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RESUMEN de la tesis de Silvia Lucrecia Ramos Garcia, presentada como requisito
parcial para la obtencion del grado de MAESTRO EN CIENCIAS con orientaciéon en
Biotecnologia Marina. Ensenada, Baja California. Octubre de 2006.

PAPEL DEL FLUJO CITOPLASMATICO Y LAS PROTEINAS MOTORAS
ASOCIADAS A LOS MICROTUBULOS EN EL DESPLAZAMIENTO NUCLEAR
EN HONGOS FILAMENTOSOS

Resumen aprobado por:

Dra. Rosa Reyna Mourifio Pérez
Director de Tesis

El movimiento y localizacion de los nlicleos son eventos multifactoriales que se han
venido estudiando las ultimas dos décadas sin llegar a un acuerdo de qué es lo que
principalmente mueve a los nucleos dentro de las hifas. Con el propdsito de proporcionar
informacion sobre este tema, se realizo un estudio para describir el movimiento de los
nicleos en la zona subapical y los factores que pueden estar asociados tales como el flujo
citoplasmatico, los microtubulos, los microfilamentos de actina y las proteinas motoras
(complejo dineina/dinactina y cinesina).

Se realizd Microscopia Confocal de cinco cepas de Neurospora crassa con los
nicleos marcados con GFP, una sin mutaciones (control), tres con mutaciones simples
ropy-1, ropy-3 'y Ankin y una doble mutante ropy-1/Ankin. Adicionalmente se realizaron
observaciones en la cepa control tratada con Benomilo (MBC) y Citocalasina A (CA) con
la finalidad de determinar que elementos influyen mas en el desplazamiento nuclear.

Se observo en todas las cepas que los nicleos se mueven en forma bidireccional o
se estacionan, excepto en la doble mutante en donde el movimiento retrogrado estaba
anulado. El desplazamiento de los nucleos fue muy cercano al indice de elongaciéon de la
hifa en el control (0.13 + 0.08; 0.14 = 0.13 um s, ropy-1 (0.02 £ 0.04; 0.02 £ 0.12 ym s
Y, ropy-3 (0.05 + 0.06; 0.06 + 0.10 um s™), ropy-1/Ankin (0.05 + 0.09; 0.04 £ 0.10 um s™)
y en las tratadas con MBC (0.05 + 0.09; 0.05 £ 0.12 um s1), no asi en la mutante Ankin
(0.03 £ 0.08; 0.03 £ 0.21 um s™) y en las tratadas con CA (0.005 + 0.03; 0.001 = 0.10 um
s1). Los nucleos mostraron diferencias en la morfologia, en el control eran alargados
mientras que en las otras cepas se observaron en forma esférica. La zona de exclusion de
los nticleos se acorta en la ausencia de proteinas motoras o microtibulos y se anula en
ausencia de microfilamentos de actina.

En conclusion, el movimiento y distribucion de los nucleos esta determinado por
diferentes fuerzas, en hifas maduras el motor fundamental es el flujo citopldsmico. Sin
embargo, las proteinas motoras son la unién de nucleos y microtubulos y la actina es el
armazon que une estos elementos para ser desplazados como una unidad por el citoplasma.

Palabras clave: Nucleos, desplazamiento, Neurospora crassa, ropy-1, ropy-3, Ankin



I. INTRODUCCION

En células eucariotas la migracion de los organelos como vesiculas, mitocondrias,
cloroplastos y nucleos es de gran importancia para el desarrollo del ciclo celular
(McConnell y Yaffee, 1992; Suelmann et al., 1997; Morris, 2000; Ma y Chisholm, 2002).

Unos de los movimientos mas importantes dentro de la célula son la migracion de
los nucleos de la cual depende la mitosis, la fertilizacion, la cariogamia, el crecimiento
vegetativo, la embriogénesis y el desarrollo cerebral, por mencionar algunos (Beckwith et
al., 1998; Alberti-Segui et al., 2001; Starr et al., 2001).

Los hongos presentan sistemas y procesos muy complejos para el control de
movimientos nucleares. En las levaduras que son unicelulares, los nucleos tienen
movimientos cortos; mientras que en los hongos filamentosos, €éstos llegan a desplazarse a
largas distancias siguiendo el apice de la célula, llamada hifa, que crece en forma
polarizada (McConnell y Yaffee, 1992; Suelmann et al., 1997; Alberti-Segui et al., 2001;
Suelmann y Fischer, 2000).

La maquinaria del transporte nuclear se ha estudiado desde hace décadas.
Investigaciones iniciales demostraron que la migracion nuclear durante el crecimiento
vegetativo de diferentes especies de hongos es muy similar a la tasa de elongacion celular,
concluyendo que el flujo citoplasmatico junto con los microtiibulos son los principales
responsables del desplazamiento de los nucleos (Heath, 1982; Herr y Heath, 1982;
McKerracher y Heath, 1985; McKerracher y Heath, 1986).

Las evidencias de estos estudios mostraron que al crecer una colonia de hongos, los

nucleos migran hacia el apice de la hifa en direccion al eje de crecimiento de la célula y



mantienen una distancia constante en relacion a la punta. Los nlcleos mantienen una
distribucion homogénea en la hifa debido a que se mueven, en términos generales, a
velocidades uniformes asociadas a la tasa de crecimiento celular (Girbardt, 1955; Heath,
1982; Herr y Heath, 1982; McKerracher y Heath, 1985; McKerracher y Heath, 1986;
Suelman et al., 1997; Inoue et al., 1998; Alberti-Segui et al., 2001).

En lo referente al citoesqueleto microtubular, se ha mostrado en diferentes
organismos que los microtubulos estan asociados al movimiento nuclear (Oakley y Motris,
1980; Koonce y Shliwa, 1985; Allen et al., 1985). Oakley y Morris en 1980 demostraron
que el desplazamiento de los nucleos es dependiente de los mondémeros de B-tubulina que
conforman el citoesqueleto microtubular.

Los factores que afectan la polimerizacion de los microtubulos como pueden ser
drogas (benomilo, griseofulvina) y fendémenos fisicos como la irradiacion con UV, también
afectan la distribucion de los nucleos. En ausencia de un citoesqueleto microtubular intacto,
los nucleos no se desplazan en forma normal (Oakley y Rinehart, 1985; McKerracher y
Heath, 1986; Barja et. al, 1992).

Sin embargo, hay otras evidencias donde se observa que los nucleos tienen
movimiento con y sin microtibulos. Estos estudios han sugerido que aunque se mueven
juntos no tienen una interaccion directa (McKerracher y Heath, 1986).

La actina es otro componente del citoesqueleto que se presenta principalmente en el
apice de las hifas y en la region de los septos, contribuyendo en el mantenimiento de la
morfologia tubular producto de la polarizacion y en la compartamentalizacion de la célula

(Seiler y Plamann, 2003). Hay evidencias de que el papel principal de la actina en hongos



filamentosos es el transporte de vesiculas dentro del Spitzenkdrper (Spk) hacia la
membrana citoplasmadtica y el control de la polaridad celular (Bartnicki-Garcia, 2002).

No obstante, estudios genéticos de la mutacion del gen act/ (Virag y Griffiths,
2003) y con inhibidores como la citocalasina (Torralba et al., 1998) han mostrado que la
ausencia de los microfilamentos de actina en la region apical y subapical producen una
acumulacion de los nticleos en estas regiones, que podria ser debido al flujo citoplasméatico
que los posiciona pasivamente.

Asimismo, se ha descrito una co-localizacion de parches de actina con los nucleos,
debido a que esta transporta al RNA pre-ribosomal del nucleolo al citoplasma (Turian et
al., 1992; Srinivasan et al., 1996; Virag y Griffiths, 2003).

Por otra parte, estudios genéticos han identificado muchas de las proteinas
requeridas para la migracion nuclear en hongos filamentosos (Morris 1976; Plamann et al.,
1994; Xiang et al., 1994; Bruno et al., 1996; Inoue et al., 1998; Minke et al., 1999a). La
obtencion de mutantes con defectos en la distribucion nuclear en Aspergillus nidulans en
1976 (Morris, 1976) y posteriormente en Neurospora crassa (Plamann et. al, 1994)
permitid mostrar que entre otras proteinas el complejo dineina-dinactina esta asociado a la
migracion de los nticleos a lo largo de las hifas.

Las mutantes de 4. nidulans con defectos en los genes responsables del complejo
dineina-dinactina se han denominado como nud (nuclear distribution) y en N. crassa como
ropy (ro) (Tabla I).

Fenotipicamente, las mutantes nud y ro se caracterizan por tener una distribucion

heterogenea de los nucleos a lo largo de la colonia, un crecimiento micelial lento, una



mayor tasa de ramificacion y una disminucion en la esporulacion (Morris, 1976; Plamann
et al., 1994).

Los genes de las proteinas motoras (Tabla I) que se asocian a la migracioén nuclear
son los que codifican para la proteina de la cadena pesada de la dineina (DHC), la proteina
p1509 ! y de la proteina asociada a la actina ARP1 (Actin related protein), los cuales son
componentes de la dinactina (Xiang et al., 1994; Plamann et al., 1994; Robb et al., 1995;
Xiang et al., 1994; Tinsley et al., 1996; Beckwith et al., 1998).

El complejo dineina-dinactina consiste en dos grupos de moléculas; 1) la dineina
que estd formada por dos cadenas pesadas de ~500 kilo Daltons (kDa), varias cadenas
intermedias de ~74 kDa, cuatro cadenas intermedias ligeras de 50-60 kDa y cadenas ligeras
de 6-22 kDa (Bowman et al., 1999). La cadena pesada es la que interactia con los
microtibulos y tiene la funciéon motora. 2) la dinactina que es un complejo de proteinas que
incluye dos componentes estructurales distintos, un filamento parecido a la actina (Schafer
et al., 1994; Eckley et al., 1999; Yamamoto y Hiraoka, 2003) que esta formado por la
proteina Arpl y varias proteinas que la unen a la dineina como la p62, p24 y el dimero
plSOGlued, que contienen sitos de unién a los microtubulos, a la dineina y a la Arpl (Figura
1) (Karki y Holzbaur, 1995).

La delecion de la dineina en germinulas de hongos filamentosos tiene un efecto
muy dréstico en la migracion nuclear, que se ha mostrado casi nula en ausencia de la DHC
(Plamann et al., 1994; Xiang et al., 1994). Sin embargo, hay variaciones de especie a

especie en los hongos filamentosos; en Ashbia gossypii, los nucleos se agregan cerca del



apice de la hifa (Alberti-Segui et al., 2001), en cambio en otros hongos se acumulan en la

region basal (Plamann et al.,1994; Xiang et al., 1994; Inoue et al., 1998).

Tabla 1. Genes que codifican para las subunidades de dineina, dinactina y cinesina
convencional en hongos.

Proteina Descripcion A. nidulans N. crassa
Dineina
DHC™?  Cadena pesada. Movimiento nuclear hacia nudA ro-1
el apice celular
pIc? Cadena intermedia. Movimiento nuclear nudl -
hacia el apice celular
pLC? Cadena ligera. Movimiento nuclear hacia nudG -
el apice celular
DLIC
Dinactina
p150°"““@  Contiene sitios de unién a microtubulos nudM ro-3
ArpI®  Proteina relacionada con los filamentos de nudK ro-4
actina
p62? Proteinas de proteccion (PEBPs*) - ro-2
p24? Proteinas de proteccion (PEBPs*) - ro-12
Arpl1™ Proteinas de proteccion (PEBPs*) - ro-7
Otras
NUDC?? Componente de la ruta de la dineina nudC -
LIS Distribucién nuclear nudF ro-10
MP43% Proteina fosfomitdtica 43 nudE ro-11
Cinesina® Desplazamiento nuclear hacia la terminal kinA nkin
positiva

* Pointed-end-binding proteins
(1) Xiang et al., 1994

(2) Seiler et al., 1997

(3) Minke et al., 1999

(4) Yamamoto e Hiraoka, 2003
(5) Xiang y Fischer, 2004



Figura 1. Esquema de la estructura del complejo dineina-dinactina.

Hay otros genes nud y ro que no codifican para ningiin componente del complejo
dineina-dinactina pero que son requeridos para regular su actividad como el gen ro-10'y ro-
11 para N. crassa (Minke et al., 1999) o el nudF de A. nidulans, el cual es homologo de la
proteina LIS1 en humanos (Xiang et al., 1994).

El complejo dineina-dinactina y sus reguladores en la migracion nuclear también
involucra a los microtibulos, por lo que es dificil separar el efecto directo que este
complejo puede tener sobre el posicionamiento nuclear, debido a que las mutaciones de la
DHC y de la p150%"* producen una desestabilizacion y desorganizacion del citoesqueleto
microtubular (Oakley y Morris, 1980; Huffaker et al., 1988; That et al., 1988; Willins et al.,
1995; Palmer et al., 1992; Riquelme et al., 2000; Vorobjev et al., 2001; Malikov et al.,
2004; Mourifno-Pérez et al., datos no publicados).

Otros factores que influyen en la funcionalidad de la dineina para el transporte de

organelos, son los mencionados en estudios en animales (Niclas et al., 1996), donde



observaron que la dineina se encuentra regulada por el ciclo celular. Durante la interfase
esta proteina motora desplaza su carga a lo largo de los microtubulos, mientras que en
metafase se encuentra implicada en el huso mitdtico y la segregacion de los cromosomas.

Algunos de los principales mecanismos de control de la dineina son la fosforilacion
y desfosforilacion de las proteinas que cambia en cada estadio de ciclo celular (Niclas et
al., 1996; Hirokawa, 1998).

Otro grupo de proteinas motoras asociado a los microtiibulos que estd relacionado
con el movimiento de organelos es el de las cinesinas, que aunque tiene mas de 20
proteinas descritas, solo la cinesina convencional esta relacionada con el movimiento
nuclear (Hirokawa, 1998; Seiler et. al, 1997).

La doble mutacion de los genes de la dineina (ro-1) y cinesina (Ankin) mostrd que
el transporte de nlcleos esta casi eliminado en ausencia de las proteinas respectivas (Seiler
et al., 1999).

Otros genes asociados a defectos en la distribucion nuclear en hifas de A. nidulans
son apsA y apsB (anucleate primary sterigmata) (Fischer y Timberlake, 1995). Veith y
colaboradores (2005) senalaron que la proteina ApsB localizada en los cuerpos polares de
los ntcleos se encarga de la interaccion de éstos y la terminal negativa de los microtubulos
influyendo en la migracion de los nicleos como fuerza de empuje en A. nidulans; algo
similar a lo que Tran y colaboradores (2001) propusieron para las levaduras de
Schizosaccharomyces pombe.

Se ha establecido, que cada tipo de proteina motora transporta a los nucleos y

organelos de acuerdo a la polaridad de los microtibulos; la dineina se mueve hacia la



terminal negativa es decir, en sentido retrogrado al crecimiento de las hifas y la cinesina lo
hace hacia la positiva en sentido anterdgrado (Hirokawa, 1998).

Sin embargo, se ha mostrado que en el hongo filamentoso Basidiobolus magnus los
nlcleos migran hacia adelante a una tasa uniforme similar al dpice celular, pero cuando
este organismo es sometido a irradiaciones UV, se produce un flujo hacia atrés

(McKerracher y Heath, 1986).



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1. Problema

A pesar de que se conocen algunas fuerzas y mecanismos que desplazan y
mantienen en posicion a los nucleos en la region apical y subapical en hifas maduras de N.
crassa, no se ha establecido el papel que tienen cada uno de estos mecanismos sobre la

migracion, morfologia y distribucion nuclear.

2. Hipadtesis

El flujo citoplasmatico es la principal fuerza motora de los nucleos en hifas
maduras de hongos filamentosos y las proteinas motoras (dineina-dinactina y cinesina)
juegan un papel secundario en éste y son utilizadas por la célula como fuerza de
desplazamiento en casos especificos. Sin embargo, el citoesqueleto celular junto con sus

proteinas motoras mantiene a los nlicleos en posicion.
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3. Objetivo General

e Determinar el papel del flujo citoplasmatico y las proteinas motoras en el
desplazamiento, distribucion y morfologia de los nucleos en el hongo filamentoso

Neurospora crassa.

4. Objetivos Particulares

e Describir el desplazamiento nuclear en hifas maduras de Neurospora crassa tipo
silvestre.
e Comparar el desplazamiento nuclear en mutantes con defectos en proteinas motoras
asociadas a los microtibulos:
« ropy-1 con mutacién en la cadena pesada de la dineina.
. ropy-3 con mutacién en la fraccion de la dinactina p150€™<,
o Ankin con mutacion en la cinesina.
« ropy-1/Ankin con doble mutacion en la dineina y cinesina.
e Determinar la relacion existente entre la despolimerizacion inducida de
microtibulos y la migracion de los nucleos.
e Determinar si existe relacion entre la despolimerizacion inducida de
microfilamentos de actina y la migracion de los nucleos.
e Determinar el papel del flujo citoplasmatico en la migracion de los niicleos durante

la elongacion celular.



III. METODOLOGIA

1. Organismos y medios de cultivo

11

En la Tabla II se muestran todas las cepas de N. crassa utilizadas para la realizacion

de este estudio.

Tabla Il. Cepas de N. crassa utilizadas.

Cepa Genotipo Referencia
RL21SG1-50 mata FGSC
N2281-3A mat A his-3"::Pccg-1-hHI -sgfp" Freitag et al. (2004)
N2526 rid™™" mat A his-3"::Pccg-1-Bml -sgfp” Freitag et al. (2004)
614-1 rid™" hhis-3"::tdimer2(12)RFP* Freitag y Selker (2005)
XRM175-2 mat A ro-1 his-3"::Pccg-1-hHI -sgfp" Este estudio
XRM177-9 ro-1 his-3"::Pccg-1-Bml " -sgfp" Este estudio
XRM176-4 mat a ro-3 his-3"::Pccg-1-hHI -sgfp" Este estudio
XRM178-1 ro-3 his-3"::Pccg-1-Bml " -sgfp” Este estudio

mat a Ankin Seiler et al. (1997)

XMF1025-8  mat a Ankin his-3"::Pccg-1-hHI1 -sgfp" M. Freitag (sin publicar)
XMF1134-3 Ankin his-3"::Pccg-1-Bml -sgfp” M. Freitag (sin publicar)
XRMCO04-14  mat A ro-1/Ankin his-3"::Pccg-1-hHI "-sgfp”  Este estudio

Los medios de cultivo utilizados para mantenimiento, cruzas y observaciones en el

microscopio fueron los siguientes:

e Medio Minimo de Vogel (VMM). A 980 ml de agua destilada se agregaron 20 ml

de sales de Vogel a 50x, 20 g de sacarosa, 1.5 g de agar y se esterilizé a 121 °C/18

psi durante 15 min (Vogel, 1964).
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e Medio Sintético para Cruzas (SCM). 1.0 g de KNO3, 0.7 g de K;HPOy, 0.5 g de
KH,PO4, 0.5 g de MgSO4 - 7H,0, 0.1 g de NaCl, 0.1 g de CaCl,, 100 ul de
elementos traza; 100 pl de Biotina y 20 g de agar en 1000 ml de agua destilada y se
esterilizo a 121 °C/18 psi durante 15 min.

e Agar-Agua (WA). A 100 ml de agua destilada se agregaron 2 g de agar y se

esterilizo a 121 °C/18 psi durante 15 min.

2. Medicion del desplazamiento nuclear y el crecimiento de hifas de V. crassa.

De cada cepa se seleccionaron al azar diez hifas y los nucleos de los primeros 150
pm de la region subapical (Tabla III). En cada caso se midio la tasa de elongacion de la
hifa (um s™) y el desplazamiento de cada nucleo (um s™).

La elongacién de las hifas se calculod con la diferencia de la longitud (um) de la
c€lula, medida cuadro por cuadro en las series de tiempo grabadas con microscopia
confocal. Asimismo se midio el desplazamiento de cada nucleo visible en la region
mencionada.

Las mediciones se realizaron con el programa LSM 5 Image Examiner Zeiss ®
version 3.2, que permite efectuar un seguimiento preciso de la elongacion y el
desplazamiento, aunque estos no sean en linea recta.

En el caso de los nucleos, ademas se evalud la direccion de movimiento con
respecto al dpice (anterdgrado o retrogrado) y se calcul6 la velocidad de desplazamiento en

ambos sentidos.
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Tabla III. Numero de observaciones de hifas y nicleos de cada cepa de N. crassa.

Control ropy-1 ropy-3 nkin ropy-1/nkin MBC CA

Hifas 718 1069 499 376 990 984 579
Nucleos 6844 4800 4068 1574 9300 4506 1772

Otra de las variables medidas fue la zona de exclusioén de los ntcleos (um), que es
la distancia entre el dpice y el primer nticleo (n=100).
Finalmente se hizo una comparacion de la morfologia de los nucleos y de la célula

en las siete cepas problema.

3. Efecto de la despolimerizacion de microtubulos con benomilo en el desplazamiento
nuclear.

Se realizaron experimentos para evaluar el efecto de la despolimerizacion de los
microtibulos exponiendo a la cepa de N. crassa transformada con los nlicleos marcados
con GFP a Carbamato de metilo 1-[butilaminocarbonil] 2-benzimidazol (Benomilo) (MBC)
diluido en etanol al 96 % (Solucién de trabajo 10 mg ml™).

Inicialmente se realizé una curva de sensibilidad para determinar la concentracion
necesaria de esta droga para inhibir en un 50 % la tasa de crecimiento de las células de V.
crassa. Se inocularon por duplicado placas de WA con diferentes concentraciones de MBC
(Tabla 1V) y se midio el crecimiento radial de la colonia. Como controles se utilizaron
placas solo con WA y de WA con la concentracion de etanol més alta.

Una vez encontrada la concentracion necesaria, se realizd el experimento de

despolimerizacion de microtiibulos. Se inoculd con N. crassa transformada con los nucleos
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marcados con GFP, placas de WA con 2.5 ug ml”' de MBC vy se incubaron a 28 °C por 18 a
24 horas y se procedid a realizar observaciones con Microscopia Confocal de acuerdo al

procedimiento descrito.

4. Efecto de la despolimerizacion de los microfilamentos de actina con Citocalasina A
en el desplazamiento nuclear.

Se obtuvo una curva de sensibilidad de N. crassa transformada con los nucleos
marcados con GFP expuesta a Citocalasina A (CA) diluida en etanol al 96% (Solucion de
trabajo 1.0 mg ml™).

Al igual que para MBC; se inocularon por duplicado placas de WA con diferentes
concentraciones de CA (Tabla IV) y se midi6 el crecimiento radial de la colonia. Como
controles se utilizaron placas solo con WA y de WA con la concentracion de etanol mas

alta.

Tabla I'V. Concentraciones de MBC y CA utilizadas para la curva de sensibilidad en N.
crassa con los nticleos marcados con GFP.

MBC (ug ml™) CA (ugml™)
0.0 0.0
0.1 0.1
1.0 1.0
2.5 5.0
5.0 Etanol 20 ul ml”'
10.0

Etanol 1 pl ml”
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Para el experimento de despolimerizacion de microfilamentos de actina se
inocularon placas de WA con 1.0 pg ml" de CA con N. crassa transformada con los
nicleos marcados con GFP y se incubaron a 28 °C por 18 a 24 horas y se obtuvieron las

observaciones con Microscopia Confocal de acuerdo al procedimiento descrito.

5. Técnica de cruza para la obtencion de mutantes sencillas (ropy-1, ropy-3 'y Ankin) y
una doble mutante ropy-1/Ankin con los nicleos marcados con GFP.

Se inocularon por separado esporas de N. crassa ropy-1 (Mat A), ropy-3 (Mat A) y
Ankin (Mat A) en placas de agar con SCM vy se incubaron a 25 °C hasta que el micelio
cubri6 toda la caja de Petri. Posteriormente se reinoculd con N. crassa transformada con los
nucleos marcados con GFP (Mat a) y se incub6 en oscuridad total a 25 °C por siete dias o
hasta que se formaron los peritecios y se liberaron las ascosporas.

Se colectaron las ascosporas en agua destilada estéril y se inocularon alicuotas de
50 a 100 pl en placas de VMM y se sometieron a choque térmico a 60 “C durante una hora.
Posteriormente, se incubaron a 28 °C por aproximadamente 24 horas (Figura 2).

Se aislaron las colonias individuales que tuvieran el fenotipo de las mutantes
utilizadas para cada cruza en tubos de 5 ml con VMM vy se incubaron a 28 °C por 48 horas.
Se observaron en el Microscopio Estereoscopico Olympus SZX12 iluminadas con la
ldmpara de mercurio, utilizando un filtro de 488 nm especifico para la excitacion de la GFP

y se seleccionaron aquellas colonias que mostraran florescencia.
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N. crassa (Mat A) en SCM

r Incubacion a 25 °C durante 3 dias

‘

Reinoculacion N. crassa (Mat a) ‘

Incubacion en oscuridad a 25 °C durante 5 dias

r

Formacion de peritecios

‘

Incubacion en oscuridad a 25 °C durante 5 dias

r

Liberacion de ascosporas

r Recuperacion de ascosporas en agua

1

destilada

Inoculacién de placas con VMM

r Choque térmico a 60 °C durante 60

‘

minutos

Incubacion a 28 °C durante 20 a 24 horas ‘

r

Aislamiento de colonias sugestivas en
VMM

Incubacion a 28 °C durante 24 a 48 horas ‘

Seleccion del fenotipo deseado

Figura 2. Diagrama de flujo de la técnica de cruzas para inducir al ciclo sexual de N.

crassa.
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Se corrobor6 la presencia de nticleos con GFP en cada cepa, observando las hifas a
alto aumento con un objetivo de inmersion en aceite Plan-Neofluar Ph3 100x/1.3 A. N. con
un microscopio invertido Marca Carl Zeiss modelo Axiovert 200 (Gotingem, Alemania).

Para la obtencion de la doble mutante ropy-1/Ankin, se inocularon esporas de N.
crassa ropy-1 (Mat A) y N. crassa Ankin (Mat a), siguiendo el procedimiento descrito
(Figura 2). Como producto de la cruza se seleccionaron las colonias con menor crecimiento
y fenotipo diferente a las cepas ropy-1'y Ankin.

Para corroborar que las colonias seleccionadas presentaban ambas mutaciones se
cruzaron con N. crassa transformada con los nticleos marcados (Mat a) con la finalidad de
obtener los fenotipos ropy -1 y Ankin por separado y la doble mutante con nucleos
marcados.

Las cepas seleccionadas de cada mutante sencilla y la doble mutante se observaron

por Microscopia Confocal.

6. Microscopia Confocal.

Con un Microscopio Confocal LSM Meta Marca Carl Zeiss (Gotingem, Alemania)
utilizando la técnica de bloque invertido descrita por Hickey et al. (2002) se obtuvieron
series de tiempo de las siguientes cepas con los nticleos marcados con GFP:

e N. crassa silvestre transformada
e N. crassa ropy-1
e N. crassa ropy-3

e N. crassa Ankin
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e N. crassa ropy-1/Ankin
e N. crassa silvestre transformada expuesta a MBC
e N. crassa silvestre transformada expuesta a CA

Las imagenes se grabaron en dos canales: uno de luz fluorescente y otro de luz
transmitida por contraste de fase. Para la iluminacion se utilizé un laser de Argéon a 1.5 %
de intensidad, con una longitud de onda de 488 nm para la excitacion de la GFP y se
registrd la emision con un filtro pasa-banda de 505 a 530 nm. Se utiliz6 un objetivo de
inmersion en aceite Plan-Apocromatico PH3 100x/1.3 A. N.. Se ajusté el pinhole para
obtener rebanadas Opticas con un grosor de 3.0 um. Las series de tiempo se grabaron por 5
min con una velocidad de barrido por cuadro de 3 s aproximadamente.

Para observar el efecto de la CA sobre los microfilamentos de actina se tomaron
imagenes de N. crassa con la tropomiosina marcada con proteina roja fluorescente (RFP).
Se tomaron imagenes simples de las hifas de esta cepa después de la exposicion a la droga.
La iluminacion se realizo con un laser de HeNe con una intensidad del 5 % de la potencia
total, utilizando una longitud de onda de excitacion 574 nm y se registr6 la emision con un

filtro de 691 nm. La rebanada 6ptica tuvo un grosor de 3.0 pm.

7. Recuperacion de la fluorescencia después del fotoblanqueamiento (FRAP).

Se utiliz6 la técnica de microscopia confocal de FRAP para observar si en la cepa
transformada con los nucleos marcados con GFP la region fotoblanqueada era repoblada
por nucleos fluorescentes que se desplazaran en forma retrégrada o a una velocidad mayor

que el flujo citoplasmatico. Se selecciond un area rectangular de una hifa en la region
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subapical y se ilumino con una longitud de onda de 488 nm con el laser de Argén con un
20 % de la intensidad durante 30 s. Antes y después del fotoblanqueamiento, se capturaron
imagenes cada 3.5 s por 3 min. La rebanada optica fue de 3.0 um (Mourifio-Pérez et al.,

2006).

8. Almacenamiento de datos y analisis estadistico.

Para el almacenamiento, procesamiento y analisis de los datos obtenidos se utilizd
el programa STATISTICA version 7.0 ® y para las graficas el programa SigmaPlot 9.0 ®.
Se calcul6 la media, el error estandar, el intervalo de confianza al 95 % y los valores
maximos y minimos de la elongacion de la hifa (um), el desplazamiento de los ntcleos
(um), el tamafio de la zona de exclusion de los ntcleos (um) y la tasa de crecimiento en
(ums™).

Se realiz6 un andlisis de regresion lineal de la elongacion de una hifa y el

desplazamiento de cada uno de los nucleos (n=10) para cada cepa y tratamiento.



IV.RESULTADOS

1. Curva de sensibilidad a MBC.
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N. crassa presentd una reducciéon de aproximadamente el 50 % de la tasa de

crecimiento con 2.5 ng ml-1 de MBC (Figura 3). A continuaciéon de MBC N. crassa crecid

0.05 um s™ en comparacién con el control que fue de 0.11 um s™.
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Control EtOH 0.1
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1.0 2.5
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MBC (ug ml™)

10.0

Figura 3. Curva de sensibilidad de N. crassa transformada con los nticleos marcados con
GFP después de 24 horas de exposicion a diferentes concentraciones de MBC. Se incub6 a

28 °C. (») media; ([) error estandar; y (I) intervalo de confianza al 95 %.
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2. Curva de sensibilidad a CA.
La concentracion necesaria de CA para inhibir el crecimiento de N. crassa
aproximadamente al 50 % fue de 1.0 ug ml™. La tasa de crecimiento a esta concentracion

fue de 0.05 pm s™ (60 %) en comparacion con el control que crecié a un indice de 0.08 pm

st (Figura 4).
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Figura 4. Curva de sensibilidad de N. crassa transformada con los nucleos marcados con
GFP después de 24 horas de exposicion a diferentes concentraciones de CA. Se incub¢ a 28
°C. (») media; ([J) error estandar; y (I) intervalo de confianza al 95 %.
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3. Morfologia de la hifa e indice de elongacion del micelio.

Se capturaron imagenes en contraste de fases de las regiones apical y subapical de
las cepas de N. crassa con nucleos marcados con GFP, para comparar la morfologia. La
cepa utilizada como control (Figura 5a) mostr6é una morfologia hifoide tipica, donde en el
apice se observo una zona obscura que corresponde al Spitzenkorper (Spk) y en la region
subapical las mitocondrias fueron de forma alargada, encontrandose orientadas en paralelo
al eje de crecimiento.

La mutante ropy-I presentd también un Spk visible aunque mas pequefio; en la
region subapical las mitocondrias se observaron con una morfologia similar al control pero
algunas un poco mads esféricas y con orientacidon en algunos casos perpendicular al eje de
crecimiento. Las hifas ropy-1 tuvieron un diametro menor al observado en el resto de cepas
(Figura 5b).

La mutante ropy-3 presentd un Spk de mayor didmetro en comparacion con la
mutante ropy-1; sin embargo la morfologia celular y la distribucion de las mitocondrias fue
muy similar al control (Figura 5¢).

Las hifas de la mutante Ankin tuvieron un mayor diametro y una morfologia
medandrica. El Spk no fue visible. Las mitocondrias mostraron una apariencia esférica y se
encontraban alejadas del apice (Figura 5d).

La doble mutante ropy-1/Ankin no presentd Spk y mostré una morfologia irregular,

las mitocondrias se encontraban desorganizadas en comparacion con el control (Figura Se).
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Figura 5. Imagenes por contraste de fase de hifas de N. crassa. (a) Control; (b) ropy-1; (c)
ropy-3 (d) Ankin; (e) ropy-1/Ankin. Las flechas indican el Spk; las cabezas de flecha a las
mitocondrias y los asteriscos a los nticleos. Escala =2 pum.

Se compard el indice de crecimiento colonial de las cepas de N. crassa estudiadas
(Figura 6). Las cepas mas afectadas fueron la ropy-1 (0.02 + 0.001 pm s™) y Ankin (0.03 +
0.004 um s™), seguidas de las hifas tratadas con CA (0.04 + 0.001 pm s™), MBC (0.05 +
0.003 pm s™), ropy-1/Ankin (0.05 + 0.002 um s™) y ropy-3 (0.05 £ 0.003 pm s™) en
comparacion con el control que presentd una tasa de crecimiento de 0.13 £ 0.002 pum s™.

Todos los indices de crecimiento colonial fueron significativamente menores al control

(p<0.05).
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Figura 6. Indice de crecimiento colonial de las cepas de N. crassa con los nucleos

marcados con GFP, a las 24 horas de incubacion a temperatura ambiente. Se indica la
media y el intervalo de confianza al 95 %.

4. Distribucion y desplazamiento nuclear.

En la cepa control (Figura 7), los nucleos estuvieron distribuidos en forma
homogénea a lo largo de la regién subapical, dejando una distancia constante entre el
primer nucleo y el apice. La mayor proporcion de los niicleos presentaron una morfologia
alargada paralela al eje de crecimiento y algunos de ellos mostraron una forma
caracteristica de pera (Figura 13a). Esta conformacion hace evidente su asociacion espacial

con lo que podrian ser los microtubulos.
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Figura 7. Serie de tiempo por microscopia confocal de N. crassa transformada con nucleos
marcados con GFP. Se muestran iméagenes sobrepuestas de los canales de luz transmitida
por contraste de fase y de fluorescencia. Las flechas indican la localizacion del Spk y las
cabezas de flecha sefialan al primer nucleo. Tiempo en min:s. Escala = 10 pum.
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En el caso de la mutante ropy-1, el nimero de nucleos en la region subapical fue
menor y no estaban distribuidos de manera uniforme; mientras que la zona de exclusion se
encontraba mas reducida (Figura 8a-e). Los nucleos en esta cepa en su mayoria eran
esféricos aunque habian ejemplos de algunos ligeramente alargados o en forma de pera
(Figura 13b).

La mutante ropy-3, tuvo una distribucion y morfologia de los nucleos similar a la
ropy-1; aunque en ésta se encontraban mucho mas agrupados que en la anterior (Figura 8f-
J)-

La poblacién de nucleos en la region subapical de hifas de la mutante Ankin fue
muy escasa a diferencia de las mutantes anteriores (Figura 9a-¢). La forma de los nucleos
también fue esférica en su mayoria (Figura 13d).

En la doble mutante ropy-1/Ankin los ntcleos se encontraron conglomerados en el
subépice, solo los mas cercanos a la punta se encontraban separados (Figura 9f-j). En este
caso todos los nucleos eran esféricos (Figura 13e).

La distancia entre cada nucleo fue mayor en las hifas tratadas con la droga que
despolimeriza a los microtibulos (MBC) debido a que arresta los monomeros de B-tubulina
impidiendo la unién de éstos a los de a-tubulina para la polimerizacion de estos elementos.
El primero nucleo de estas células tuvo la mayor distancia al apice (Figura 10a-e). La

forma de los nucleos fue alargada (Figura 13f).



27

Figura 8. Serie de tiempo por microscopia confocal de N. crassa transformada con nucleos
marcados con GFP con mutacién en gen ro-I (a-e) y el gen ro-3 (f-j). Se muestran
imagenes sobrepuestas de los canales de luz transmitida por contraste de fase y de
fluorescencia. Las flechas indican la localizacién del Spk y las cabezas de flecha sefialan al
primer nucleo. Tiempo en min:s. Escala =10 um.



28

Figura 9. Serie de tiempo por microscopia confocal de N. crassa transformada con nucleos
marcados con GFP con mutacion en gen Ankin (a-e) y la doble mutante ropy-1/Ankin (f-j).
Se muestran imagenes sobrepuestas de los canales de luz transmitida por contraste de fase
y de fluorescencia. Las cabezas de flecha sefalan al primer ntcleo. Tiempo en min:s.
Escala =10 pum.
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Figura 10. Serie de tiempo por microscopia confocal de N. crassa transformada con
ntcleos marcados con GFP tratadas con MBC (a-e) y con CA (f-j). Se muestran imagenes
sobrepuestas de los canales de luz transmitida por contraste de fase y de fluorescencia. Las
cabezas de flecha sefialan al primer nticleo. Tiempo en min:s. Escala = 10 pm.
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La CA es una droga que inhibe el transporte de monosacéaridos a través de la
membrana plasmatica por competencia por la membrana receptora de hexosa. Las hifas
tratadas con esta droga mostraron una reduccion casi total de la zona de exclusion y los
nucleos se distribuyeron homogéneamente a lo largo de la regioén apical y subapical,
aunque en numero menor con respecto al control (Figura 10f-g). Todos los nucleos eran
esféricos (Figura 13 g).

Se observaron diferencias de la distribucion de ntcleos en ausencia de dineina
(Figura 11b), dinactina (Figura 11c¢), cinesina (Figura 11e), dineina/cinesina (Figura 11d) y
al despolimerizar los microtubulos (Figura 11f) y los microfilamentos de actina (Figura

11g) con respecto al control (Figura 11a).
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Figura 11. Comparacion de la distribucion y morfologia nuclear en la region apical y
subapical de hifas N. crassa transformadas con nticleos marcados con GFP. (a) Control; (b)
ropy-1; (c) ropy-3; (d) ropy-1/Ankin; (e) Ankin; (f) MBC; (g) CA. Imagenes de microscopia
confocal sobrepuestas de los canales de luz transmitida por contraste de fase y de
fluorescencia. Las flechas indican la posicion del Spk y las cabezas de flecha los nucleos.
Escala =10 pum.
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5. Zona de exclusion de los nucleos.

En la cepa de N. crassa que se utilizd como control, la distancia entre el apice y el
nacleo proximal fue de 12.9 + 4.4 um. La mutante ropy-1 presentd una zona de exclusion
significativamente mayor (23.2 £ 6.2 um) que las demas cepas estudiadas (p<0.05),
excepto la mutante Ankin (20.5 + 8.7 um) (Figura 12).

Asimismo, la mutante Ankin no tuvo diferencias con la doble mutante ropy-1/Ankin
(16.6 £ 4.0 um) (Figura 12).

La mutante ropy-3, tuvo una diferencia significativa con todas las cepas, siendo el
tamafio de la zona de exclusion de 8.5 = 5.3 um (Figura 12).

De los experimentos de inhibicion las hifas tratadas con MBC mostraron una
distancia entre la punta y el primer nucleo de 13.4 £ 4.6 um; muy similar al control. Las
tratadas con CA fueron las que tuvieron una reduccion drastica 2.5 + 1.6 um, diferente al

resto de cepas observadas (p<0.05).
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Figura 12. Tamano de la zona de exclusion de los nucleos en hifas de N. crassa
transformada con nucleos marcados con GFP, control, ropy-1, ropy-3, Ankin, ropy-1/Ankin,
tratadas con MBC y CA. Todos los nucleos marcados con GFP. (*) media; (L]) error
estandar; y (I) intervalo de confianza al 95 %.

6. Morfologia de los nucleos.
En el control, la forma de la mayoria de los nucleos fue alargada o como pera, con
un punto de fluorescencia de mayor intensidad que podria corresponder al cuerpo polar del

nucleo (Figura 13a).
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Figura 13. Morfologia de los ntcleos en la region subapical de hifas de N. crassa
transformadas con nucleos marcados con GFP. (a) Control; (b) ropy-1; (c) ropy-3; (d)
Ankin; (e) ropy-1/Ankin; (f) MBC; (g) CA. Imagenes de microscopia confocal del canal de
fluorescencia. Escala =2 pum.
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En las mutantes sencillas, ropy-1, ropy-3 y Ankin (Figura 13b-d), algunos nucleos
tuvieron forma de pera, sin embargo, la mayoria eran esféricos. En el caso de la doble
mutante ropy-1/Ankin los ntcleos eran esféricos en su totalidad (Figura 13e).

Los nucleos de las hifas tratadas con MBC fueron casi idénticos a los de la cepa
control, en cuanto a la forma pero en una cantidad menor (Figura 13f). El tratamiento con

CA produjo que todos los nucleos fueran esféricos (Figura 13g).

7. Tasa de elongacion y de desplazamiento nuclear.

Se observo una relacion entre la tasa de elongacion de una hifa presentada con la
linea azul gruesa y con la tasa de desplazamiento de cada uno de los diez nicleos mas
cercanos al apice representados por lineas finas de diferentes colores (cada color representa
un nucleo diferente) (Figura 14A y 14B).

En el control se observd que la tasa de elongacion tenia fluctuaciones constantes
con un intervalo de valores cercanos a 0 y 0.2 um s™. El desplazamiento de la mayoria de
los nucleos se mantuvo muy cercano a la tasa de elongacion, mostrando esporddicamente
movimientos acelerados anterogrados y retrogrados (Figura 14Aa).

En la mutante ropy-1 la tasa de elongacion presentd variaciones al igual que el
control, pero con un intervalo menor (0 a 0.1 pm s'). Los nacleos mostraron
desplazamientos principalmente hacia el 4pice y solo en casos aislados hacia la region
basal de la hifa (Figura 14Ab).

La mutante ropy-3 mostré mayor variacion en la tasa de desplazamiento nuclear. Se

observaron movimientos anterogrados y retrogrados mas acelerados (Figura 14Ac).
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Figura 14A. Tasa de elongacion de la hifa y tasa de desplazamiento nuclear en las cepas de
N. crassa transformadas con nucleos marcados con GFP (a) Control; (b) ropy-1; (¢) ropy-3;
(d) Ankin. Los valores negativos muestran el movimiento retrégrado de algunos nticleos.
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Figura 14B. Tasa de elongacion de la hifa y tasa de desplazamiento nuclear en las cepas de
N. crassa transformadas con nucleos marcados con GFP (a) ropy-1/4nkin; (b) MBC; (¢)
CA. Los valores negativos muestran el movimiento retrogrado de algunos nticleos.
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La elongacion de las hifas de la mutante Ankin fue similar a la ropy-1, pero los
nucleos presentaron movimientos saltatorios muy variables como si no tuvieran control
(Figura 14Ad).

En el caso de la doble mutante ropy-1/Ankin, la elongacion apical tuvo un intervalo
de 0.1 a 0.2 um s™. La mayoria de los nucleos presentaron movimientos anterogrados
acelerados, sin embargo, ninguno se movio hacia atras (Figura 14Ba).

Las hifas tratadas con 2.5 pg ml" de MBC mostraron un comportamiento similar al
de la mutante ropy-1 (Figura 14Bb).

Las hifas tratadas con 1.0 ug ml" de CA tuvieron la tasa de elongacién mas baja.
Asi como la de desplazamiento de los nucleos que parecian tener un movimiento pasivo

browniano (Figura 14Bc).

8. Tasa global de elongacion y desplazamiento nuclear.

Para comparar la tasa de elongacion y de desplazamiento nuclear en forma global,
se calcularon los promedios de todas las observaciones realizadas en conjunto de cada cepa
(ver n en tabla III). La figura 15 muestra el promedio y el intervalo de confianza al 95% de
estos dos indicadores.

En ninguna de las condiciones estudiadas se encontraron diferencias entre la tasa
global de elongacion y la de desplazamiento de los nucleos (p>0.05). Sin embargo, entre

las diferentes condiciones ambas tasas si fueron diferentes (p<0.05).
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Figura 15. Tasa global de elongacién de la hifa (um s™) y de desplazamiento nuclear (um
s) en las cepas de N. crassa control, ropy-1, ropy-3, Ankin, ropy-1/Ankin, tratadas con
MBC y CA. La columna indica la media y la barra, el intervalo de confianza al 95 %.

9. Analisis de regresion lineal de la elongacion de la hifa y el desplazamiento nuclear.

Las lineas de regresion de cada ntcleo en la cepa control (Figura 16a) tienen
pendientes muy similares, al igual que la mutante ropy-3 (Figura 16¢) y la doble mutante
ropy-1/Ankin (Figura 16e). La ropy-1 (Figura 16b) y la cepa tratada con MBC (Figura 16f)

mostraron variaciones minimas en las diferentes pendientes.
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Figura 16. Regresion lineal de la elongacion de la hifa (eje x) y el desplazamiento nuclear
(eje ¥) en N. crassa. (a) Control; (b) ropy-1; (¢) ropy-3; (d) Ankin; (e) ropy-1/Ankin; (f)

MBC; (g) CA.
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En el caso de la mutante Ankin y la cepa tratada con CA, las lineas de regresion
tuvieron pendientes con diferente &ngulo para cada nucleo (Figura 16d y g).

Estas diferencias se observan claramente en la figura 17 que muestra con mayor
detalle las lineas de regresion, porque la escala de los ejes (x, ) se redujo debido a que la

mutante Ankin y la cepa tratada con CA tuvieron los valores mas bajos de elongacion y

desplazamiento.

Do splazaroe nto roaclear | )

o2 4 & B 10 o 2 4 & & 10
Elongarion de la hifa | pun) Elongacidn de 1a hifa {poa)

Figura 17. Regresion lineal de la elongacion de la hifa (eje x) y el desplazamiento nuclear

(eje y) en N. crassa. (a) Ankin, (b) CA. La escala de los ejes (x, y) ha sido modificada de la
figura 17 para tener un acercamiento.

Para confirmar si la tendencia del crecimiento celular se correlacionaba con el
movimiento nuclear, se realizd un analisis de regresion lineal entre los valores de
elongacion y desplazamiento de una hifa y cada uno de los diez nucleos cercanos al apice.

Los indices de correlacion promedio (n=10) se muestran en la Tabla V, asi como la

desviacion estandar y los valores minimos y maximos.
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Tabla V. Indice de correlacion entre la elongacion apical y el desplazamiento nuclear.

Media D. estandar Minimo Maximo
r r r r

Control 0.99 0.002 0.99 0.99
ropy-1 0.89 0.109 0.65 0.98
ropy-3 0.99 0.009 0.96 0.99
Ankin 0.62 0.351 0.02 0.98
ropy-1/Ankin 0.98 0.040 0.86 0.99
MBC 0.94 0.063 0.80 0.99
CA 0.68 0.221 0.30 0.94

La correlacion mas alta fue en la cepa control con un indice de casi 1.0. La ropy-1,
ropy-3, la doble mutante ropy-1/Ankin y la cepa tratada con MBC tuvieron indices
superiores a 0.8. La mutante Ankin y la cepa tratada con CA mostraron los indices mas

bajos (<0.68).

10. Direccion de los movimientos nucleares durante el crecimiento celular.

Como se ha venido describiendo los nucleos tienen la capacidad de avanzar,
retroceder o permanecer en un lugar, se describi6 el porcentaje de los movimientos en cada
direccidn, considerando el desplazamiento instantdneo registrando a través de los cambios
de posicion de cada nucleo observado cuadro por cuadro en las series de tiempo.

Del total de observaciones de cada cepa se calculo el porcentaje de movimientos
anterogrados, retrogrados y sin cambio en la posicion, estos valores son mostrados en la

Tabla VI.
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Tabla VI. Direccion de los movimientos de los nucleos.

Movimientos

N. crassa Anterogrado Retrogrado Sin movimiento
No. Obs. % No. Obs. % No. Obs. %
Control 5161 75.4 258 3.7 1425 20.8
ropy-1 1122 233 176 3.6 3502 72.9
ropy-3 1824 44.8 138 3.3 2106 51.7
Ankin 333 21.1 104 6.6 1137 72.2
ropy-1/Ankin 1779 19.1 0 0.0 7521 80.8
MBC 1141 23.1 122 2.7 3243 74.1
CA 236 13.3 216 12.1 1320 74.4

En la cepa control los nucleos se desplazaron hacia el apice con mayor frecuencia
(75.4% del tiempo), y solo en el 3.7 % de las observaciones se movieron hacia atras (Tabla
VI).

En todas las condiciones estudiadas se presentd una reduccion significativa de la
proporcion de movimientos anterogrados (p<0.05), en virtud de que permanecian por mas

tiempo en el mismo lugar. El movimiento retrogrado, en la doble mutante ropy-1/Ankin fue

nulo y en la 4nkin y la cepa tratada con CA se incrementd este porcentaje en forma

significativa (p<0.05).

11. Velocidad de desplazamiento de los nucleos.
Por separado se calculd la velocidad de desplazamiento de los nucleos en sentido
anterogrado y retrégrado mostrando que casi en todas las condiciones los nticleos tienen la

capacidad de avanzar o retroceder largas distancias durante el crecimiento apical (Tabla

VII) (Figura 19).
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Tabla VII. Velocidad maxima de desplazamiento anter6grado y retrogrado de los nucleos.

Velocidad maxima de movimiento

N. crassa
Anterégrado Retrégrago
Control 1.2 0.7
ropy-1 0.9 3.7
ropy-3 1.1 0.8
Ankin 2.0 1.0
ropy-1/Ankin 0.9 0.0
MBC 0.7 0.7
CA 1.0 1.3
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Figura 19. Velocidad de desplazamiento retrégrado y anterdgrado de los ntcleos.

(=)media; ([) intervalo de confianza al 95%;

y (I) valor maximo y minimo.
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12. Recuperacion de la fluorescencia después del fotoblanqueamiento (FRAP).
En el control el area fotoblanqueada de la region subapical de hifas de N. crassa, no
se presentd repoblacion de nticleos fluorescentes después de 5 minutos de secuencia.

(Figura 20).

Figura 20. Recuperacion de fluorescencia después del fotoblanqueamiento (FRAP) del
area marcada con el recuadro de linea continua. La linea punteada muestra el crecimiento a
través del tiempo. Microscopia de fluorescencia (a, c, e, g, 1); contraste de fases (b, d, f, h,
j)- Tiempo en min:s. Escala = 10 pm.
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13. Organizacion del citoesqueleto microtubular de V. crassa.

La integridad del citoesqueleto microtubular es otra caracteristica que se describid
para las cepas en estudio. La figura 21 muestra las diferencias en la organizacion de los
microtubulos. Se observo que las cepas con mutaciones sencillas mostraron diferentes

grados de desorganizacion.

Figura 21. Citoesqueleto microtubular y de actina en N. crassa. (a) Cepa control con
microtibulos marcados con GFP; (b) ropy-1; (c) ropy-3; (d) Ankin; (e) MBC; (f) cepa
control con los filamentos de actina marcados con RFP; (g) CA. Escala =10 um.
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V. DISCUSION

Los procesos de elongacion apical y desplazamiento nuclear en células fingicas han
sido punto de discusion durante décadas; en diferentes momentos estos fendémenos se han
atribuido a diferentes causas.

La tasa de elongacion celular y el desplazamiento de ntcleos son muy similares
debido a que ambos son consecuencia de la fuerza que el flujo citoplasmatico ejerce
durante el crecimiento polarizado de hifas maduras, de tal manera que las células tienen un
menor gasto de energia que si utilizaran las proteinas motoras como transporte principal de
los nucleos u otros organelos.

Dentro de la tasa de elongacion y de desplazamiento nuclear se puede mencionar
que el mal funcionamiento en proteinas motoras afecta la tasa de crecimiento y de
desplazamiento al comparar diferentes cepas, pero estos efectos no influyen en una
diferencia significativa entre la elongacion apical y el desplazamiento de los nticleos. Esto
puede ser a causa de que al disminuir el flujo citoplasmatico que es la principal fuerza de
empuje en la elongacion de la hifa, los nucleos por consecuencia se desplazan con dicho
movimiento; que también puede observarse con el andlisis de regresion lineal, donde en la
mayoria de los casos, a excepcion de la mutante Ankin y el tratamiento con CA, los nticleos
parecian llevar cierta correlacion con el crecimiento apical.

Los movimientos de los nucleos fueron, en la mayoria de los casos en ambos
sentidos; incluso en las mutantes del complejo de dineina-dinactina se dieron movimientos
retrogrados y anterogrados mas largos que la misma elongacion de la hifa. La realidad

puede ser muy diferente a la descrita por Yamamoto e Hiraoka (2003), quienes mencionan
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que los movimientos retrogrados se deben solo a las proteinas involucradas con el
complejo dineina-dinactina y que los movimientos anterdgrados lo son a la cinesina
convencional. Es probable que las proteinas motoras, como se menciond, tengan cierta
libertad de movimiento en ambas direcciones o incluso que al mutar una de ellas la otra
restituya el problema inmediatamente; pues en la doble mutante ropy-1/Ankin tal como lo
mencionaron Seiler y colaboradores (1999), no se presentaron movimientos retrogrados,
debido a la ausencia de ambos motores.

Respecto al elevado indice de crecimiento que la doble mutante ropy-1/Ankin tuvo
en comparacion con ambas cepas parentales, siendo mayor a lo que Seiler y colaboradores
(1999) mencionan en sus investigaciones, pudo deberse al tipo de cepas utilizadas o incluso
a que el apareamiento de ambas mutantes pudo restituir alguna funcion en el desarrollo lo
que le permitiera elevar su crecimiento. Otra posible razon podria ser la alta produccion de
material genético debido a la acumulacion de nucleos en todo lo largo de la hifa lo que
permita una mayor tasa de elongacion celular.

La morfologia esférica de los nucleos en las mutantes de proteinas motoras, como
también Seiler y colaboradores (1999) los describen, pueden ser por la disfuncionalidad de
las proteinas motoras, que mantienen unidos los ntcleos a los microtubulos; ésta tal vez sea
la razén del por qué en el tratamiento con MBC los nucleos también presentan una
morfologia alargada. En mutantes sencillas, la razon de los movimientos retrogrados puede
ser causa de que las proteinas motoras tienen la capacidad de viajar en ambos sentidos en

un mismo microtiibulo, lo que sustituiria el movimiento de niicleos cuando un motor tiene
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funciones nulas o interrumpidas; pues el movimiento retrogrado no puede observarse en la
doble mutante ropy-1/Ankin.

Como ya se menciond, la morfologia nuclear en las hifas de N. crassa transformada
puede ser cuestion de la union entre las proteinas motoras que tiran de los nucleos a través
de su movimiento sobre los microtibulos, ya que en la doble mutante ropy-1/Ankin la
forma de pera descrita en resultados no es observada en los nticleos de esta mutante.

La organizacion del citoesqueleto microtubular vari6 entre las mutantes sencillas
con respecto al control; dicha organizacion puede ser dependiente en cierta forma de las
proteinas motoras, principalmente del complejo dineina-dinactina; tal vez debido a lo que
Malikov y colaboradores (2004) mencionaron sobre la funcion de nucleacion de
microtibulos que la dineina presentaba en sus resultados.

Las observaciones del desplazamiento nuclear en N. crassa coinciden con lo que
Torralba y colaboradores (1998) mencionaron sobre 4. nidulans al inhibir el citoesqueleto
de actina con CA, con Karpova y colaboradores (2000) y Virag y Griffiths (2004) que con
la primer mutante de actina en N. crassa encontraron una agregacion de nucleos esféricos y
una distribucién anormal llegando hasta el 4pice hinchado de la hifa. Esto sugiere que el
citoesqueleto de actina es de gran importancia para mantener posicionados a los nucleos a
cierta distancia de la punta.

Xiang y Fischer (2004) se preguntaban de que manera los organelos internos
pueden tener sentido de las distancias a las cuales deben encontrarse, principalmente entre
el 4pice y el nucleos proximal. Una parte de la respuesta se encuentra en el citoesqueleto de

actina, pues al ser desorganizados los nucleos no tienen control en cuestion de distribucion
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y es posible que lleguen a distancias muy cortas del &pice celular teniendo como
consecuencia una menor elongacion apical.

El método FRAP fue de utilidad para el andlisis de que las proteinas motoras son
las principales fuerzas de movimiento de los nucleos, pues al no observar ntcleos dentro de
la zona fotoblanqueada se puede sugerir con mayor certeza que las proteinas son necesarias
en mecanismos especificos de movimiento.

En las cepas utilizadas para este trabajo, que fueron transformadas genéticamente se
utilizaron concentraciones de MBC de 2.5 pg ml”, esta concentracién es un orden de
magnitud mayor que la utilizada en otros estudios como es de Barja y colaboradores (1992)
que utilizaron 0.29 pg ml' de MBC en germinulas de N. crassa, y el de That y
colaboradores (1988) donde se observaron efectos con 0.49 ug ml” de esta misma droga.
Aunque en estas dos investigaciones se utilizaron células de N. crassa en otro estudio del
desarrollo como son las germinulas, muy probablemente la transformacion genética de este
organismo produjo en cierta medida una ligera resistencia al Benomilo.

Esta misma cepa transformada con los nicleos marcados con GFP se expuso a
concentraciones de CA de 1.0 pg ml™, siendo mucho menor a la utilizada por Allen y
colaboradores (2005) quienes utilizaron 10 pg ml” de esta misma droga para inhibir el
crecimiento; esto tal vez se debe a que ellos buscaban la concentracion a la cual se
inhibiera totalmente el crecimiento de las hifas y no solo al 50 % como se buscaba en esta
ocasion.

Por tal manera se propone el siguiente modelo (Figura 22) en el cual se

interrelacionan todos los elementos celulares tanto del citoesqueleto como motores; donde
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en el caso de hifas silvestres los nucleos se encuentran unidos a los microtubulos mediante
las proteinas motoras pero la estructura de los microfilamentos de actina mantienen la zona
de exclusion relativamente constante (Figura 22a). Para el caso de las mutantes sencillas se
propone que la disfuncionalidad de una proteina puede enviar una sefial a la célula para
restituir dicha mutacion, permitiendo que otras proteinas motoras realicen la funcién
dafiada (Figura 22b); al eliminar la funcionalidad de dos proteinas motoras esenciales la
célula no tiene la capacidad de sustituir la mutacion y por tal motivo los nucleos
permanecen mas agrupados y es mdas notorio su movimiento junto con el citoplasma
(Figura 22c).

Se propone también que a pesar de la irregularidad y tamano de los microtibulos,
los nucleos continfian siendo jalados en direccién de cada proteina motora (Figura 22d);
mientras que en ausencia de los filamentos de actina el control estructural se rompe, la zona
de exclusion es interrumpida y los ntcleos pueden alcanzar el 4pice sin dificultad, ademas

que la tasa de elongacion se reduce. (Figura 22e).
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Figura 22. Modelo de desplazamiento nuclear. (a) Hifa silvestre; (b) mutante sencilla; (c)
doble mutante; (d) MBC; (e) CA.
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CONCLUSIONES

N. crassa es un organismo resistente a ciertas drogas del citoesqueleto, pero no a
aquellas que actien sobre de los filamentos de actina, que son de esencial importancia
para un crecimiento polarizado y una distribucion regular de los organelos.

Las mutantes de proteinas motoras no muestran efectos en el movimiento total de los
nicleos; es decir, la mayoria de los nucleos son desplazados por accién del flujo
citoplasmatico, al ritmo de la tasa de elongacion.

Se puede concluir que debido a que los movimientos retrégrados y anterégrados se
observaban en la mayoria de las situaciones a excepcion de la doble mutante ropy-
1/Ankin: 1) la funcién de las proteinas motoras en hifas maduras se utiliza solo para dar
grandes movimientos a los organelos o para ir contra-corriente a la direccion del flujo
citoplasmatico; 2) el citoesqueleto microtubular tiene una organizacion bidireccional lo
que permite que en las mutantes ropy haya retrocesos en el sentido del apice celular; 3)
las proteinas motoras tienen la capacidad de transportar organelos en ambos sentidos;
4) de funcionar alternativamente dentro de la célula al momento en que una de ellas se
encuentra defectuosa, llevando a cabo su funcion bidireccional; y 5) los
microfilamentos de actina son los principales elementos del citoesqueleto que

mantienen la organizacion y dindmica en relaciones normales dentro de la célula.
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Anexo A. Reactivos para medios de cultivo (Vogel, 1964):

Sales de Vogel:

Cantidad

Citrato Nas - SH,O
KH,POy4 (anhidro)
KH4NO;3

MgSO4 . 7H20
CaCl2 - 2H,0
Biotina

Elementos traza
dH,0

150 g
250 ¢g
100 g
10g
Sg
5ml
5 ml
750 ml

El volumen total es aproximadamente 1 L a una concentracion de 50x con un pH de

5.8. Se le agregan 2 ml de cloroformo como conservador para ser almacenado a

temperatura ambiente. Para su utilizacion es necesario diluirlo 50 veces con agua destilada.

Elementos traza:

Cantidad

Acido citrico - 1H,O
ZHSO4
FG(NH4)2SO4 . 6H20
CUSO4 . 5H20
MnSOy - 1H,0
H;BO;

N32M004 2H20
dH,O

5.00¢g
5.00 g
1.00 g
025¢
0.05¢g
0.05¢g
0.05¢g
95 ml

Llevar el volumen a 100 ml con agua destilada. Agregar 1 ml de cloroformo como

conservador y almacenar en oscuridad a temperatura ambiente.



Solucion Biotina:

Cantidad

Biotina (Merck) 5 mg

dH,O 50 ml

Anexo B. Reactivos para despolimerizacion del citoesqueleto
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MBC 10 mg ml": Cantidad CA1mg ml": Cantidad
MBC 10mg Citocalasina A 1 mg
Etanol 96 % 1 ml Etanol 96 % 1 ml
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ROLE OF CYTOPLASMIC FLOW AND MOTOR PROTEINS ASSOCIATED TO
MICROTUBULES ON THE NUCLEAR DISPLACEMENT IN FILAMENTOUS
FUNGI

Nuclei movement and localization are multifactorial events that have been studied
by the last two decades without any agreement. With the porpoise of provide information
about it we carry out an study to describe subapical nuclei movement and factors that could
be related like citoplasmic flow, microtubules, actin microfilaments and motor proteins
(dinein-dinactin complex and kinesin).

We used Confocal Microscopy of five Neurospora crassa strains with nuclei labeled
with GFP. One strain mutation free (blank), three simple mutants ropy-1, ropy-3, Ankin and
one double mutant ropy-1/Ankin. Additionally we made observations in blank treated with
Benomyl (MBC) and Citochalasin A (CA).

We observed that nuclei have moved on a bidirectional way or have stopped, except
on double mutant where retrograde movement was null. Nuclei displacement was very
close to the hypha elongation rate on blank (0.13 + 0.08; 0.14 + 0.13 um s, ropy-1 (0.02
+0.04; 0.02 £ 0.12 um s™), ropy-3 (0.05 £ 0.06; 0.06 = 0.10 pm s™), ropy-1/Ankin (0.05 +
0.09; 0.04 + 0.10 um s™) and MBC treated (0.05 £ 0.09; 0.05 + 0.12 pm s™') , but not on
Ankin (0.03 £ 0.08; 0.03 = 0.21 um s™), neither CA treated (0.005 + 0.03; 0.001 + 0.10 pm
s1). Nuclei showed morphology differences: on blank were large whereas other strains
were spherical form. Nuclei exclusion zone was shorter in the absence of motor proteins
and null in the absence of actin microfilaments.

In conclusion, nuclear movement and distribution are determined by different
forces; on mature hyphae fundamental motor is citoplasmic flow. Although, motor
proteins are nuclei union to microtubules and actin is the shell that merge this elements to
be displaced like a unit by the flow-through.

Keywords: Nuclei, displacement, Neurospora crassa, ropy-1, ropy-3, Ankin.



