA inhibe la secrecion en un punto muy temprano del proceso,
deteniendo el transporte de proteinas involucradas en el desarrollo de la secrecion
no permite la exportacion membranal del R. E. (Oda et al., 1987; Takatsuki y
Tamura, 1985; Misumi et al., 1986). La BFA actta directamente con el factor de
ribosilacion de ADP (ADP-Ribosylation Factor o ARF por sus siglas en inglés) que
provee la energia necesaria para suministrar COPI a las membranas (Donaldson
et al., 1992;: Orci et al., 1993; Palmer ef al., 1993; Rothman y Wieland, 1996).
Donaldson y Klausner (1994), descubrieron que cuando no hay suministro de
COPI a las membranas de Golgi, se produce una tubulacién; Golgi se alarga tanto
que se fusiona con el R. E. y desaparece al ser absorbido por éste Ultimo (Sciaky
et al., 1997). Con el empleo de inmunofluorescencia se ha demostrado que las
proteinas membranales y las proteinas secretoras son blogqueadas en un
compartimiento previo al aparato de Golgi en células tratadas con BFA (Fujiwara
et al., 1988, Lippincott-Schwartz ef al., 1989).

La BFA es una lactona macrociclica sintetizada a partir del palmitato (Cie) ¥
fue aislada por primera vez en 1968 por Tamura et al. para emplearla como
antiviral. Su formula quimica es C1eH2404 (PM 280.37) y causa la redistribucion de
la manosidasa I, una proteina normalmente presente en el aparato de Golgi,
hacia el reticulo endoplasmatico (Lippincott-Schwartz et al., 1989). Randazzo et al.

(1993) indican que la BFA tal vez actta interfiriendo con proteinas de activacion
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del factor de la ADP-ribosilacion (AAPSs), previniendo la asociacién de proteinas

que forman una capa en la membrana del aparato de Golgi.

La presente investigacion se concentra en el analisis de la morfologia
micelial y celular de N. crassa con funciones secretoras afectadas, lo que dara pie
a estudios posteriores sobre la dinamica del proceso de secrecion. La inhibicion
de la secrecion con sustancias quimicas puede esclarecer varias dudas con
respecto a la exocitosis y el complejo de proteinas llamado exocisto. El objetivo
principal de este proyecto es la comparacién del crecimiento de una cepa silvestre
de N. crassa y una cepa de N. crassa con mutacion (con luz UV) en sec5, con la
finalidad de obtener un mejor entendimiento sobre el mecanismo de la secrecion

en hongos filamentosos.

Marcaje de Proteinas con GFP

La proteina verde fluorescente (GFP por sus siglas en inglés) ha tenido un
gran éxito en el marcaje de proteinas y esto debido a caracteristicas tales como:
su tamafio (238 aa o 27 kDa) (Lorang ef al., 2001); la longitud de onda a la que
absorbe mayor cantidad de luz (488 nm), asi como su longitud de onda de emision
maxima (~508 nm); y solo requiere de luz ultravioleta o luz azul y oxigeno para la
emision de luz. Otras de las ventajas de usar GFP es su estabilidad in vivo, ya sea
que se fusione al extremo carboxilo o amino de la proteina a marcar. Ademas

funciona en un rango muy amplio de pH (5-11 en SDS al 1% o cloruro de
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guanidinio 6 M) y aln en tejidos fijados con formaldehido, metanol o
glutaraldehido. Una de las desventajas es la interferencia que causa la
autofluorescencia de grupos aldehido, o algin otro compuesto autofluorescente
que emita luz en la misma longitud de onda. Otra desventaja, que es comun entre
los fluoréforos, es la pérdida de fluorescencia por exposicién a la luz o
fotoblanqueo. Para poder incrementar el tiempo de exposicién a la luz y evitar al
maximo el fotoblanqueo, asi como también obtener una mejor expresién en el
organismo transformado, se ha modificado la secuencia génica de la GFP
(Cormack et al., 1997; Fernandez-Abalos et al., 1998; Maor et al., 1998; Spellig et

al., 1996; Crameri et al., 1996; Cubitt et al., 1995; Siemering et al., 1996).

En 2001 Freitag y compania, lograron clonar el gen de la GFP por vez
primera en N. crassa. Ellos utilizaron un promotor heterdlogo (foxA) de
Pyrenophora tritici-repentis (Dreschler, 1927). Después en 2004 (Freitag et al.) el
gen (h1) fue fusionado al gen de la gfp bajo el control de un promotor fuerte
(ccg?). La cepa transformante dejaba ver la fluorescencia de la fusion H1::GFP
localizada en los nlcleos cuando se le exponia a una radiacién de A = 488 nm.
Mas adelante han surgido otras transformantes de N. crassa con variantes de

GFP fusionadas a proteinas involucradas en procesos celulares muy variados.
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HIPOTESIS

Las hipotesis que se plantean en este proyecto son:

1.

La mutacién de sech5 tiene efectos drasticos en el crecimiento, la

morfologia y la organizacién intracelular de las hifas de N. crassa secd.

Las hifas en crecimiento de N. crassa sec5 no forman un Spitzenkdrper

visible bajo microscopia de contraste de fases.
La brefeldina A produce efectos semejantes a los que ocasiona la
mutacién de sec5 en la morfologia, citologia y crecimiento de las hifas

de N. crassa tipo silvestre.

La fusion proteica SEC5::GFP localiza en los apices de las hifas de N.

crassa tipo silvestre con crecimiento activo.
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OBJETIVOS

1. Caracterizar morfolégicamente la mutante de N. crassa secb a nivel

miceliar (macroscépicamente) e hifal (microscépicamente).

2. Analizar detalladamente con videomicroscopia de contraste de fases de
alta resolucion, la organizacion y trafico intracelular de los organelos y la
presencia/ausencia del Spitzenk&rper en la cepa tipo silvestre de N. crassa

y la mutante de N. crassa secb.

3. Analizar el efecto toxico de la BFA en N. crassa tipo silvestre.

4. Amplificar por PCR el gen sec5, fusionarlo al gen de la GFP y transformar

conidias de N. crassa tipo silvestre y visualizar la distribucién intracelular de

la proteina SEC5 marcada con GFP.
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MATERIALES Y METODOS
Organismo y Cepas
Las cepas utilizadas fueron Neurospora crassa WT mat a N1 FGSC # 988
a manera de control, N. crassa 7-9 sec5 (Seiler y Plamann, 2003) y N. crassa WT

his3 mat A N623 FGSC # 6103 para las transformaciones.

Cultivos

Se corté una seccion de micelio para ambos casos mutante y silvestre,
contenido en un tubo de ensayo con Medio Minimo de Vogel (MMV) (1956) y se
sembro por duplicado en cajas de Petri de 8.9 y 15 cm con MMV. Los cultivos se
mantuvieron en incubacién a 28 °C por una semana para obtener esporas. Las
esporas se recolectaron con agua destilada por filtracién con el empleo de gasa
estéril y se sembraron en placas de Petri de 8.9 y 15 cm con MMV. Se incubaron
toda la noche a 28 °C y después se midi6 el diametro de las colonias a cada hora
con la ayuda de un Vernier (calibrador analégico de plastico 0.1 mm de precision).

Para que fuese plausible la microscopia con el objetivo 100X de inmersion
en aceite, se hicieron los cultivos en camaras (Lépez-Franco, 1992) modificadas
elaboradas sobre portaobjetos de 33 x 59 mm (Carolina Biological Supply Co.) y

MMV con gelatina al 16% (Difco Laboratories).
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Microscopia y Analisis de Imagenes

A bajo aumento (10 - 90X) las colonias se observaron en un estereoscopio
SZXILLB2-100 de la marca Olympus, y las imagenes se capturaron con una
camara digital Olympus DP70. El procesado de las imagenes, se llevé a cabo con
el paquete de computo de operacion de la camara Olympus DP70 (DP Controller
1.1.1.85).

Para microscopia de alto aumento las muestras se observaron con un
microscopio Vanox-S (Olympus), un microscopio invertido Axiovert200 (Zeiss) y un
microscopio confocal de barrido con laser Axiovert 200M (Zeiss LSM 510 Meta).
En el microscopio Olympus Vanox-S se utilizé un objetivo de inmersion en aceite
100X (n.a. 1.25) y un ocular WF de 25X (American Optical). Las imagenes se
capturaron con una camara Hamamatsu C2400-07 conectada a un procesador de
imagenes Argus-10 (Hamamatsu Photonic Systems Corp., Bridgewater, NJ). La
imagen in vivo se visualiz6 en un monitor blanco y negro (Sony modelo PVM-122)
y se grabd en una videograbadora de S-VHS Panasonic AG6440. Las
micrografias y peliculas capturadas en videocasete fueron digitalizadas en una
computadora con el paquete de analisis y edicién de imagenes Image-Pro Plus
version 4.1 y un reproductor de videocintas JVC BR-S525U profesional S. A las
imagenes congeladas digitalizadas se les asigné el formato JPEG (Joint
Photographic Experts Group) y después se editaron con el uso del programa de
cémputo Adobe Photoshop 7.0 (Adobe Systems Inc. 2002). También utilizando la

version 4.1 del Image Pro Plus se digitalizaron videos alta resolucién de hifas en
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crecimiento de N. crassa WT y sec5 asignandoles el formato AVI (Audio/Video
Interleave).

Para observar el destino de la proteina SEC5 marcada con GFP en hifas
vivas de las transformantes seleccionadas, se utilizé el microscopio confocal de
escaneo con laser (CLSM) (Zeiss LSM 510 META) equipado, entre otros
aditamentos, con un objetivo de inmersién en aceite para contraste de fases de
100X (N.A. 1.3) (Plan-Neofluar, Carl Zeiss ®) y un laser de argén. Se empleo del 6
al 25 % del laser de argon para excitar la proteina verde fluorescente a una
longitud de onda de 488 nandémetros (A = 488 nm), un filtro dicroico principal HFT
488 (Carl Zeiss ®) como fragmentador del rayo que va de la fibra 6ptica hacia la
muestra. También se utilizaron dos espejos dicroicos fragmentadores (DBS1 vy

DBS2). La apertura del pinhole fue de aproximadamente ~710 nm (ver apéndice).

Medicidn del Crecimiento

Se realizaron las mediciones del diametro de las colonias cada hora con el
empleo del paquete de computo para procesamiento de imagenes Image Pro
Plus® (version 4.1). Los datos obtenidos fueron recopilados y procesados con el
auxilio del paquete de computo Excel (Microsoft ®), Statistica 6, Sigma Plot 9.0 en
la obtencién de promedios y el céalculo de medidas de dispersion como la
desviacién estandar, asi como para la proyeccién de gréficas.

Los diametros (Fig. 3) que se midieron fueron los correspondientes al limite

entre las regiones | y |l (diametro 1), definidas por Riquelme ef al., (2002) y el limite
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entre las regiones Il y lIl (diametro Il). Todas las mediciones se realizaron con
Image-Pro Plus y/o el programa Zeiss LSM Image Examiner version 3.2.0.115.

Diametro |l Diametro |

® 20 \to \ 10
J —y 1 1 L I Vll 1 ) 1 u(

)

100 95 90 50 O
Diametro (% maximo)

Figura 3. Diametros de una hifa modelo (hifoide) en funcion de la distancia
con respecto a la punta. Distancia relativa calculada en unidades de d. Adaptado
de Bartnicki-Garcia et al. (1990) y Riquelme et al. (2002).

Desajuste al Modelo Hifoide

Se tomaron imagenes de las puntas de las hifas de N. crassa WT y secd
con microscopia de contraste de fases en un microscopio Zeiss LSM 510 Meta y
también en un microscopio Olympus Vanox-S (los dos citados anteriormente),
para después superponer la curva hifoide al contorno apical de las hifas. Se

observé el desajuste de la mutante de N. crassa sec5 a la curva hifoide y se

contrasté con hifas de N. crassa WT.

Observacion de Germinulas
Se sembraron conidiosporas de N. crassa WT y N. crassa sec), para ser
observadas a las cinco horas de haber sido inoculadas en cajas Petri de 8.5 cm de

diametro y con MMV solidificado con 1.5 % de agar y con 1.5 % de sacarosa. Las
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observaciones se realizaron con un microscopio Zeiss LSM 510 Meta y objetivo
de 100x de inmersién en aceite para contraste de fases. Las conidias fueron
recolectadas de una colonia previamente crecida durante 1 semana a 28 °C en
placas con MMV. Se hizo un homogeneizado de conidias suspendidas en agua
destilada y esterilizada, para después ser filtrado con gasa estéril, evitando asi el
paso de hifas maduras. De la suspension de esporas se tomaron 10 pL cada vez

que se necesité sembrar.

Brefeldina A (BFA)

Se determind la concentracién suficiente de BFA para inhibir el crecimiento
de N. crassa tipo silvestre. Se afiadieron gotas de 10 pL en la superficie del MMV
solidificado con agar al 1.5% en caja Petri a una distancia de 4, 5 y 10 mm
(distancia medida con una regla métrica) con una pipeta de 2-20 yL automatica. El
efecto de BFA en el crecimiento de N. crassa tipo silvestre se analiz6 con el
empleo de un microscopio Zeiss Axiovert 200, un microscopio Olympus Vanox-S,
microscopio estereoscépico Olympus SZXILLB2-100 (en otras se usé un
micorscopio Zeiss Axiovert M LSM meta). Una vez estresadas las hifas se utilizo el
método del bloque de agar invertido (Hickey y Read, 2004) Para captura y analisis
de imagenes se utilizaron las camaras Hitachi KP-D50 y Olympus DP70, asi

como el paquete de cédmputo Image-Pro Plus ®.
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Construccion de plasmidos y técnicas moleculares

Para la fusion de sec5 con gfp se utilizd el plasmido pMF272 (Fig. 4)
(Freitag et al., 2004). Se extrajo ADN gendmico de micelio de N. crassa WT y se
utilizé como templete para amplificar el gen sec5 de N. crassa WT de 3,225 pb
(nimero de acceso NCBI XM_328403) por PCR utilizando como oligo sentido 5'-
ATT TAT CTA GAA TGG CGG CCG ACA CAG A -3’ y antisentido 5'- AGC TGT
TAA TTA ACC TCT CGC TCC CCG TA -3 (sec5-Pacl-R). Se digirieron
paralelamente el gen sec5 amplificado y el plasmido pMF272 con las enzimas de
restriccion Xbal y Pacl y después se ligaron y se hizo la transformacion de células
competentes de Escherichia coli cepa DH5a (Invitrogen). Se llevo a cabo PCR de
las colonias resistentes a ampicilina para identificar aquellas que contuvieran el
plasmido recombinante. Conidias de N. crassa N623 (FGSC#6103) se
transformaron por electroporacion (1500 V/15mseg) con el plasmido conteniendo

la fusioén.

Xbal Spel BamHl Xmal Pac | sgfp
4981 4987 4993 4998 5008
T3-... [TIC TAG AAC TAG TIGG ATCIACC GGG TTA ATT AAC ATG -...T7

Ndel Dral Dral
(81) (677) (1369, 1388)
| 1

Eco Rl Apal
(5733) (5779)

B-lactamase 3' his-3flank  Pccg-1 sgfp 5'A-his-3

Figura 4. Representacion esquematica del plasmido pMF272 de 8,479 pb (Freitag,
et al., 2004) donde se muestra la ubicacién del gen que codifica para B-lactamasa,
el promotor ccg-1, el sitio de clonacion multiple, el gen de la proteina verde
fluorescente sgfp y el gen que codifica para la proteina His-3.
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RESULTADOS

Morfologia de N. crassa secd

A nivel macroscépico, tras 7 dias de incubacion la colonia de N. crassa
sec5 mostré un micelio denso con una distribucién radial compacta a manera de
botén, mientras que N. crassa WT en un periodo no mayor a 3 dias lleg6 a cubrir
toda la superficie de la placa de Petri (Fig. 5). Ademas el fenotipo mutante pudo
observarse a 28 °C a pesar de que inicialmente ésta mutante se aislé por

seleccion de termosensibilidad (Seiler y Plaman, 2003).

Figura 5. Comparacion de la morfologia colonial de N. crassa WT (a) y sec5 (b).
Barra 2 cm.

Microscdpicamente a bajo aumento (100 y 250X), la morfologia hifal de
sec5 se not6 muy alterada, presentando hifas altamente distorsionadas e

hiperramificadas, asi como la regién préxima al apice abombada (Fig. 6).
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Figura 6. A bajo aumento, N. crassa sec-5 (c,d) muestra una morfologia micelial
alterada, presentando hifas altamente distorsionadas y con muchas
ramificaciones en comparacion a WT (a,b). Las hifas de secb se encuentran
abombadas en la regién subapical proxima (flecha). Barra superior = 200 um;
barra inferior = 100 pm.

Otra de las caracteristicas de esta mutante es la morfologia apical de la
hifa, la cual tiende a ser mucho mas ondulada que la cepa silvestre que sigue una

forma hifoide (Fig. 7).
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Figura 7. En la imagen se muestra el desajuste o ajuste de las hifas de N. crassa
sec5 (a) y WT (b) a la curva hifoide descrita por Bartnicki-Garcia et al. (1989).
Barra =5 pym.
Organizacion intracelular de N. crassa sec5

Mediante microscopia de contraste de fases a alto aumento (2,500X), la
distribucion intracelular de los organelos en la mutante se observé afectada. Una
de las diferencias mas drasticas observadas en la mutante sec5 respecto a la

silvestre fue la ausencia de un Spitzenkérper en el apice. En N. crassa sec$ las

mitocondrias se observaron redondeadas, a diferencia de la cepa silvestre en la
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que regularmente se les ve extendidas dispuestas paralelamente en relacion al eje

longitudinal de la hifa en crecimiento (Fig. 8).

Figura 8. Comparacién de la morfologia y organizacién intracelular de una hifa de
N. crassa WT (a-d) y sec5 (e-h). Los triangulos blancos muestran las mitocondrias,
las flechas la pared celular de la hifa y el asterisco el Spitzenkérper. La barra mide
5 um. El tiempo en la base de cada panel corresponde a hr : min : seg.

Se midieron los diametros | y Il de hifas maduras de N. crassa WT y secd
(fig. 9). Se observé que la mayoria de las hifas de N. crassa WT son mayores en
ambos diametros (I = 7.89 ym y Il = 8.15 ym). Las longitudes de los diametros | y

Il de N. crassa sec5 fueron 4.22 y 5.79 pym respectivamente. La variacién en la

longitud de los diametros de hifas de sec5 fue mayor que WT.

-28 -



9 -
—
’ B -
S
7 L
o
T E
£ 6
T = a] 5.79
)
= Diametro |l
5t m —
(m]
al 422
0 Media
3 : z : : []+0.95*SE
N. crassa WT N. crassa sec5 _I_ +0.95*SD

Figura 9. Comparacion de los diametros de la region | y Il de N. crassa WT y secb.
Las medidas de ambos diametros son menores en la mutante sec5. Las hifas de
sec5 tienen una mayor variacion dimensional.

Ramificacion

El tipo de ramificacion manifestado por la mutante N. crassa sec en su
mayoria fue apical o subapical, muy cercano a la punta. En contraste con lo que
regularmente se observa en las hifas de N. crassa WT, donde las ramificaciones

son mayoritariamente laterales y a una distancia del apice mayor que en la

mutante secb (Fig. 10).
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Figura 10. llustracion de la diferencia entre N. crassa sec5 (a) y N. crassa WT (b)
al ramificar. Las flechas muestran los clmulos de mitocondrias redondeadas.
Barra = 5 ym.
Germinacion

Se observaron germinulas de conidioesporas de N. crassa WT y secb a las
5y 13 hrs. de incubacién. La morfologia celular de las germinulas de WT y de

sec5 sorprendentemente no difiere en gran manera, mostrando tubos germinativos

y organizacion intracelular, mitocondrias y nucleos, similar (Figs. 11, 12).
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Figura 11. Germinula de N. crassa sec5 (b) y WT (a) a las 5 hrs. de incubacion a
28 °C en VMM. Barra = 5 ym
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Figura 12. Reconstruccién bidimensional de una germinula de N. crassa sec5 (a)
y otra N. crassa WT (b) (13 hrs.). Barra = 10 ym.
Tamaio y Tasa de Crecimiento

La tasa de crecimiento que presentd N. crassa sec5 en placa de Petri con
MMV (agar 1.5%) y cubreobjetos (33 x 59 mm) fue de 21.73 ym/hr en promedio (n

= 42 hifas), con una desviacion estandar de 8.46, mientras que el promedio de la
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tasa de crecimiento de N. crassa WT fue de 1072.59 um/hr (5 hifas) y una
desviacion estandar de 371.623 (Fig. 13).

En camaras de MMV (gelatina al 16%) con cubreobjetos las tasas de
crecimiento para 6 hifas de N. crassa sec5 y 4 de N.crassa WT fueron de 39.32
um/hr (desv. est. de 15.66) y 468.33 pm/hr (desv. est. de 128.64) respectivamente
(Fig. 13). El promedio de crecimiento registrado de N. crassa secb con respecto a
N. crassa WT es de 2.03% en placa con MMV (gelatina al 16%) y de 8.45 % en

portaobjetos con MMV (agar al 1.5%).
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Figura 13. Comparacién de Tasas de Crecimiento en Portaobjetos con MMV y
Gelatina al 16% Comparacion de la tasa de crecimiento en placa MMV con agar
al 1.5%
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Tratamiento con BFA

La droga Brefeldina A (BFA) fue afiadida en diferentes concentraciones
directamente a la superficie del MMV solidificado con agar (1.5%) a una distancia
de 5y 10 mm del margen de la colonia. La droga se difundié de manera pasiva
por la superficie del medio. La respuesta de N. crassa WT a BFA se vio clara en
las concentraciones de 100 y de 500 pg/mL. Las gotas de BFA a 100 upg/mL
afectaron la morfologia radial tipica de la colonia del hongo, dejandose ver un halo
de inhibicién (Fig. 14). Es en esa zona dénde las hifas disminuyen su ritmo de
crecimiento y comienzan a hiperramificar. Las ramas comienzan a extenderse a
partir de las hifas en crecimiento principales, muy cerca de las zonas apicales. La
pared de las hifas de N. crassa WT expuesta a BFA, se muestra un tanto sinuosa,
tal vez no como en la cepa mutante (N. crassa secb), pero si se puede ver como
resultado de un cambio en la direccionalidad de las hifas. Fue posible observar un
Spitzenkérper en algunas de las hifas expuestas a BFA, pero no tan prominente
como en el caso de las hifas no alteradas (Fig. 15). El Spitzenkdrper manifesto un
comportamiento un tanto extrafio al dejarse ver en ocasiones retirarse del borde
apical de la hifa varias veces (Fig. 16). Algo muy notorio fue que los nlcleos se

observaron cerca del apice y algunas mitocondrias redondeadas.
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Figura 14. Las imagenes a y b muestran una colonia de N. crassa WT incubada
ON a 28 Celsius y después de 1 hr de haber sido tratada con 20 uL BFA
100ug/mL a temperatura ambiente (~25 Celsius). Las imagenes ¢ y d muestran
una colonia de N. crassa WT incubada ON a 28 Celsius (control). Barras ay ¢ =
500 ym; by d =200 um.
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en donde se muestra el efecto en N. crassa WT de 10 uL de BFA
[10 pg/mL] después de 1 hr. de su aplicacién en una porcién del perimetro de la
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Figura 16. La imagen muestra el efecto causado por la exposicion a BFA [100
ug/mL]. Las flechas marcan el Spitzenkérper retraido (a,b,c,) y las puntas de
flecha los nucleos cercanos al apice (c,d). Barra =5 ym.
Clonacion y expresion de sec5::gfp

Se comprob6 la amplificacion del gen sec5 de 3,225 kb por electroforesis
en gel de agarosa al 1% (Fig. 17). El resultado de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) de las colonias resistentes a ampicilina con los cebadores para
amplificar el gen sec5 se muestra en la figura 18, donde 4 y 10 son las colonias
que han integrado el plasmido con el inserto. Se hicieron minipreparaciones de

ADN plasmidico de las colonias positivas y se cortd el plasmido recombinante

resultante (pAB0010) con Xbal y Pacl para comprobar que no se hubieran
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dafiado los sitios de restriccion durante la clonacién. El producto de la digestion se
corrié en un gel de electroforesis para corroborar que el sitio de restriccion del
plasmido habia sido clonado en pMF272. En la figura 21 se observan las bandas

correspondientes al plasmido pMF272 y al gen sec5.
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Figura 17. Imagen del gel de electroforesis tefiido con bromuro de etidio donde se
muestra la banda que corresponde al gen sec5 de N. crassa WT amplificado por
PCR.
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Figura 18. Gel de electroforesis después de tefiir con EtBr con los productos de
las colonias. La imagen muestra que dos de las colonias (4,10) transformadas de
E. coli poseen el gen secb.
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Figura 19. Gel de electroforesis tefiido con EtBr donde se muestra que el inserto
correspondiente al gen sec5 se recupera al digerir los plasmidos recombinantes
de las clonas 4 y 10 con Xbal y Pacl, lo cual comprueba que los sitios de
restriccion no han sido dafiados durante la clonacion.

Localizacion de SEC5::GFP en N. crassa

La localizacion de la proteina SEC5::GFP en hifas vivas corresponde con el
sistema endomembranal RE-Golgi, asi como también, con puntos cercanos a la
membrana plasmatica (Fig. 20).
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Figura 20. En la imagen “a”’ la fluorescencia representa la distribucion de
SEC5::GFP, en “b” componentes celulares por contraste de fase y en “c’ la

superposicion de “a” y “b”. Barra =5 ym.
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DISCUSION

Los resultados sugieren que sec5, componente del exocisto, juega un papel
imprescindible en la formacion del Spitzenkdrper, mantenimiento de la distribucion
intracelular de los organelos, asi como en la morfologia y crecimiento de las hifas.
Los organelos que se pueden distinguir con microscopia de contraste de fases de
alta resolucién en las hifas de N. crassa son las vacuolas, nucleos, cuerpos de
Woronin, las mitocondrias y el Spitzenkérper. Algo imposible de distinguir en las

hifas con el mismo tipo de microscopia es el RE y los equivalentes de Golgi.

Morfologia

El uso de mutantes morfolégicas ha permitido el estudio del papel de
ciertos genes implicados en el crecimiento apical y la morfologia de las hifas
(Garnjobst y Tatum, 1967; Seiler y Plamann, 2003). El tipo de crecimiento radial
colonial es una de las caracteristicas fingicas mas representativas (Riquelme, et
al, 1998). La imagen colonial a nivel macroscopico (Fig. 5), muestra como la
mutaciéon de sec5 en N. crassa provoca una disminucién en el ritmo de extension
radial del micelio. La imagen (Fig. 5) fue tomada con un desfase de tiempo (N.
crassa WT crecida 3 dias y N. crassa sec5 crecida 7 dias), con la intencion de
resaltar la capacidad tan baja que tiene N. crassa secb para colonizar la superficie
del medio. Una posible alternativa para compensar la disminucién del crecimiento
radial en la superficie del medio podria ser la hiperramificacion de las hifas de N.

crassa sec5 (Fig. 6) y la tendencia a crecer en otro plano (el vertical). Cuando las
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hifas poseen muchas ramas saturan los espacios y disminuyen los nutrientes,
posiblemente nitrégeno o carbén (Turian y Bianchi, 1972).

La organizacién intracelular en sec5 es muy distinta; lo mas notable bajo
microscopia de contraste fases en hifas maduras, es la forma y posicion de las
mitocondrias. Las mitocondrias en hifas maduras de la cepa silvestre regularmente
se les ve extendidas y en su mayoria paralelas al eje longitudinal de la hifa. En el
caso de la mutante, las mitocondrias se encuentran redondeadas y su movimiento
es diferente. Mientras las mitocondrias en la cepa silvestre se mueven hacia la
punta siguiendo el eje de crecimiento de la hifa, las de sec5 se mueven

erraticamente siguiendo una trayectoria en circulos.

Tasa de Crecimiento

En el caso de N. crassa WT fue posible medir el diametro de la colonia en
intervalos de una hora con la ayuda de una regla con escala milimétrica o un
vernier. Pero para efectuar la medicion del crecimiento de la colonia de N. crassa
sec5 es indispensable el uso de microscopia, y esto debido a su baja tasa de
crecimiento. Por lo tanto se procedi6 a grabar secuencias de cada una de las
cepas (N. crassa WT y N. crassa sec5) a bajo (100X) y alto aumento (2,500X),
para después medir con la ayuda del paquete de computo /magePro los videos
digitalizados. Como N. crassa sec5 tiene una distribucion compacta, a bajo
aumento fue mas factible grabar y medir mas hifas por cuadro. En el caso de N.
crassa WT, tanto a bajo como a alto aumento, solo se pudo incluir en el cuadro de

grabacién una hifa.
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En levaduras la mutacién de cualquiera de los miembros del exocisto
ocasiona una acumulacién de vesiculas e impide la emergencia del tubo
germinativo (protuberancia o bud) (Novick, et al., 1980; Salminen y Novick, 1989).
La mutacién del gen sec5 de N. crassa bloquea la formacién del Spitzenkérper y
por lo tanto interfiere en el crecimiento regular de la hifa, dando como resultado
una baja tasa de elongacion y morfologia atipica (Brunswick, 1924; Girbardt, 1957;

Lopez-Franco y Bracker, 1996; Riquelme ef al., 1998).

Ramificacion

Como se ha visto en S. cerevisiae (Sjolinder ef al, 2002), en D.
melanogaster (Murthy y Schwarz, 2004; Beronja et al, 2005), neuronas (Clandinin,
2005), las funciones del exocisto son el regular la aglutinacion de vesiculas
secretoras, el establecimiento del crecimiento polarizado, la comunicacion celular,
entre otros. En lo que se refiere a la polaridad, la cepa sec5 muestra un
crecimiento muy erratico y en el caso de la exocitosis en el crecimiento de la
membrana plasmatica, la proteina SEC5 mutada dificulta la fusiéon en un sitio en

especifico en la regidn apical, provocando una hiperramificacion sin direccion.

Germinulas

Parece ser que al momento de germinar la macroconidioespora, no existe
una maquinaria “completa” que haga que la hifa posea una direccioén constante,
como en el caso de las hifas maduras de N. crassa. En germinulas de N. crassa

WT con 5 hrs de incubacidon no se observo Spitzenkdrper. Como tampoco existe
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alin en ese estadio de madurez un metabolismo tan acelerado que permita una
velocidad de crecimiento relativamente alta, y el resultado son germinulas de N.

crassa WT y sec5 muy similares.

Tratamiento con BFA

Al tratar con BFA el margen de la colonia, los equivalentes de Golgi (Sewall
et al., 1989) cercanos al apice son desestabilizados y tal vez reabsorbidos por R.
E., lo cual interviene en la formacion de vesiculas secretoras. Cuando no hay una
formacion suficiente de vesiculas secretoras el crecimiento se ve desfavorecido. Si
la droga BFA se encuentra inhibiendo solo los organelos de las regiones apicales,
y el crecimiento disminuye, entonces debe ser que la mayoria de las vesiculas
secretoras se forman en las regiones apicales. El efecto de hiperramificacion de
las hifas tratadas con BFA puede deberse al reacomodo de los organelos

apicales, por efecto de la reabsorcion de Golgi por R. E.

SEC5::GFP

Con microscopia confocal (de barrido con laser), es posible observar en la
transformante TMR10-1 el contorno de lo que parece ser la red endomebranal (RE
y Golgi). También la transformante TMR10-1 de N. crassa muestra una
colocalizacion de fluorescencia con mitocondrias al traslapar las imagenes de
fluorescencia y la de contraste de fases. Lo anterior coincide con el hecho de que
las mitocondrias en el caso de la mutante sec5 suelen presentarse en forma

redondeada y parecen tener un movimiento muy erratico, contrario a lo que se
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observa generalmente en WT. Por lo tanto, es de suma importancia el estudio de
la funcion de la proteina SEC5 aprovechando la fusién SEC5::GFP, ya que la
proteina SEC5 podria estar involucrada en el movimiento y posicionamiento de
organelos celulares en N. crassa. Lo anterior es algo muy distinto a lo que se ha
visto en otras células entre ellas flngicas y animales (Murthy y Schwarz, 2004).

Contrario a lo que se anticipaba, la fusion SEC5::GFP no se acumula en el
Spk. Si se observo en el sistema endomembranal RE-Golgi y en puntos de la
membrana plasmatica.Todos los componentes del exocisto, tanto en mamiferos
como en levaduras, han sido encontrados en el citosol o adheridos a membranas
(Hsu et al., 1996; TerBush y Novick, 1995).

En neuronas cultivadas de mamiferos, el exocisto se le ha localizado cerca,
pero no unido a vesiculas sinapticas, mas bien se le asocia con la formacion de
las sinapsis y el crecimiento neural (Hsu, et al., 1996; Kee, et al., 1997; Hazuka, et
al., 1999). Murthy y colaboradores (2003), encontraron en neuritas de Drosophila
melanogaster que existen dos tipos de traficos de vesiculas, uno que se encarga
de las vesiculas que ayudaran en el crecimiento de la membrana, asi como a la
adicion de proteinas a la misma; y otro en el que solo se secretan los
neurotransmisores. En el primero es necesaria la proteina SEC5 y en el segundo

no (Murthy, ef al., 2003).

- 46 -



CONCLUSIONES

El fenotipo colonial N. crassa sec5 es radial, compacto a manera de boton. A nivel
microscopico de bajo aumento las hifas de N. crassa sec5 son altamente
distorsionadas, hiperramificadas y con las zonas subapicales inmediatas al apice

abombadas.

Las hifas de N. crassa sec5 son mas delgadas en los diametros | y Il y no
muestran Spitzenkdérper bajo microscopia de contraste de fases. Los nlcleos y las
mitocondrias de N. crasa sec5 presentan una distribucion celular alterada, asi
como una dinamica errante. Los nlcleos se encuentran seguido muy préximos al

apice y a las mitocondrias generalmente se les ve redondeadas y en ciimulos.

La forma de las germinulas de N. crassa WT y sec5 es sorprendentemente similar

en comparacién con las hifas maduras.

El crecimiento de sec5 en placa representa el 2.03% de la cepa silvestre y en

camara el 8.4%.
La exposicion a BFA provoca una hiperramificacion y una redistribucion de

algunos componentes celulares vistos por contraste de fases como los nucleos y

el Spitzenkdrper.
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Con la fusién SEC5::GFP en N. crassa fue posible observar que el patron de
distribucién de SEC5 no es tan marcado en las regiones de exocitosis como en las

zonas subapicales.

Es de gran importancia el estudio de todos los componentes del exocisto para

poder entender la secrecion.
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PERSPECTIVAS

Secuenciacion del gen secS

La estructura tridimensional de la proteina SEC5 mutada en N. crassa no
ha sido aun definida, pero es posible saber por analisis in silico si existe alguna
estructura probable afectada. La busqueda de los cambios producidos en sec5 por
la radiacién UV en N. crassa podria ser de gran importancia en el entendimiento
de las interacciones de la proteina SEC5 con otros componentes del exocisto.
También es muy probable que la forma de la proteina mutante afecte su relacion
con otros componentes moleculares como lo son las proteinas que propician la
hidrélisis de ATP, GTP, y/o las vesiculas secretoras, la membrana citoplasmatica,
entre otros. Por lo tanto una secuenciacion del gen mutado seria de gran ayuda en

la elucidacion del proceso secretor en el que se encuentra involucrado el exocisto.

Cruzas Para la Obtencion de monocariontes

En este estudio se obtuvieron transformantes de N. crassa expresando una
fusién sec5::gfp por electroporacion. Al momento de aplicar una descarga eléctrica
que forme poros en las macroconidioesporas y propicie la introduccion de material
genético a la célula, es muy probable que no todos los nlcleos adquieran el ADN
transformante. Por lo tanto es de gran utilidad cruzar la transformante con una
cepa con un apareamiento complementario y de esta manera obtener ascosporas,
que por ser uninucleadas facilitan la seleccién de individuos con nucleos

transformadas de igual carga genética.
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Clonacioén y Expresion de sec5::gfp con el Promotor Endégeno

La sobreexpresion de un gen a través del reemplazo del promotor
endodgeno puede dar resultados no deseados como lo son la acumulacion de la
fusion en lugares de reciclaje (vacuolas y otros), o el rompimiento del equilibrio
homeostatico intracelular. Por lo tanto la expresién de sec5::gfp con el promotor
endogeno, podria tener resultados mas confiables en lo que respecta a la cantidad

de fluorescencia, localizacién, metabolismo celular y otros.

Clonacién y Expresion de Fusiones de Otros Componentes de Exocisto

De acuerdo con Guo y compafia (1999b) son ocho los componentes del
exocisto siete de los cuales coprecipitan con vesiculas secretoras, menos SEC3,
posible marcador del punto de aglutinacién en la membrana citoplasmatica, junto
con Rho y Exo70, aunque éste Ultimo se le puede encontrar asociado a vesiculas
secretoras previo al ensamblaje exocitdcico (Boyd et al, 2004). Por lo tanto uno de
los candidatos para ser fusionado con GFP podria ser SEC3. Lo mas probable
seria que la fusion, de ser viable, se encontrara en toda la membrana
citoplasmatica; aunque también seria altamente probable una acumulacién en la

zona apical de exocitosis.
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APENDICE
Medios de Cultivo:

Medio Minimo de Vogel (MMV)(Vogel, 1956)

Para cultivo en placa:

Agua destilada 490.0 mL
Agar 7549
Sacarosa 75¢g
Solucion de sales 50 X 10.0 mL

Para Cultivo en Camara:

Gelatina 8.0¢g
Solucion de sales 50 X 1.0 mL
Aforar con H,0 hasta 50.0 mL
Solucién de Sales 50 X
Agua destilada 700 mL
Naz;CsHs07. 5%2 H,0 150 g (.2H20, 130 g)
KH,PO4 anhidro 250¢
NH4NO3 anhidro 100 g
MgSOy4 . 7H,0 10¢g
CaCl; . 2H,0 59
Solucién de elementos traza 5mL
Biotina 25 mg
Cloroformo 2 mL (como conservador)

(el pH sera de 5.8 cuando se diluya. No se ajuste el concentrado)
Depositar en una botella oscura a temperatura normal. Revisar seguido el
nivel de cloroformo.

Solucidon de Elementos Traza

Disolver en el orden que aparece en la lista.

Agua destilada 95 mL
Acido citrico 5g
ZnS04.7H0O 5 g
Fe(NH4)2(S04),.6H,0 19
CuS04.5H,0 025¢g
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MnSO4.1H,0 0.05¢g

HsBOj3; anhidro 0.05¢
Na,MoO, . 2H,0O 0.05¢g
Cloroformo 1mL

Depositar en una botella oscura y refrigerar.

Bloque de Agar Invertido (Hickey, et al., 2005)

El método consiste en tomar una porciéon de agar con micelio y colocarlo
sobre una laminilla, para observar al microscopio:

Medio
Liquido Bloque de Agar
Portaobjetos \[::::;::r/ Micelio
——] OO ML LA et |
Aceite de
Immersion
¥ Lente Objetivo
Vista Frontal
A ﬂ Bloque de
Laminilla [ Agar
—_— {
Micelio
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Camara de Cultivo en Portaobjetos para microscopia (adaptado de Lépez-

Franco, 1992 en Riquelme, 2000)

El portaobjetos debe ser cubierto con pintura para ufias (p) en los
extremos longitudinales y en medio con MMV solidificado con gelatina al 16% (m)

y mantener en humedad. Vista general (a), vista transversal (b).
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