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Resumen aprobado por:

Las proteinas relacionadas con el extremo positivo (TIPs+) de los microtubulos
(mts) son un grupo de factores dinamicos que promueven el ensamblaje y
desensamblaje de estos en su extremo mas dinamico. Una de las familias mas
conservadas de TIPs+ incluye la EB1 (End Binding 1) y sus homdlogos
presentes en mamiferos, plantas y hongos. La EB1 actia como marcador de la
dinamica del exiremo inestable de los mts. El gen homdlogo de EB1 en
Neurospora crassa fue identificado y llamado mib-3; su marcaje se realizd
mediante fusion con la Proteina Verde Fluorescente (MTB-3::sGFP) y se llevd
a cabo el knockout del gen nativo. Se estudié mediante microscopia confocal y
de campo evanescente la dinamica de MTB-3 en N. crassa. Se observaron
abundantes y pequefios fragmentos fluorescentes de aproximadamente 1.6+
0.4 um de longitud en forma de cometas que se distribuyen a lo largo de la hifa,
desplazandose mayormente hacia el apice con una velocidad aproximada de
0.5 um s™', 2.5 veces mas rapido que la velocidad de crecimiento hifal (0.2 pm
s"); aunque también fueron vistos algunos cometas que se mueven en forma
retrograda. La MTB-3 también se observé como parte del huso mitético. No se
encontré asociada a las mitocondrias ni a vesiculas, asi como tampoco al
citoesqgueleto de actina ni con las proteinas motoras dinactina y cinesina. Se
observé una relacion de la MTB-3 con el citoesqueleto microtubular.

Palabras claves: TIPs+, Neurospora crassa, EB1, microscopia confocal y
microscopia de campo evanescente.
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Interaccién de EB1 y sus homologos con diversas TIPs+. Las
proteinas asociadas a Mts se muestran en los cuadros azules,
mientras que las proteinas que no se unen directamente a Mts
se muestran en los cuadros verdes. Dd, Dictyostelium
discoideurn; Dm, Drosophila melanogaster, mam., mamiferos;
Sc, Saccharomyces cerevisiae, Sp, Schizosaccharomyces
pombe. Modificado de Lansbergen y Akhmanova, 2006.

Serie de tiempo de imagenes mediante microscopia confocal
de MBT-3::3sGFP (A-D) y de la combinacién con la tincién de
membranas con FM4-64 (5 pM) (E-H) en hifas maduras de N.
crassa, para observar su asociacion con las vesiculas y el Spk.
La flecha sefiala el Spk. El tiempo esta en min:s. Escala = 10
pm.

Region basal de una hifa madura de N. crassa que expresa
MBT-3::sGFP (A) con las membranas teflidas con FM4-64, (C)
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Imagenes de microscopia confocal de un septo formado. (A)
MTB-3::sGFP. (B) Membranas tefiidas con FM4-64. (C)
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formado. Escala=5 pm.

Serie de tiempo tomada por microscopia confocal. Se muestra
una composicion de imagenes de MTB-3::sGFP y de la tincion
de membranas con FM4-64 (5 pM). Las flechas sefialan un
nicleo durante la mitosis y la concentracion de MTB-3::sGFP
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en min:s. Escala = 5 pm.

Serie de tiempo obtenida mediante microscopia confocal, de la
dinamica de la proteina MTB-3:;sGFP en germinulas de N.
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retrégrado en la esfera germinal y las blancas un cometa que
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I. Introduccién

Los hongos filamentosos son organismos eucariotas cuyas células
tubulares caracteristicas son conocidas como hifas, estas presentan un
crecimiento apical que conduce a una expansion polarizada. En este proceso
de crecimiento son indispensables los componentes del citoesqueleto:

microfilamentos de actina y microtabulos (Mts).

Los Mts son heteropolimeros cilindricos altamente dinamicos, que
crecen por adicion de dimeros de o y B-tubulina. Su polaridad esta dada por
un extremo (+) de crecimiento rapido y un extremo (-) de crecimiento lento
(Desai y Mitchison, 1997). El arreglo y disposicion de los Mts es esencial para

la progresion del ciclo celular y la morfogénesis.

Un amplio nimero de proteinas relacionadas con el extremo positivo de
los Mts (TIPs+) promueven el ensamblaje y desensamblaje de las
subunidades de tubulina en el extremo dinamico de los Mts (Schuyler y
Pellman, 2001: Schroer, 2001; Akhmanova y Hoogenraad, 2005), en un

proceso conocido como inestabilidad dinamica.

Una de las familias mas conservadas de TIPs+ incluye a la EB1 (End

Binding 1) y sus homologos presentes en mamiferos, plantas y hongos. El gen



homodlogo de EB1 en el hongo filamentoso Neurospora crassa fue identificado

para este estudio y denominado mtb-3 (Microtubule Binding 3)

En el presente trabajo se estudio la dinamica de la proteina MTB-3 en
una cepa de N. crassa que expresa la fusidn de este gen con la proteina verde
fluorescente (GFP*), mediante |la cbtencién de imagenes y series de tiempo
tomadas in vivo, utilizando microscopia confocal y microscopia de campo
evanescente (6 TIRFM*). De manera similar se estudio6 la relacion de MTB-3
con organélos membranosos: nlcleos, vesiculas y mitocondrias, las proteinas
motoras: cinesina y dinactina y la interaccion con el citoesqueleto microtubular
y de microfilamentos de actina. Con la finalidad de conocer la distribucion,
dinamica y posible funcion de la proteina MTB-3, y describir la orientacion de

los Mts en la regién subapical y apical de N. crassa.

*Por sus siglas en inglés.




il. Antecedentes
En células eucariotas el citoesqueleto estd conformado principalmente
por microfilamentos de actina y Mts. Especificamente en hongos filamentosos,
participan en procesos tan importantes como el crecimiento polarizado y la
morfogénesis celular (Heath et al., 1982; Kaminskyj et al., 1989; Bartnicki-

Garcia, 2002).

Los Mts son heteropolimeros altamente dinamicos que constan de
subunidades globulares de o y B-tubulina, cuyos dimeros se ensamblan para
constituir protofilamentos que se agrupan formando un tubo cilindrico de
aproximadamente 25 nm de diametro. Poseen polaridad intrinseca, dada por
un extremo (+) gue experimenta un crecimiento rapido y un extremo (-) de
crecimiento lento 6 nulo (Desai y Mitchison, 1997; Nogales et al., 1989). La
nucleacion de los Mts, se lleva a cabo por el centro organizador de Mts (en
hongos llamado cuerpo polar de los nlcleos), desde donde emanan y se
extienden en tres dimensiones (Oakley y Oakley, 1989; Horio y Oakley, 2005;
Steinberg, 2006). En hongos filamentosos, los Mts se encuentran paralelos con
respecto a la direccién de crecimiento y se distribuyen en todo el citoplasma,
incluyendo la zona apical, usualmente con su extremo (+) dirigiéndose hacia el
apice (Howard, 1981; Vargas ef al., 1993) aunque también se ha propuesto que

tienen diversa polaridad (Straube ef al., 2002; Mourifio-Pérez et al., 2006).



El arreglo de los Mts es esencial para la progresion del ciclo celular.
Durante la division nuclear, los Mts forman el huso mitético, participan en la
segregacién de cromosomas y orientan el plano de division (Oakley y Morris,
1980; Hyman y Karsenti, 1996; Desai y Mitchison, 1997; Zhang et al., 2003;
Horio, 2007). Por otra parte, los Mts citoplasmaticos sirven como pistas en el
transporte de vesiculas secretoras (McDaniel y Roberson, 2000) que al
fusionarse con la membrana plasmatica provocan el crecimiento apical en
hongos filamentosos (Howard y Aist, 1977, 1980; Howard, 1981, Gooday,
1983; Gow, 1989; McKerracher y Heath, 1987; Steinberg y Schliwa, 1993;
Hasek y Bartnicki-Garcia, 1994; Heath, 1994; Seiler ef al, 1997, 1999;
Geitmann y Emons, 2000). Los Mts participan en la migracién nuclear (Xiang y
Fischer, 2004) y mantienen una adecuada distribucion del citoplasma (Gooday,
1983; Gow, 1989), organélos y macromoléculas (Heggeness et al, 1978;
Qakley y Morris, 1980; Heath y Kaminskyj, 1989; Hermann y Shaw, 1998;
Fuchs et al., 2002; Slep y Vale, 2007) contribuyendo asi a la organizacion

espacial en eucariotas.

Todas las funciones que se les atribuye a los, son dependientes de las
propiedades dinamicas que experimentan. Los Mts tienen periodos alternados
de crecimiento y acortamiento, debido a la adicion de subunidades de tubulina

y su hidrélisis respectivamente. La combinacién entre los estados de



polimerizacion y despolimerizacion y la répida transicion entre los dos estados,

es conocido como inestabilidad dinamica (Mitchison y Kirschner, 1984).

Un amplio nimero de factores moleculares como las proteinas
asociadas a Mts (MAPs*} interactlan con estos para regular este proceso vy la
organizacion del citoesqueleto microtubular (Maccioni y Cambiazo, 1995). Las
MAPs se distribuyen de forma diversa a lo largo de los Mts. Sin embargo, un
grupo de MAPs asociadas especificamente al extremo (+) son conocidas como
TIPs+ (Pérez et al, 1999; Vaughan et al, 1999; Hoogeraad et al, 2000;
Mimori-Kiyosue et al,, 2000a, 200b; Akhmanova et al., 2001; Coquelle et al.,
2002; Lansbergen y Akhmanova, 2006) y son responsables principalmente de

controlar la estabilizacion, del extremo dinamico de los Mts.

La proteina EB1 (End Binding 1) es una de las familias mas
conservadas de TIPs+ y tiene homdélogos en mamiferos como EB1, EB2 y EB3,
en plantas como AtEB1a en Arabidopsis thaliana y en hongos como Peb? en
Ustilago maydis (Tirnauer y Bierer, 2000) (Tabla 1). Se ha demostrado que EB1

interactia con diversas proteinas. Estas interrelaciones se muestran en la

figura 1.

*Por sus siglas en inglés.




Figura 1. Interaccion de EB1 y sus homdlogos con diversas TIPs+. Las
proteinas asociadas a Mts se muestran en los cuadros azules, mientras que las
proteinas que no se unen directamente a Mts se muestran en los cuadros
verdes. Dd, Dictyostelium discoideum; Dm, Drosophila melanogaster, mam.,
mamiferos; Sc, Saccharomyces cerevisiae; Sp, Schizosaccharomyces pombe.
Modificado de Lansbergen y Akhmanova, 2006.

Tabla I. Homoélogos de |a proteina EB1.

Proteina Organismo

EB1 Vertebrados

BIM1 Saccharomyces cerevisiae
MAL3 Schizosaccharomyces pombe
AtEB1a Arapidopsis thaliana

DdEB1 Dictyostelium discoideum
DmEB1 Drosophila melanogaster
PEB1 Ustilago maydis

MTB3 Neurospora crassa




EB1 fue originalmente identificada interactuando con el supresor de
tumores APC (Adematous Polyposis Coli) en su Carboxilo-terminal en celulas
cancerigenas de colon (Su ef al., 1995). Se ha visto que este dominio sirve
como sitio de anclaje para otras TIPs+ (Honnapa ef al., 2005). Mientras que en
el amino terminal de EB1 consta de un dominio homélogo a Calponina (CH)
(Hayashi e lkura, 2003) encontrado en muchas de las proteinas de unién a
actina y es mediante este dominio, gue EB1 se une con los Mis. En niveles
endogenos preferentemente se asocia a los extremos distales de los Mts por lo
que se le considera un marcador del extremo (+). EB1 es una proteina

pegueha de 35 kDa (Berrueta ef al., 1998).

El gen mal-3 es un homélogo de EB1 en S. pombe, estudios realizados
en este organismo, demostraron que mal-3 juega un papel importante en la
regulacién de la integridad de los Mtis, posiblemente influenciando su
estabilidad (Beinhauer et al., 1997). Las levaduras que carecen del homologo
de EB1 son viables pero muestran Mits cortos y parametros anormales de .
inestabilidad dinamica (Tirnauer et al, 2002); de igual manera causa

alteraciones en la segregacién de minicromosomas no esenciales (Fleig et al.,

1996).




Se ha observado que EB1 actia como un factor anticatastrofe de los
Mts (Rogers et al., 2002; Tirnauer ef al., 2004), ademas de promover su anclaje
a diversos blancos subcelulares (Korinek et al., 2000). Aunque EB1 muestra
una especificidad a las terminales (+), ha sido también localizada en
centrosomas y husos polares (Bu y Su, 2001; Morrison y Askham, 2001,
Askham ef al., 2002; Rehberg y Graf, 2002; Rogers el al., 2002, Tirnauer ef al.,

2002, 2004; Louie et al., 2004; Chan et al., 2003, 2005).

Las MAPs con funcion motora son el complejo dineina-dinactina y la
familia de las cinesinas (Vallee y Shpetner, 1990; Walker y Sheetz, 1993;
Vallee y Sheetz, 1996). Los dos grupos de proteinas estan involucrados en la
movilidad intracelular; se ha observado que las cinesinas se desplazan hacia el
extremo (+) de los Mts, mientras que el complejo dineina-dinactina se mueve
hacia el extremo (-), ambas proteinas motoras influencian la inestabilidad

dinamica de los Mts (Hunter y Wordeman, 2000; Uchida ef al., 2008).

EB1 ha sido coprecipitada con p1509“®, una subunidad de la dinactina,
también se ha encontrado asociado con la cadena intermedia de la dineina
(DIC) y con la dinamitina (p50), pero no se asocia con la cadena pesada de la
dineina. La interaccién entre EB1 y p1509“¢? es requerida para la formacion y
mantenimiento de la disposicion radial y anclaje de fos Mts en los centrosomas

de células animales. (Berrueta et al., 1999; Askham ef al., 2002).




En el extremo (+) de los Mts se da fa interacciéon entre la EB1 y la
subunidad p1509“*® de |a dinactina en su dominio de unién a Mts (Berrueta ef
al., 1999; Askham et al, 2002; Hayashi et al, 2005), ésta asociacion es
esencial para la dinamica de los Mts sin embargo, la delecion de EB1 ha
resultado en la pérdida de p150%“®® pero no afecta el trafico de organélos

(Watson y Stephen, 2006).




IIt. Problema

La distribucién de la polaridad de los microtibulos en la region apical y
subapical en el hongo filamentoso N. crassa se desconoce hasta el momento,
la proteina homologa de EB1 (MTB-3) se ha utilizado en otros organismos
como un marcador de la terminal positiva de los Mts, por lo que se propone
estudiar la distribucién, dinamica y posible funcién de esta proteina en

particular en este hongo, para dilucidar el efecto sobre los Mts y su dinamica.

IV. Hipétesis

Mediante la fusién con las proteinas fluorescentes, la proteina MBT-3
podra observarse en el extremo + de los Mis, lo que permitira conocer la

orientacion de los Mts, en el hongo filamentoso N. crassa.
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V. Objetivos

V.1 Objetivo General

» Describir la localizacion y dinamica de la proteina MTB-3 en el hongo

filamentoso N. crassa.

V.2 Objetivos particulares
o Describir la distribucion de MTB-3::sGFP en hifas maduras,
esporas y germinulas de N. crassa.
e Identificar la distribucion de MTB-3::sGFP en presencia de un
inhibidor de Mts (benomilo) y de los microfilamentos de actina
{citocalasina A).

o Describir la dinamica de los Mts en ausencia de la proteina MTB-3 en

hifas maduras.
» Conocer la dinamica de MTB-3 en mutantes de las proteinas motoras

cinesina y dinactina.

11



VI. Metodologia

V1.1 Disefio metodolégico

Se estudio la localizacién y dinamica de ia MTB-3 mediante microscopia
confocal y de campo evanescente en el hongo filamentoso N. crassa. Se
estudié una cepa con el gen mitb-3 fusionado a la GFP (MTB-3::sGFP),
insertada por doble recombinacion homéloga en el sitio de la histidina, en la
mutante auxotréfica his-3 (FGSC 6103). Esta cepa fue generada para este
estudio por el Dr. Freitag de la Universidad Estatal de Oregén.

La cepa MTB-3::sGFP fue tefiida con colorantes especificos para
conocer si la MTB-3 esta relacionada con organélos membranosos como
mitocondrias o vesiculas. Asi mismo, las células fueron tratadas con drogas
inhibidoras del citoesqueleto microtubular (benomilo) y de microfilamentos de
actina (citocasina A), para conocer la distribucion de MTB-3.:sGFP en
ausencia de la integridad de estos elementos celulares.

Se identificod el papel de las proteinas motoras cinesina y dinactina en la
dindmica de {a proteina estudiada.

Mediante la obtencion de cruzas se evaluaron los efectos en la dinamica
de los Mts y en la distribucidén nuclear, en ausencia de la proteina MTB-3.

Por ultimo la morfologia colonial y la tasa de crecimiento de la cepa

knockout mtb-3 fueron comparadas con una cepa tipo silvestre.
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V1.2 Organismos y medios de cultivo

En la tabla 1l se describen las cepas de N. crassa y E.coli que se

utilizaron para la realizacion de este trabajo.

Tabla Il. Cepas de N. crassa y E. coli utilizadas.

Cepa Genotipo Fuente

XTL2-1 Mat A his-"::Pccg-1-mtb-3*-sgfp™ Lew, para este estudio

XTL2-2 Mat a his->"::Pecg-1-mith-3"-sgfp* Lew, para este estudio
MF11851 Mat a mtb-3 Freitag ef af., para este estudio
MF11852 Mat A mib-3 Freitag et af, para este estudio
N2524 Mat a rid"™" his-*""::Pccg-1-Bmi*-sgfp”  Freitag et al., (2004).

N9717 Mat A A mus-51::bar+his” FGSC*

NC 4200 Mat a tipo silvestre. FGSC

FGSC 43 Mat a ro-3 FGSC

NMF 138 Mat A his-""::Pccg-1-hH1*-drip* Freitag et al., (2004).
XRM-10-0OC Mat a Ankin his™ Callejas-Negrete (No publicado).
N2281-3A Mat A his->"::Pccg-1-hH1 -sgfp’ Freitag et al., (2004).
XRM-01-AR komth3 his-3"::Pecg-1-Bmi sgfp® Este estudio

XRM-02-AR komtbh3 his-3"::Pceg-1-hH1" -sgfo” Este estudio

XRM-03-AR ro3 his-3"::Pccg-1- mth3"-sgfp Este estudio

TRM-01-AR Ankin/MTB-3..5gfp Este estudio

TRM-43-AR-9  Mat A his->"::Pccg-1-mtb3*-cherry” Este estudio

E. coli DH5 $80dlacZAM15 A{lacZYA-argF) Promega®

*Fungal Genetic Stock Center.

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizaron los siguientes medios

de cultivo (la composicion y protocolos de preparacion de estos se encuentra

en el anexo 1):

s Medio Minimo de Vogel (MMV). Se utilizo para crecer las cepas y hacer

las observaciones por microscopia. La mutante auxotrofica (his®) FGSC

N9717 se crecié en MMV enriquecido con histidina a una concentracion

de 25 ug ml™.
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« Medio Sintético de Cruzas (MSC). Este medio fue utilizado para inducir
el ciclo sexual de N. crassa en las cruzas que se llevaron a cabo.

o Medio de regeneracion, Se usd este medio una vez que las conidias
fueron sometidas a electroporacion.

o FIGs agar. Luego de la transformacion mediante electroporacion, se
sembré en placas de Petri de FIGs agar.

» Medio Luria-Bertani (LB). E. coli se cultivd en este medio, liquido 6 LB-
agar y se adiciond ampicilina a una concentracion de 100 pg mi™, segun

fue necesario.

VI.3 Cruzas XRM-01-AR, XRM-02-AR y XRM-03-AR

Se realizaron diversas cruzas de la mutante de mtb-3 para observar la
dinamica de algunas estructuras y organelos en ausencia de MTB-3. Para
observar la dinamica de los Mts, se cruzé con la cepa con los Mts marcados
con GFP (XRM-01-AR), para conocer la distribucién y morfologia de los
nlcleos se cruzo con la cepa con la Histona1 marcada con GFP (XRM-02-AR).
Asimismo la cepa con la MTB-3 fusionada a la GFP se cruzd con la mutante de
la subunidad p1509"¢? de la dinactina (ro-3) (XRM-03-AR), para saber si ésta
proteina motora influencia la distribucién de MTB-3.

Se inocularon cajas de Petri con MSC por separado con conidias de las
cepas de los Mts marcados con GFP (N2524 mat a), de los nlcleos fusionados

con GFP (N2281-3A mat A) y de la mutante ro-3 (FGSC43 mat a), incubandose
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a 25 °C durante 5 dias en oscuridad total, posteriorm ente los 2 primeros
cultivos fueron fertilizados con conidias de las cepas knockout de MTB-3 mat A
y mat a, respectivamente, mientras que el cultivo de ro-3, se reinoculd con la
cepa MTB-3::sGFP mat A. Después de 14 dias de incubacion a 25 °C en
oscuridad, se recolectaron las ascosporas y fueron espatuladas en MMV
(adicionado con 1% de higromicina en los casos donde se cruzd cepas
knockout) se incubd inicialmente a 80 °C durante 2 h como choque térmico y
juego a 28 °C por 12 h. Cada colonia desarrollada se fransfirid a tubos de
cultivo con MMV y se incub6 por 24 h a 28 °C. Finalmente las colonias fueron
seleccionadas de acuerdo al fenotipo y a la emisién de fluorescencia de la GFP

utilizando el microscopio confocal.

Tabla lll. Cepas de N. crassa utilizadas en las cruzas realizadas y
nombre de las cepas originadas.

Primer Segundo Cepa Descripcion
inéculo inéculo originada
Mts::sgfp mat a KO-mtb-3 mat A XRM-01-AR Mis GFP sin el
gen mtb-3
H1::sgfp mat A KO-mtb-3 mat a XRM-02-AR Nucleos GFP sin
el gen mtb-3
ro-3 mat a MTB-3::sGFP matA XRM-03-AR  MTB-3 GFP sin la
subunidad
p1 5oglued
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V1.4 Transformantes TRM-01-AR y TRM-02-AR

Mediante transformacion se logré obtener una cepa carente de la
proteina motora cinesina (nkin) que expresa la MTB-3::sGFP (TRM-01-AR), asi

mismo, se obtuvo la transformante MTB-3::cherryFP (TRM-02-AR).

V1.4.1 Construccion del cassette mtb-3::cherryFP

Para la construccion de la cepa TRM-02-AR, inicialmente se llevé a cabo
la digestion enzimética con las enzimas de restriccién Xba1 (TACTAGA) y Pac1
(TTAATATAA) de los plasmidos pJV15-2 y pMFmitb-3, esto para linearizar el
plasmido con la proteina fluorescente cherry (cherryPF) y por otro lado para
obtener el gen mtb-3. La mezcla de reaccion consistid en 20 ul del DNA de
plasmido, 1 pl de Xba1 (20 U ui™), 1 pl de Pac1 (10 U pI'") (ambas enzimas de
New England Biolabs®), 5 pi de BSA 10X, 5 pul NEB4, 18 pl de agua destilada,
para un volumen final de 50 pl. Las reacciones se incubaron por 4 h a 37 °C (a
las 3 h de incubacion se le afiadié 1 yl de fosfatasa alcalina de camarén
(Promega®) solo a [a reaccion del plasmido pJV15-2). Se corroboraron las
digestiones con una electroforesis en gel de agarosa al 1% con el volumen total
de las reacciones, se us6 el marcador de bajo peso molecular A (Promega®)},
se corrié por 45 min a 75 volts. Posteriormente cortd el fragmento visualizado
bajo una lampara de luz UV para después ser purificado con el kit QIAquick Gel

Extraction (Qiagen®).
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Estos fragmentos fueron posteriormente ligados con 1.5 pl de T4 DNA
ligasa (Promega®) y 1.5 pl de buffer, usando 3 pl del vector (pJV15-2) y 9 l
del inserto mtb-3, para un volumen final de 15 pl, las reacciones se incubaron a
25°C por 12 h.

Con 5 pl del gen clonado, se transformaron 50 ul de celulas
quimicamente competentes de E. coli DH5-a. La mezcla se incubd en hielo por
30 min y luego se someti6 a 42 °C por 2 min a manera de chogue térmico, se
pasd nuevamente a hielo 2 min, se adicionaron 0.9 ml del medio LB liquido y
se incub6 a 37 °C en agitacion durante 1 hr, se centrifugé 1 mina 18 000 x gy
se removieron 850 pl de sobrenadante para resuspender el boton en el medio
restante, con lo cual se espatuld una caja de Petri con LB agar ampicilina (100
ug mi).

Luego de incubar 12 h a 37 °C, se obtuvieron 10 clonas a las cuales se
les extrajo el DNA mediante lisis alcalina, para esto se cultivaron las colonias
en 5 ml de LB liquido con ampicilina (100 ug ml™) incubandose 12 h a 37 °C en
agitacion a 200 rpm. Se utilizé la microcentrifuga Micro 18R (VWR®) para
centrifugar a 18 000 x g y el precipitado se resuspendié en la solucién P1 (Tris-
HCI pH 8, 50 mM, EDTA 10 mM y RNAasa 0.1 mg ml™"), se agregaron 150 yl
de la solucidon P2 (NaOH 200 mM y SDS 1%) y se incubd a temperatura
ambiente por 5 min, para posteriormente afnadir 200 ul de solucion P3 (acetato
de Potasio 3 M pH 5.5). Se centrifugd a 18 000 x g 5 min y se recupero el

sobrenadante tomando nota del volumen, para después agregar dos
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volimenes de etano! absoluto e incubarse a -20 °C por 30 min y se procedié a
centrifugar a 18 000 x g 5 min. Se removid el sobrenadante y el botdn de DNA
se lavé con etanol al 70% y se centrifugd a 18 000 x g por 5 min mas. El
sobrenadante se elimind y el precipitado se secd a temperatura ambiente por

10 min.

Para corroborar que estuvieran el cassette mth-3::cherryFP deseado, se
realizé una digestion enzimatica con las enzimas Xbal y Pacl, para cada una
de las 10 reacciones, se mezclo 1 pl de BSA 10X, 1 pi de NEB4, 1 ul de Xbal, 1
ul de Pacl, 2 pi del DNA plasmidico y se llevo a un volumen final de 10 pl con
agua destilada. Se incubaron las 10 reacciones a 37 °C por 3-4 h y se observo
el producto de la digestion por medio de una electroforesis en gel de agarosa

igual que en el punto VI.4.1.

V1.4.2 Protocolo de transformacion

Para obtener las transformantes TRM-01-AR y TRM-02-AR se utilizaron
esporas frescas de la cepa doble mutante XRM-000-OA y N9717 (FGSC),
respectivamente. Las esporas fueron resuspendidas en 80 pl de sorbitol 1M.
Se depositaron en una cubeta estéril de electroporacion de 0.2 mm, se
mezclaron con 2ul del ADN plasmidico pMFmtb-3 para la transformante 01 y el
pRM-42-AR para la 02, ambos a una concentracién de 100 ng/ul” (Freitag ef

al., 2007) y se colocaron en hielo durante 15 min.
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Las transformaciones se realizaron en el electroporador Gene Pulser
Electroporator (Biorad®) a 600 OHMS, 25 pFD, 1.5 KV, por 12-14
milisegundos. Inmediatamente después del pulso eléctrico se agregaron 800 pl
de sorbitol 1M frio, ésta mezcla se traspasé a un tubo de centrifuga de 25 ml
estéril en donde se mezcld con 4 mi de medio de recuperacion y se incubd
durante 2 h a 30 °C en oscuridad y en agitacion a 200 rpm. Después de la
incubacion se utilizdé la centrifuga Multifuge® EASYset 1S-R (Heraeus®) para
centrifugar a 8 300 x g durante 5 min y se desech6 4.8 ml de sobrenadante.
Las conidias se resuspendieron en el volumen restante, se espatularon en 4
cajas de medio FIGs agar y fueron incubadas a 28 °C.

Las colonias fueron aisladas y transferidas a tubos con MMV e
incubadas a 28 °C. Las colonias se seleccionaron de acuerdo al fenotipo
esperado (esto en caso de la transformante 01) y a la emisién de fluorescencia

utilizando microscopia confocal.

V1.5 Obtencién de imagenes con microscopio confocal
Para la obtencion de imagenes in vivo, se utilizo la técnica del cubo de
agar invertido (Hickey et al., 2002), con cultivos de 12 h de incubacion a 28 °C,

en cajas de Petri con MMV.
Las observaciones se realizaron con el microscopio confocal LSM-Meta-
510 (Carl Zeiss®, Géttingen, Alemania) con iluminacion, con un laser de argon

a 1.5% de intensidad con una longitud de onda de 488 nm para la excitacion
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de la GFP, con un filtro de emisidén de 505 a 530 nm. Simultaneamente a las
imagenes de fluorescencia se tomaron imagenes de luz transmitida por
contraste de fases a través de un fotomultiplicador especifico para tal fin. Se
utilizé un objetivo plan-apocromatico PH3 100X/1.3 A. N. de inmersion en
aceite. El pinhole se mantuvo a una unidad de Airy que equivale a una
rebanada 6ptica de 0.9 ym. Se grabaron imagenes en 2 y 3 dimensiones en
ambos canales y también series de tiempo capturadas a intervalos de 3 s en

promedio.

VL6 Recuperacion de la fluorescencia después del fotoblanqueamiento
(FRAP*)

Se utilizd6 FRAP* a través del microscopio confocal para analizar la
dindmica de MTB-3::sGFP, tras el fotoblangueamiento. Para ello se selecciond
un area rectangular de una hifa en la region apical y/o subapical y se ilumind
con una longitud de onda de 488 nm con un laser de Argon a 20% de
intensidad durante 30 s. Antes y después del fotoblanqueamiento, se
capturaron imagenes cada 3.5 s por 3 min. El pinhole se ajustd para obtener

una rebanada o6ptica de 3.0 pm. (Mourifio-Pérez ef al., 2006).

VL7 Microscopia de campo evanescente

La técnica microscopica de campo evanescente 6 TIRFM* cuyo
fundamento basico consiste en excitar los fluoréforos que se encuentran en los

primeros 200 nm del especimen, se utilizé para analizar el comportamiento de
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MTB-3 en la corteza celular, de hifas maduras de la cepa MTB-3::sGFP, de
igual manera se estudi6 la dindmica del citoesqueleto microtubular en ausencia
de MTB-3, esto en la cruza XRM-01-AR. Haciendo uso del método del cubo de
agar invertido (Hickey et al., 2002), se tomaron imagenes in vivo, con cultivos
de 12 horas de incubacion a 28 °C, en placas de Petri con MMV.

Se utilizé un microscopio IX-70 invertido, con un objetivo de 60X/1.45 A.
N. apocromatico, (Olympus® America Inc., Center Valley, PA, EU) y un laser
de Kriptén/Argon a 488 nm. La captura de imagenes se realizd con la camara
Cascade 512B EMCCD (Photometrics, Tucson, AZ, EU) con una frecuencia de
captura de 50-200 ms y una resoluciéon de 512X512. El procesamiento de
imagenes fue llevado a cabo con el programa MetaMorph 6.1 (Universal

Imaging, Downintong, PA) (Uchida et al., 2008).
V1.8 Cinética de la célula y de la MTB-3::sGFP

VI.8.1 Tasa de crecimiento

Se compard la tasa de crecimiento de las cepas knockout de MTB-3 y la
cepa silvestre NC 4200 de N. crassa. Para esto se inocularon las cepas por
separado a una concentracion de 1.5 X 10° conidias ml™ en caja de Petri de 15
cm de didmetro con MMV. Se incubd a 28 °C y se midi6 el crecimiento a partir
de las 12 h. de incubacion y se siguié tomando medidas cada 12 h. Las

observaciones se realizaron por triplicado.
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V1.8.2 Medicién del movimiento y tamafio de fas agregaciones de MTB-3

A través del software LSM 510 Image Examiner Zeiss® (versién 3.2) se
midieron 200 cometas de extremo a extremo. Los datos se vaciaron en una
hoja de Excel para el calculo de la media y desviacién estandar.

De la misma manera, se midi6 la tasa de desplazamiento cuadro por
cuadro de los fragmentos fluorescentes a partir de las series de tiempo
grabadas con microscopia confocal realizando el mismo procesamiento de los

datos.
V1.9 Tincién de membranas y mitocondrias

V1.9.1 Tincién con FN4-64

La asociacion de MTB-3 con vesiculas y organélos membranosos se
estudié mediante la tincién de las células con el colorante lipofilico FM4-64
(Molecular Probes®) el cual se internaliza por accion endocitica.

La cepa transformante de MTB-3::sGFP se crecié en una caja de Petri
en MMV, se tomé un cubo de agar que inclufa las puntas de las hifas en
crecimiento y se colocd en el centro de un cubre objetos en donde
previamente se depositaron 30 pm del colorante a una concentracion de 5 uM.
Se incub6 la muestra a temperatura ambiente durante 15 min y se analizé por
microscopia confocal utilizando un laser de argon a 488 nm de excitacion y se

capto la emision a 583 nm de longitud de onda.
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V1.9.2 Tincion con MitoFluor Red

Para descartar la interaccion de la proteina con mitocondrias, se utilizé
el colorante MitoFluor red (Molecular probes®) para este colorante se usé una
longitud onda de excitacién/emisién de 543 nm y 622 nm respectivamente.

La cepa MTB-3::sGFP se crecié en una caja de Petri con MMV, se tomd
un cubo de agar que incluia el margen de la colonia y se colocé en el centro
de un porta objetos en donde previamente se depositaron 30 pl del colorante
MitoFluor Red a una concentracién de 2.5 pM. Se incubd la muestra a
temperatura ambiente durante 15 min y se analizé por microscopia confocal

utilizando un laser de HeNe de 543 nm de excitacion.
VI.10 Despolimerizacién del citoesqueleto de actina y microtiitbulos

VI1.10.1 Tratamiento con benomilo

las células fueron expuestas a Carbamato de metilo 1-
[butilaminocarbonil] 2-benzimidazol (benomilo) (Sigma®) un fungi-toxico
sistematico usado comunmente para el control de hongos patégenos de
plantas. Inhibe la mitosis y el transporte intracelular por unirse a la tubulina en
su estado dimérico (Wilson, 1975a; Howard y Aist, 1977, 1980), con la finalidad
de observar los cambios en la dindmica de la MTB-3::sGFP cuando el

citoesqueleto microtubular no esta integro.

Se inoculd una caja de Petri con MMV con benomilo a una

concentracion de 5 pg mI' (Ramos-Garcia, 2006) con la cepa MTB-3::sGFP y
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se incubd a 28 °C por 24 h, posteriormente se observd la muestra bajo

microscopia confocal de acuerdo a lo descrito en ese apartado.

V1.10.2 Tratamiento con citocalasina A

El comportamiento de la MTB-3::sGFP fue analizado tratando células
con citocalasina A (Sigma®), una droga que se caracteriza por inhibir la
polimerizacion de actina (Torralba ef af., 1998).

En una caja de Petri con MMV con 1 pg ml”" de citocalasina A (Ramos-
Garcia, 2006), se inoculd la cepa MTB-3::sGFP y se incubé a 28 °C por 12 h
posteriormente se observd la muestra bajo microscopia confocal de acuerdo a

lo descrito en ese apartado.
VI.11 Caracterizacion del knockout mth-3

VEL11.1 Morfologia colohiai

La morfologia colonial de la cepa MF11851 (Freitag et al, 2007)
knockout de mitb-3, se comparé con la cepa silvestre NC 4200 (FGSC),
mediante la obtencién de fotografias con la camara digital Nikon®, que fueron
capturadas al tiempo 0, a las 12 h. y posteriormente cada 6 h. Para esto, se
inocularon las cepas por separado en una caja de Petri con MMV con conidias
resuspendidas en agua estéril a una concentracion de 1.5 X 10° conidias mI" y

se incubaron a 28 °C.
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VIl. Resultados

Vii.1 Localizacién y dinamica de MTB-3::sGFP
Con microscopia confocal se estudié la localizacién y la dinamica de la
proteina MTB-3 de N. crassa que fue marcado con GFP en hifas maduras,

germinulas y esporas.

En hifas maduras, se observaron abundantes fragmentos fluorescentes
en forma de cometas, de 1.6 £ 0.4 um (media + desviacion estandar) de
longitud, que se distribuian a lo largo de la hifa de manera homogénea. Dichos
cometas se desplazaban en sentido paralelo al eje de crecimiento,
mayormente hacia el apice con una velocidad de 0.5 pm s, 2.5 veces mas
rapido que la velocidad de crecimiento hifal (0.2 um s7). Se observaron
algunos cometas desplazandose en direccion refrograda desde el apice (Fig.
2).

En la region basal de hifas maduras, los cometas también estaban
presentes de manera abundante. El trafico de los fragmentos fluorescentes era
bidireccional, algunos ndcleos estaban asociados a mayores acumulaciones de

fluorescencia (Fig. 3).
Al formarse los septos, los Mts son atrapados en el poro septal y los
cometas de MTB-3 se acumulan alrededor de este, donde permanecieron por

un largo periodo, hasta que migran hacia otras regiones de la célula. (Fig. 4).
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Figura 2. Serie de tiempo de imagenes mediante microscopia confocal de
MBT-3::sGFP (A-D) y de la combinacion con la tincion de membranas con
FM4-64 (5 pM) (E-H) en hifas maduras de N. crassa, para observar su
asociacion con las vesiculas y el Spk. La flecha sefala el Spk. El tiempo esta
en min:s. Escala = 10 um.
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Figura 3. Regién basal de una hifa madura de N. crassa que expresa MBT-
3::sGFP (A) con las membranas tefiidas con FM4-64, (C) la composicion de
(A) vy (B), vy la imagen por contraste de fases (D). La flecha sefiala la

acumulacion de fluorescencia en un nucleo. Escala = 5 pm.
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Figura 4. Imagenes de microscopia confocal de un septo formado. (A) MTB-
3::3GFP. (B) Membranas tefiidas con FM4-64. (C) Composicién de (A) y (B), y
(D) contraste de fases. La flecha sefiala la MTB-3::sGFP en el poro septal

cuando este se ha formado. Escala=5 pm.
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La MTB-3 fue observada asociada a los nlcleos durante la mitosis como

parte del huso mitotico, incluyendo los Mts astrales. (Fig. 5).

Figura 5. Serie de tiempo tomada por microscopia confocal. Se muestra una
composicion de imagenes de MTB-3::sGFP y de la tincion de membranas con
FM4-64 (5 pM). Las flechas sefialan un nucleo durante la mitosis y la
concentracion de MTB-3::3sGFP en un huso acromatico. Las cabezas de
flechas muestran la presencia de MTB-3::sGFP en los Mts astrales. El tiempo

esta en min:s. Escala =5 pm.

En germinulas, los cometas son vistos en menor cantidad. El
movimiento de éstos también es en ambas direcciones, tanto en la esfera
como en el tubo germinal. En el apice se observan algunos cometas que se
doblan y regresan hacia la regién basal. (Fig. 6.).

En las esporas se detectd fluorescencia, sin embargo no presenta el
patron de cometas que se observa en germinulas e hifas maduras, solo son

filamentos fluorescentes cortos que no tienen movimiento. (Fig. 7).
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Figura 6. Serie de tiempo obtenida mediante microscopia confocal, de la
dinamica de la proteina MTB-3::sGFP en germinulas de N. crassa. Las flechas
rojas sefialan un cometa en sentido retrégrado en la esfera germinal y las
blancas un cometa que se dobla en el apice. El tiempo esta en s:cs. Escala =5

pm.
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Figura 7. Distribucion de MTB-3::sGFP en conidias, observadas bajo
microscopia confocal. Escala = 5 pm.

VIl.2 Dinamica de MTB-3::sGFP en la membrana celular

Con la finalidad de conocer la dinamica de la proteina MTB-3::sGFP en
la membrana plasmatica, se realizaron observaciones mediante TIRFM. Los
cometas se observaron en la region apical y subapical desplazandose
rapidamente en direccion anterograda y retrégrada longitudinalmente al eje de
crecimiento de la hifa. En algunos casos fue posible observar cometas que se

movian desde el apice hacia la regién basal (Fig. 8).
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Figura 8. Series de tiempo obtenida mediante microscopia de campo
evanescente (TIRFM), de la dindmica de la proteina MTB-3::sGFP en la
proximidad de la corteza citoplasmatica en hifas maduras de N. crassa. Los
paneles A-C muestran cometas de MTB-3::sGFP gue se mueven en sentido
anterogrado en la regién subapical (flechas rojas) y refrégrado (flechas
negras). Los paneles D-G muestran dos cometas (flechas negras y rojas) en
sentido retrégrado desde el apice. El tiempo esta en min:s.

VIi.3 Relacién de la MTB-3::sGFP con organélos y vesiculas

Mediante la tincion de hifas maduras con FM4-64 se observo que los
cometas que forma la MTB-3::sGFP en la region apical no estan asociados con

el Spitzenkdrper (Spk), aungue muchos lo alcanzan e incluso da la impresion
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de que lo cruzan y regresan en sentido contrario. Tampoco las vesiculas
tefiidas con FM4-64 mostraron asociacion espacial con los cometas de MTB-
3::sGFP (Fig. 2).

Las mitocondrias tefiidas con MitoFluor red tampoco colocalizaron con

la MTB-3::sGFP (Fig. 9).

Figura 9. Distribucién de las mitocondrias. Imagenes obtenidas mediante
microscopia confocal de la cepa MTB-3::sGFP tefiida con MitoFluor red, a una
concentracion de 2.5 uM; (A) canal rojo; (B) canal verde; (C) traslape de canal
rojo y verde y (D) contraste de fases. La flecha blanca sefiala mitrocondrias y
la amarilla los comentas de MTB-3::sGFP Escala = 5 pm.
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Vil.4 Efecto de la despolimerizacion de microtibulos y microfilamentos de

actina en la dinamica de MTB-3::sGFP

Los Mts se despolimerizaron con benomilo para analizar su asociacion
con MBT-3. En las células tratadas con esta droga, los cometas
desaparecieron por completo y solo se enconfraron puntos fluorescentes
desorganizados en la regién apical y subapical, algunos de estos puntos se
concentraron alrededor de los nicleos (Fig. 10A).

En hifas maduras tratadas con citocalasina A se observaron los cometas
pero mas pequefios, menos abundantes y distribuidos de manera

desorganizada que la cepa silvestre (Fig. 10B).

Vil.5 Efecto de la mutacion de la subunidad p1509"° de la dinactina y la

cinesina convencional en la distribucién y dinamica de MTB-3::sGFP.

Para determinar la influencia de las proteinas motoras en el
comportamiento de MTB-3::3sGFP se analizaron la transformante TRM-01-AR y
la cruza XRM-03-AR, que expresan la MTB-3 fusionada con GFP en la cepas
mutantes de la cinesina convencional (nkin) y de la subunidad p1509“®“ (ro-3)

de la dinactina respectivamente.
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Figura 10. Imagenes por microscopia confocal de una hifa de MTB-3::sGFP
tratada (A) con benomilo (5.0 pg ml”"), las flechas blancas muestran
acumulaciones desorganizadas de MTB-3::sGFP y la flecha roja como se
acumulan puntos fluorescentes alrededor del nicleo y (B) con citocalasina A (1
ng ml'1), la flecha amarilla muestra los pequefios filamentos fluorescentes.

Escala =10 pm.



Tanto en la mutante de nkin (cinesina convencional) como ro-3 (la
subunidad p1509“%) se observé la presencia de los cometas, el tamario fue
irregular y estaban distribuidos en forma desorganizada. La velocidad de
desplazamiento de la MTB-3 también estaba afectada, en ambas mutantes se

desplazaban mas lentamente, siendo mas evidente en la mutante de ro-3 (Fig.

11).

Figura 11. Imagenes confocales de N. crassa con MTB-3::sGFP tipo silvestre
(A), mutante de ro-3 (B) y mutante de nkin (C). Escala = 10 ym.
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En la mutante de ro-3 tambien fue posible observar fragmentos de MTB-
3::sGFP en nucleos en division, estos fragmentos fluorescentes se observan
incluso cuando ya se han separado los nucleos después de la divisién nuclear

(Fig. 12).

Figura 12. Imagenes de microscopia confocal de la mutante de ro-3 de N.
crassa con la proteina MTB-3 marcada con GFP, en un nucleo en division. El

tiempo esta en min:s. Escala = 3 um.

VIl.6 FRAP de MTB-3::sGFP

Para establecer si la velocidad de desplazamiento de la mtb-3 es mayor
a la velocidad del flujo citoplasmatico, se realizd un experimento de
fotoblanqueamiento en el que se blanqueo la regién apical y subapical de una
cepa con MTB-3::sGFP (Fig. 13 A). A los 10 segundos se observa que solo los
primeros micrometros cercanos al apice estan ligeramente blanqueados (Fig.
13B) y a los 20 segundos esta practicamente recuperada la fluorescencia (Fig.

13C).

37




Figura 13. Recuperacion de la fluorescencia después del fotoblanqueamiento
en N. crassa marcada con MTB-3::sGFP. (A) imagen preblangueamiento, el
rectangulo muestra la regién blanqueada, (B) y (C) imagenes
postblanqueamiento. Escala = 10 um.
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VIL.7 Marcaje molecular de MTB-3 con la Proteina Fluorescente Cherry

Para tener alternativas de fusién con cepas con otras proteinas de
interés marcadas con GFP, se transform6 N. crassa con el gen mth-3
fusionado a la Proteina Fluorescente Cherry ( MTB-3::cherryFP), que muestra

una distribucién y dinamica idéntica a la marcada con GFP (Fig. 14).

Figura 14. N. crassa marcada con MTB-3::cherryFP. Escala = 10 um.

VI1.8 Caracterizacién de la cepa mutante por knockout de mth-3

VII.8.1 Caracteristicas morfologicas

La mutante por knockout de mtb-3 no presenta cambios importantes en
la morfologia de la colonia comparada con la cepa tipo silvestre (Fig. 15), sin

embargo, hay una reduccion en la tasa de crecimiento (Fig.16).
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Figura. 15. Morfologia colonial de (A) cepa tipo silvestre y (B) mutante de mtb-
3 después de 12 h de incubacién a 28° C.
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Figura 16. Tasa de crecimiento colonial de la cepa mutante de mtb-3 y la cepa
silvestre de N. crassa.
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VI11.8.2 Morfologia de las hifas

Aungue a nivel de la colonia no se identifican cambios aparentes en la
mutante de mtb-3, la morfologia de la hifa se ve moderadamente afectada, no
crece de manera tan recta como la cepa silvestre y ay son visiblemente

constantes las ramificaciones de ambos lados de la hifa simultaneamente (Fig.

17)

Figura 17. Morfologia de hifas de N. crassa mutante de mitb-3 (A} y silvestre
(B). Escala = 10 um.
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VII.9 Caracteristicas del citoesqueleto microtubular en la mutante mtb-3

A través de microscopia confocal se compard la organizacion de los Mts
en una cepa silvestre y en la mutante de mtbh-3 que fue cruzada con la cepa
que expresa la beta tubulina marcada con GFP (N2524). La organizacion y
orientacion de los Mts no se vio afectada pero si se observd una poblacion
menor (Fig. 18), ademas de formar agrupaciones muy cerca del apice. Asi
mismo, los Mts que forman los husos acromaticos se observan menos

compactos (Fig. 19)

Figura 18. Imagenes por microscopia confocal de N. crassa con B-tub::sGFP
de tipo silvestre (A), y (B) la mutante de mtb-3. Escala = 10 pm.
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Figura 19. Husos acromaticos de nucleos en divisiébn en N. crassa con la -
tubulina marcada con GFP (A) tipo silvestre y (B) mutante de mib-3.

Ademas de la observacién de los Mts por microscopia confocal se
realizaron series de tiempo por microscopia de campo evanescente. En estas
imagenes se observa un menor dinamismo de los Mts que la cepa silvestre, no

se observan ejemplos de inestabilidad dinamica. (Fig. 20).

Figura 20. Imagenes por microscopia de campo evanescente de N. crassa con
B-tub::sGFP (A) mutante de mtb-3 y (B) silvestre (Uchida et al., 2008) .Escala =
10 um.
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VII.10 Distribucion de los nucleos en la mutante de mtb-3

Aungue no se observé una desorganizacion muy evidente en los Mts, se
analizé la distribucién de los niicleos en la cepa mutante de mtbh-3, se observo
que la zona de exclusién de los nucleos es ligeramente mayor (13.1 £ 4.9 um)
y con una mayor variabilidad. Los nucleos estan distribuidos de manera
homogénea a lo largo de la hifa pero presentan una forma mas esférica y de

menor tamafio que en la cepa silvestre (Fig. 21)

Figura 21. Imagen compuesta de contraste de fases y de fluorescencia de N.
crassa con los nticleos marcados con H1::sGFP. (A) Mutante de mtb-3 y (B)
cepa silvestre. Escala = 10 pm.
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VIli. Discusion

MTB-3::sGFP en N. crassa.

Las Tips+ son proteinas asociadas a la terminal positiva de los
microttibulos que no tienen en comUn mas que su localizacion, cada familia
tiene dominios diferentes y tienen grandes variaciones estructurales y
probablemente funcionales. De todas estas proteinas, hay algunas que se
encuentran asociadas a la mayor parte de los Mts como es la familia de EB1 y
otras que tienen una asociacion mas especifica con ciertos microttbulos que
tienen una conformacién particular y cuya funcién aparentemente esta
asociada con la Tip+ que la acompana. El presente trabajo esta enfocado al
conocimiento de las caracteristicas dinamicas y funcionales de la MTB-3 que
es el homologo de EB1 en N. crassa. En estudios previos en otros organismos
se ha demostrado que esta proteina asiste a los Mts durante la inestabilidad
dinamica que es el fendmeno que se lleva a cabo en la terminal positiva de
estos y que consiste en periodos alternados de polimerizacion vy
despolimerizacién de subunidades de tubulina (Beinhauer et al., 1997; Morrison
ef al., 1998 y Tirnauer et al., 1999). Por esta razén se ha utilizado como un
indicador de la posicion de la terminal positiva de los Mts.

Al igual que en otros organismos, la proteina MTB-3::sGFP en N. crassa
esta distribuida en toda la hifa formando cometas que viajan a una velocidad

2.5 veces superior que el crecimiento hifal. Dirigiéndose principalmente hacia
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el margen de la colonia. Sin embargo, en la regién apical y subapical se
observaron diversos cometas moviéndose hacia la region basal en sentido
retrogrado, esto indica que la polaridad de los Mts en esta region que se ha
considerado gue tiene una sola polaridad hacia el apice (terminales (+)) es en
realidad una mezcla de Mts con polaridad antiparalela, como fue sugerido por
Mourifio-Pérez y colaboradores (2006). En el estudio mencionado se observo
polimerizacién microtubular de novo a partir del apice de la hifa, esto fue
confirmado en este ftrabajo, ya que fue posible observar cometas
desplazandose desde la punta de la célula hacia el subapice, esto indica que
estos microtibulos, que estan siendo polimerizados tienen un sentido
retrébgrado (Galjart y Perez, 2003).

En general la tasa de movimiento de los cometas fluorescentes, en
ambos sentidos, fue mayor que el flujo citoplasmatico y se aproxima a la tasa
de polimerizacion de los microtibulos descrita para N. crassa (Uchida et al,
2008).

La proteina también fue localizada en los nicleos en interfase y durante
su divisién, probablemente en los husos mitéticos. Estos resultados sugieren la

asociacion de la proteina MTB-3 tanto en Mts citoplasmaticos como mitéticos.

TIRFM vs microscopia confocal
La microscopia TIRF es una técnica poco explotada para estudiar

hongos, sin embargo, por la gran cantidad de Mts presentes en N. crassa,
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TiRF representa una excelente técnica microscopica para el estudico de
proteinas y procesos relacionados con los Mts. TIRF se ha utilizado como una
herramienta que puede proporcionar informacion diferente y/6 complementaria
a la que proporcionan otros tipos de microscopia (Uchida ef al., 2008; Delgado-
Alvarez 2008).

E! hacer uso de microscopia confocal y TIRF para la adquisicion de
imagenes en el presente trabajo, permitid observar la dinamica de ia MTB-
3::sGFP tanto en los Mts que se encuentran en la parte media de la hifa, como
en los Mts préximos a la corteza citoplasmatica, para obtener un estudio mas
fino sobre la conducta de la proteina en toda la hifa.

Las observaciones con ambas técnicas mostraron un comportamiento
similar de los cometas formados por MTB-3, sin embargo la resolucién en
tiempo de TIRFM permiti6 hacer observaciones mas precisas sobre su

dinamica (Uchida et al., 2008).

Efecto del citoesqueleto en la dinamica de MTB-3

La asociacién entre MTB-3 y Mis fue corroborada con los experimentos
de exposicion a benomilo (droga antimicrotibulos). La forma de puntos
fluorescentes que adoptan los cometas luego de la exposicion al benomilo, es
una clara evidencia de la interaccion directa de esta proteina con el
citoesqueleto microtubular (Morrison ef al, 1998). En el caso de la

despolimerizacion de microfilamentos de actina con citocalasina A, se observo
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poco efecto sobre los cometas de MTB-3 y su desplazamiento pero no asi en
su distribucion y organizacién, estos resultados demuestran que la
despolimerizacion de actina no afecta a esta proteina y que las alteraciones en
su distribucion pueden ser consecuencia indirecta, debido a que al
despolimerizar la actina se ha descrito que los Mts de laregidn apical y
subapical se ven afectados (Ramos-Garcia, 2006). La ausencia de relacion
entre MTB-3y actinaresulta interesante dado que esta proteina tiene un
dominio de calponina similar al que esta presente en las diferentes proteinas
de unién a actina (Hayashi e lkura, 2003), por lo que se podria pensar que Ia
posible relacibn entre estas proteinas sea a través de ofras proteinas
intermedias y que la MTB-3 es un eslabon entre el complejo proteico que
regula la interaccion entre Mts y microfilamentos de actina, por lo que valdria la
pena analizar en detalle el efecto de la ausencia de MTB-3 en la organizacion y
dindamica de ambos componentes del citoesqueleto.

En este trabajo, no se analizé el efecto de la ausencia de MTB-3 en
relacion a los microfilamentos de actina, pero si en relacion a los Mts, en los
que el efecto mas evidente es con respecto a la inestabilidad dinamica y la
formacion de husos acromaticos, esta proteina en S. pombe se ha asociado
con alteraciones en ia segregacion de minicromosomas no esenciales (Fleig ef
al., 1996) que puede ser debido a alteraciones en la relacion de los Mts y el

cinetocoro al no haber MTB-3 (Beinhauer et al., 1997).
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Relacion de MTB-3 y organélos y vesiculas

Se ha demostrado en hongos que los Mis son requeridos para el
movimiento de mitocondrias y para el transporte de vesiculas al apice de la hifa
(McDaniel y Roberson, 2002), lo cual sugiere la interaccion de la MTB-3 con
vesiculas y mitocondrias. Sin embargo, al usar colorantes especificos para

esfos, no se observo relacion espacial alguna con la MTB-3::sGFP.

Influencia de las proteinas motoras en la distribucion de MTB-3

Estudios previos han sugerido que las proteinas motoras interactuan
con TIPS+ como la EB1 para afectar la estabilidad dindmica de los Mts
(Lansbergen y Akhmanova, 2006; Uchida ef al., 2008).

Berrueta y colaboradores en 1999, mostraron la interaccion de EB1 con
la subunidad p150%“*® de |a dinactina y se ha sugerido que esta interaccion es
de gran importancia para regular la polimerizacion de Mts (del cinetocoro y su
anclaje), mientras que por ofra parte el desplazamiento de EB1 y sus
homalogos se ha vinculado a una cinesina motora (Vaughan, 2005). Sin
embargo, en este trabajo no se observé una relacién directa entre la ausencia
de proteinas motoras (dinactina y cinesina), los cometas estuvieron presentes
en ambas pero la tasa de movimiento estaba afectada asi como su
distribucion, eventos que aparentemente son secundarios al efecto que tiene la
mutacion de estas proteinas sobre los Mts y sobre las tasas de polimerizacion

de estos (Galvan-Mendoza, 2006; Uchida ef al., 2008).
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Mecanismo de acumulacioén en el extremo + de la MTB-3

Las TIPs+ en general se acumulan en el extremo dindmico mediante
tres mecanismos: a) En un fenémeno conocido como Treadmilling, uniéndose
a los dimeros de tubulina recién polimerizados y desatédndose de los dimeros
viejos, simulando un cometa. B) Siendo transportadas por proteina motora que
se dirige al extremo + y ¢) Por el mecanismo conocido como hitchhicking en
donde se asocian directamente con otras TiPS+. Los homélogos EB1 en
Xenopus y raton atribuyen su localizacién al extremo + al mecanismo conocido
como treadmilling (Carvalho ef al, 2003), mientras que para homodlogos
presentes en otros organismos como D. melanogaster y S. cerevisiae aun no
ha sido descrifo.

La forma de cometa con gue se observa la proteina MTB-3 in vivo, es
dada por la unién de ésta al extremo + de los Mts durante su elongacion y no
por el efecto activo de una proteina motora; dado que los cometas son
observados desplazandose aun en ausencia de proteinas moforas como
cinesina y dinactina. La forma de cometas de los fragmentos fluorescentes
muestra la una afinidad de MTB-3 con los dimeros de tubulina que aun no han
sido desfosforilados concordando con los estudios realizados con anterioridad
en otros organismos (Berrueta et al., 1998; Morrison et al., 1998, Mimori-

Kiyosue et al., 2000b; Tirnauer ef al., 2002).
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Funcion de la MTB-3

La proteina MTB-3 muestra una gran afinidad por la zona de los Mts
donde las subunidades de alfa y beta tubulina no han sido hidrolizadas y esta
presente en aguellos Mts que estan elongandose, por lo que se puede concluir
que es una proteina estabilizadora que promueve la polimerizacion,
estabilizacion y rescate de los Mts durante la inestabilidad dinamica (Tirnauer

et al., 1999; Rogers ef al., 2002).
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IX. Conclusiones
La proteina MTB-3::3sGFP esta distribuida en toda la hifa formando
cometas en Mts citoplasmaticos y posiblemente en Mts que forman husos

acromaticos.

La velocidad de desplazamiento de los cometas es 2.5 veces mayor a la
de la tasa de crecimiento hifal.

Los cometas tienen movimiento anterogrado y retrogrado, respecto al
flujo citoplasmatico.

Los Mts estan orientados antiparalelamente en la regién apical y

subapical en N. crassa.

MTB-3::sGFP esta asociada a los Mts pero no a microfilamentos de

actina.

Las proteinas motoras asociadas a los Mts, dinactina y cinesina

convencional, no participan en el transporte de MTB-3.
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Xl. Anexos

Preparacion de reactivos y medios de cultivos.
Sales de Vogel 50X (1 L) (Vogel, 1964)

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

ambiente:

Reactivo Cantidad
Citrato Nap, 5 %2 H,0 150 g
KH.PO, anhidrido 250 g
NH4NO3, anhidrido 100 g
MgSQ, 7H.O 10 g
CaCl,, 2H,0 5¢g
Solucion de elementos traza 5 ml
Solucion de biotina 2.5ml
Cloroformo (conservador) 2ml

*pH 5.8. Se almacena a4 °C.

Solucion de elementos traza (100 ml)

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

siguientes soluciones:

Reactivo Cantidad
Acido citrico - 1 H20 59
ZnSO4 s H20 5 g
FG(NH4)2(SO4)2 3] HQO 1 g
CuS0O4 - 5 Hy0 0259
MnSOy4 - 1 H,O 0.05¢g
H3BOs anhidrido 0.05¢
Na,MoQO, - 2 H,O 0.05¢g
Cloroformo (conservador) 1 ml

*Se almacena a temperatura ambiente.
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Solucién Biotina

Reactivo Cantidad
Biotina (Merck®) 5 mg
dH,O 50 ml

*Se almacena a temperatura ambiente.

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

Reactivo Cantidad
Sales de Vogel 50 X 20 ml
Sacarosa 15 g

Agar 15¢g

dH»0 Aforara 1L
Esterilizar por autoclave

*Para MMV-liquido se omite el agar.

Medio Sintético de Cruzas (1 L) (MSC)

Reactivo Cantidad

KNO; 0.509g

K2HPO4 0.35 J

KH2P04 0.25 J
MgSO4.7H,0 0259

NaCl 0.05¢g
Elementos traza 50 i

Biotina 50 ul

Agar 1049

dH,0 Aforar a 500 ml

Esterilizar por autoclave
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L-histidina (25 mg mi™")

Reactivo Cantidad
L-histidina 1.25¢
dH,0 50 ml
Esterilizar por filtracion (0.25 pm)

* Se almacena a4 °C.

Solucién FIGs 10X (1 L)

Reactivo Cantidad
Sorbosa 200g
Fructosa 5¢g
Glucosa 5¢g

Inositol 24

dH»0 Aforara 1L
Esterilizar por filtracién (0.25 um)

Medio FIGs Agar 1 % (1L)

Reactivo Cantidad

Sales de Vogel 50X 20 ml

Agar 109

dH,0 880 mi

Solucién FIGs 10 X 100 ml después de esterilizar

Medio de regeneracion (300 mil)

Reactivo Cantidad

Sales de Vogel 50 X 6 ml

Sorbitol 54.6 g

Extracto de levadura 6g

dH»0 252 ml

Solucion de FIGs 10 X 30 mi después de esterilizar
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Medio LB-Agar 1.5 % (1 L)

Reactivo Cantidad
Bacto-triptona 109
Extracto de levadura 159

NaCl 109

Agar 209

dH,0 Aforara1 L

Esterilizar por autoclave

*Para L.B-liquido se omite el agar.

Sorbitol 1M (500 ml)

Reactivo Cantidad
Sorbitol 91.085¢g
dH.0 500 ml
Esterilizar por autoclave

*Se almacena a 4°C,

Ampicilina (1 ug m!™)

Reactivo Cantidad
Ampicilina 19

dH,0 10 ml
*Se almacena a 20°C.

Higromicina (5 pg mi™)

Reactivo Cantidad
Higromicina 25.4 ul
dH;0 4.6 ul
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