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Resumen de la tesis que presenta Arianne Ramirez del Villar como requisito parcial para la obtencién
del grado de Doctor en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Microbiologia.

Identificacion y caracterizacion de las cargas intracelulares asociadas a la miosina de clase V en el
hongo filamentoso Neurospora crassa

Resumen aprobado por:

Dra. Rosa Reyna Mourifio Pérez
Directora de tesis

El crecimiento apical polarizado es una caracteristica fundamental de los hongos filamentosos, donde
el movimiento de vesiculas secretoras se realiza con ayuda de proteinas motoras a través del
citoesqueleto de actina y microtubular. Especificamente, las miosinas de clase V son motores
moleculares asociados a actina encargadas del transporte de cargas intracelulares en diferentes
organismos. La asociacidon con la carga es mediada por la unién a adaptadores especificos. En
Neurospora crassa existe solo una miosina de clase V (MYO-5) pero aun no queda claro las cargas que
transporta, su dindmica y posible funcién en la morfogénesis de las hifas. Para identificar los
adaptadores asociados con MYO-5, se hizo un ensayo de ColP con anticuerpos anti-GFP utilizando la
cepa MYO-5-GFP. Las proteinas aisladas fueron identificadas por espectrometria de masas y los
adaptadores fueron seleccionados por analisis bioinformatico, modelaje estructural y acoplamiento
molecular. Las proteinas SNA-10 y RBA-1 fueron seleccionadas y se analizaron in silico para corroborar
su asociacién con MYO-5. Encontramos que la unién con estos adaptadores producia una gran
estabilidad estructural en el dominio globular de la cola (GTD) de MYO-5, sugiriendo que SNA-10 y
RBA-1 podrian estar asociados a MYO-5. El marcaje de los adaptadores con GFP para corroborar su
asociacién in vivo, afecté el desarrollo normal de las hifas. Para determinar la importancia del GTD de
MYO-5 en la morfologia de las hifas, generamos una versidn truncada del GTD completo y una versidn
donde eliminamos el subdominio Il en el GTD, y se analizd la localizacién de MYO-5. A diferencia de lo
reportado, la morfologia fue normal y la localizacién distinta en las hifas. Esto podria deberse a que el
casete con el que se transformd pudo integrarse en otro sitio. Para conocer el comportamiento
dindmico de MYO-5 con mayor detalle, analizamos las particulas individuales por TIRFM. Las particulas
de MYO-5-GFP eran de distintos tamafios y la mayor parte del tiempo no se movian. Cuando se movian
mantenian una velocidad de 1.08 um s, aunque podian alcanzar velocidades de hasta 2.7 um sty el
movimiento podia ser anterégrado o retrogrado. La velocidad de desplazamiento de MYO-5 sugiere
que se trata de un motor no procesivo, que podria requerir de mas de MYO-5 para transportar las
cargas. Debido al efecto, previamente reportado, que la ausencia del gen completo myo-5 producia
en la morfologia de las hifas, observamos la localizacion y dindmica del citoesqueleto de actina. En la
mutante Amyo-5, la actina estaba desorganizada en el apice y el subapice. Observamos cables de
actina gruesos en el citoplasma que parecian no perder su forma y se observé un collar endocitico
subapical anormal. En los septos se observd que le tomaba mas tiempo completar la formacion del
septoy que la actina llegaba al sitio de septacion mucho antes que en la cepa silvestre. Estos resultados
sugieren que MYO-5 transporta adaptadores asociados con vacuolas y probablemente con ARNm, y
desempena un papel importante en la organizacion apical que mantiene la morfogénesis y el
crecimiento.
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Abstract of the thesis presented by Arianne Ramirez del Villar as a partial requirement to obtain the
Doctor of Science degree in Life Sciences with orientation in Microbiology

Identification and characterization of intracellular cargoes associated to class V myosin in the
filamentous fungi Neurospora crassa

Abstract approved by:

Dra. Rosa Reyna Mourifio Pérez
Thesis Director

Polarized apical growth is a fundamental characteristic of filamentous fungi. It implies the movement
of secretory vesicles, which occurs with the help of motor proteins through the actin and microtubule
cytoskeleton. Specifically, class V myosins are molecular motors associated with actin responsible for
transporting intracellular cargoes in different organisms. Association with the cargo is mediated by
binding to specific adapters. In Neurospora crassa there is only one class V myosin (MYO-5) but it is
still unclear the cargoes it transports, as well as its dynamics and function in the morphogenesis of the
hyphae. To identify the adapters associated with MYO-5, a ColP assay with anti-GFP antibodies using
strain MYO-5-GFP we were performed. The isolated proteins were identified by mass spectrometry
and the adapters were selected by bioinformatic analysis, structural modeling and molecular docking.
The proteins SNA-10 and RBA-1 were selected and analyzed in silico to corroborate their association
with MYO-5. We found that the binding with these adapters produced a great structural stability in
the globular tail domain (GTD) in MYO-5, suggesting that SNA-10 and RBA-1 could be associated with
MYO-5. The labeling with GFP of these adapters to corroborate their association in vivo, affected the
normal development of the hyphae. To determine the importance of the GTD in MYO-5 in the hyphal
morphology, we generated a truncated version of the complete GTD and a version where the
subdomain Il of the GTD was eliminated, and analyzed the location of MYO-5. Unlike what has been
previously reported, the morphology in the mutants was normal and the MYO-5 location different in
the hyphae. This could be due to the fact that the cassette with which it was transformed could have
been integrated in another site. To know the dynamic behavior of MYO-5 in better detail, we analyzed
the individual particles by TIRFM. The MYO-5-GFP particles were of different sizes and most of the
time they did not move. When they moved, maintained a speed of 1.08 um s, although they could
reach speeds of up to 2.7 um st and the movement could be anterograde or retrograde. The travel
speed of MYO-5 suggests that it is a non-processive motor, which could require more than one MYO-
5 to transport the cargoes. Due to the effect of absence of the complete myo-5 gene, previously
reported, produced in the morphology of the hyphae, we observed the location and dynamics of the
actin cytoskeleton. In mutant Amyo-5, actin was disorganized at the apex and subapex. We observed
thick actin cables in the cytoplasm that did not show changes in the shape and an abnormal subapical
endocytic collar was observed. Also, we observed that it took longer to complete the formation of the
septum and that the actin appears in the septation site much earlier than in the wild-type strain. These
results suggest that MYO-5 transports adapters associated with vacuoles and probably with mRNA,
and plays an important role in the apical organization that maintains morphogenesis and growth.

Keywords: Adapters, myosin, cargoes, actin
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Antecedentes

1.1.1 Crecimiento polarizado

La caracteristica principal de los hongos filamentosos es el crecimiento apical polarizado, dando a las
hifas la apariencia tipica de un cilindro con una punta en forma hemisferoidal (Gierz y Bartnicki-Garcia,
2001; Kossen, 2000). Existen varios modelos que intentan explicar cdmo se genera la morfologia de la
hifa, dentro de los que se encuentra el modelo hifoide o del Centro Suministrador de Vesiculas (VSC
por sus siglas en inglés Vesicle Supply Center) (Bartnicki-Garcia et al., 1989; Bartnicki-Garcia et al.,
1990). Este modelo sugiere que la forma y tamafio de la hifa es generada por el desplazamiento lineal
de un VSC, localizado en el centro del domo apical y que corresponde a la ubicacion del Spitzenkorper

(Spk) en una hifa real (Bartnicki-Garcia et al., 1995).

Se ha especulado que las vesiculas que son transportadas hacia el VSC y luego exocitadas contienen
enzimas o precursores necesarios para la formacién de nueva pared celular, como las quitina sintasas
(localizadas dentro de los quitosomas) que participan en la formacién de microfibrillas de quitina, o las
glucano sintasas encargadas de sintetizar polimeros de glucano (Bartnicki-Garcia, 2002; Ruiz-Herrera
et al.,, 1984; Verdin et al.,, 2009). Ademads, se cree que éste transporte intracelular de vesiculas
secretoras hacia el VSC es dirigido por proteinas motoras que se mueven a través del citoesqueleto de
microtubulos y de actina (Harris y Tepass, 2010; Horio y Oakley, 2004; Loubéry y Coudrier, 2008; Reck-
Peterson et al., 2000; Torralba y Heath, 2002; Wu et al., 1998).

1.1.2 Citoesqueleto microtubular y citoesqueleto de actina

Los microtubulos son tubos proteicos huecos de aproximadamente 25 nm de didmetro compuestos
de un solo tipo de proteina globular, la tubulina (Alberts y Bray, 2006; Cooper y Hausman, 2000). La
tubulina es un dimero que consta de dos polipéptidos de 55 kD cercanamente relacionados
denominados a-tubulina y B-tubulina, que estan unidas entre si por enlaces no covalentes (Alberts y
Bray, 2006). La a- y B-tubulina se polimerizan para formar la pared del microtibulo que consiste en 13
protofilamentos paralelos, cada uno de los cuales tiene una polaridad estructural con dos
terminaciones distintas: un extremo positivo y otro negativo. El extremo positivo es de rapido

crecimiento y presuntamente corresponde a la B-tubulina, mientras que el extremo negativo



corresponde a la a-tubulina y es el de crecimiento lento (Alberts y Bray, 2006; Cooper y Hausman,

2000).

Por otra parte, el citoesqueleto de actina esta formado por G-actina, una proteina globular constituida
por 370 residuos y un peso molecular de 42 kDa aproximadamente (varia entre especies) (Collins y
Elzinga, 1975). Esta formada por un dominio grande y uno pequefio, separados por una hendidura
formada de hélices-alfa en donde se situa el sitio de uniéon a ATP (Elzinga et al., 1973). La actina
monomérica se une para formar filamentos delgados y flexibles de aproximadamente 7 nm de
diametro y de varios micrometros de largo (Cooper y Hausman, 2000). Los filamentos de actina tienen
dos extremos: un extremo positivo, en donde predomina la polimerizacién de actina; y un extremo
negativo, donde ocurre la despolimerizacion. Para que ocurra la polimerizacidn de actina se requiere
de la unién a ATP, que después sera hidrolizada liberando Piy resultando en actina unida a ADP (Pollard
et al., 2016). Los filamentos de actina pueden formar tres clases de estructuras en la mayoria de los
eucariotas: cables, parches y anillos contractiles de actomiosina (Alberts y Bray, 2006; Berepiki et al.,
2010; Delgado-Alvarez et al., 2010; Mulholland et al., 1994; Noguchi et al., 2001). Estas estructuras de
actina participan en una variedad de funciones como la citocinesis, formacion del septo, trafico
vesicular, endocitosis, exocitosis y motilidad celular, resultando ser una proteina esencial para las

células (Alberts y Bray, 2006; Cooper y Hausman, 2000).

1.1.3 Motores moleculares

El movimiento y transporte de vesiculas secretoras, organelos y complejos de proteinas es un proceso
que resulta esencial en las células y es impulsado por motores moleculares. Las cinesinas y dineina son
proteinas motoras que viajan a través de los microtibulos, y las miosinas son motores moleculares
involucrados en el transporte de cargas a lo largo del citoesqueleto de actina (Ross et al., 2008). Tanto
la via exocitica como endocitica requieren que las cargas vesiculares se muevan a través del
citoesqueleto de actina y microtubulos. En un modelo ideal, los microtubulos se originan en un centro
organizador cercano al nucleo y sus extremos positivos se dirigen hacia la periferia celular. De este
modo, las cargas son transportadas por las cinesinas que se desplazan hacia la corteza celular en donde
alcanzan a la red de actina cortical y transfieren la carga a la miosina para que la entregue a la
membrana celular (Ross et al.,, 2008). En la ruta contraria, la via endocitica, las vesiculas serian
transportadas por las miosinas que se localizan en la actina cortical y después ser entregadas a la
dineina, que se mueve hacia el extremo negativo de los microtubulos (Ross et al., 2008). El cambio de

motores y pistas durante el transporte de cargas intracelulares se ha observado in vivo para los



melanosomas (Kural et al., 2007), peroxisomas (Kural et al., 2005), vesiculas (Snider et al., 2004) en
mamiferos y puntos cuanticos endocitados (Nan et al., 2005). Sin embargo, aun se desconoce cémo es
gue estas proteinas motoras trabajan coordinadamente para asegurar que las cargas intracelulares

lleguen a su destino.

1.1.4 Miosinas

Las miosinas son una superfamilia de proteinas motoras que utilizan la hidrdlisis del ATP para poder
desplazarse de manera continua a través de filamentos de actina (Loubéry y Coudrier, 2008; Reck-
Peterson et al.,, 2000; Sellers, 1999; Wu et al., 1998). Participan en la citocinesis, el crecimiento,
mantenimiento de la forma celular, contraccién muscular, transporte de cargas intracelulares, entre
otros (Geeves y Holmes, 2005; Scholey et al., 2003; Vale, 2003; Yumura y Uyeda, 2003). Actualmente,
las miosinas se han agrupado en 35 clases con un nimero variable de miembros (Odronitz y Kollmar,
2007). Sin embargo, solo algunas clases han sido caracterizadas a nivel estructural, moleculary celular.
Con excepcidén de la miosina Il “convencional” que fue la primera miosina descubierta, la nomenclatura
de las clases de miosinas “no convencionales” fue asignada en el orden en que fueron siendo
descubiertas (Mooseker y Foth, 2008). Las miosinas comunmente se clasifican con base en el andlisis
filogenético de los dominios motores (Cheney et al., 1993), sin embargo, al analizar las proteinas
completas o los dominios de la cola, generalmente muestran la misma relacién (Sellers y Weisman,
2008; Soldati et al., 1999). Muchos miembros de la superfamilia de miosinas presentan un amplio
rango de expresion filogenética, mientras que en otros Unicamente han sido identificados en un solo
organismo. Por ejemplo, en ratones (Mus musculus) se han identificado 26 genes de miosina
distribuido en siete clases diferentes, mientras que en la levadura S. cerevisiae solo existen cinco genes

dentro de tres clases (Hasson et al., 1996; Mermall et al., 1998).

1.1.5 Estructura general de las miosinas

Tipicamente las miosinas estan conformadas por tres estructuras principales: 1) la cabeza o dominio
motor que estd interactuando con la actina y se une a ATP, 2) el cuello asociado a calmodulina o
cadenas ligeras y 3) la cola que tiene funciones variables, incluyendo la formacién de estructuras

diméricas (Figura 1) (Sellers, 1999).
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Los tres dominios pueden observarse a través de micrografias electrénicas y la organizacién de cada
estructura ha sido confirmada por estudios proteoliticos en la miosina de clase Il (Lodish y Zipursky,
2001). La cabeza y el cuello corresponden a la regién N-terminal de la cadena pesada y la cola a la

region C-terminal.

Dominio
globular de
la cola

COLA

Tallo central
(bobinas enrolladas)

Brazo en forma

de palanca
(con motivos 1Q)

Dominio
motor

CABEZA CUELLO

Figura 1. Estructura general de la miosina de clase V. Las miosinas de clase V estan divididas en tres regiones
principales: 1) la cabeza esta en el amino terminal y se encuentra el dominio motor; 2) el cuello o brazo en forma
de palanca que cuenta con seis motivos 1Q; y 3) la cola, en el carboxilo terminal, compuesto por un tallo central
y un dominio globular de la cola (GTD, por sus siglas en inglés Globular Tail Domain). Modificado de (Téth et al.,
2005).

1.1.5.1 Region de la cabeza

La cabeza o dominio motor se localiza en el extremo amino y esta altamente conservado en todas las
clases de miosinas. El modelo estructural del dominio motor ha sido determinado a partir de diversas
miosinas de clase |, Il, Vy Vl y es similar al de la cinesina (Holmes, 2008; Lodish y Zipursky, 2001; Vale,
2003). La estructura consiste en una hoja de siete cadenas de hojas-B rodeada por numerosas hélices-
a. El dominio motor es una ATPasa especializada que puede hidrolizar ATP y que ademas cuenta con
un sitio de unidén a actina (Lodish y Zipursky, 2001). El sitio de union a ATP esta formado por bucles-P
similar al encontrado en las proteinas Ras (Lodish y Zipursky, 2001; Mooseker y Foth, 2008; Smith y

Rayment, 1996), mientras que el sitio de unidn a actina esta dividido por una hendidura profunda, que



se abre y se cierra dependiendo de su interaccidn con ATP (Holmes, 2008). Ademas, tiene una regiéon
“convertidora”, que gira 60° en respuesta a la unién de ATP y la liberacién de ADP (Holmes, 2008). La
etapa de activacién con actina garantiza que la ATPasa de la miosina funciona a su velocidad maxima,

solo si el dominio motor estd unido a la actina (Lodish y Zipursky, 2001).

Estudios realizados principalmente en las miosinas de clase |, Il y V han revelado cémo podria estar
produciéndose el movimiento (Clayton et al., 2014; Mehta, 2001; Pollard y Lord, 2014, Rief et al., 2000;
Uyeda et al., 1990; Uyeda et al., 1991). Se ha especulado que el movimiento en todas las miosinas se
produce de manera similar, ignorando si la miosina esta unida a una vesicula o se encuentra unida a
un filamento largo (como en el musculo). Uno de los modelos principales, asume que la hidrdlisis de
una Unica molécula de ATP es acoplada a cada paso que da una miosina a través del filamento de actina

(Lodish y Zipursky, 2001).

Durante un ciclo de movimiento de la miosina se producen tres estados conformacionales: 1) un
estado de pre-hidrdlisis de ATP que no esta unido a actina, 2) un estado de ADP-Pi unido a actinay 3)
un estado después de que el golpe de fuerza fue completado (Lodish y Zipursky, 2001). Se ha
demostrado que la miosina obtiene la fuerza necesaria para moverse del grupo fosfato en el ATP y la
unidén a actina, que modifican estructuralmente la hendidura del sitio de unién a actina en el dominio
motor manteniéndola abierta o cerrada. La presencia de ATP mantiene abierta la hendidura,
produciendo la interrupcion en el sitio de unidn a actina en el extremo opuesto a la hendidura.
Posterior a la hidrélisis de ATP, la hendidura se cierra parcialmente. Este cambio conformacional atrapa
el ADP y Piy restaura el sitio de unidn a actina. El modelo sugiere que los cambios conformacionales
en la cabeza y en el cuello son amplificados a otras partes de la miosina a través de las cadenas ligeras

que se unen al cuello (Lodish y Zipursky, 2001).

La velocidad a la que las moléculas de miosina se mueven a través de los filamentos de actina, depende
de factores que incluyen la clase a la que pertenece o la funcidn que estd desempefiando. A partir de
ensayos de filamentos deslizantes, se calculd la velocidad a la que diferentes miosinas se mueven a lo
largo del filamento de actina (Kron y Spudich, 1986). Se encontré que la miosina de clase | puede
moverse a una velocidad de 0.04 um/s en células epiteliales, mientras que la miosina de clase Il, en el
musculo esquelético, se mueve hasta 4.5 um/s.. Asi, el movimiento rapido estd asociado con la
contraccion muscular, mientras que un movimiento mas lento estaria relacionado con el transporte

en el citoplasma (Lodish y Zipursky, 2001; Mehta, 2001).



1.1.5.2 Region del cuello

Es una regidn que consiste en una larga hélice-a de longitud variable compuesta por uno o mas motivos
IQ, que son secuencias consenso (IQxxxRGxxxR) que le permiten interactuar con cadenas ligeras de
calmodulina (Cheney y Mooseker, 1992; Hammer lll y Sellers, 2012; Holmes, 2008). El nimero de
motivos |Q es variable dentro los miembros de las diferentes clases de miosinas, aunque algunas clases
mantienen un nimero constante (por ejemplo, los miembros de las miosinas de clase Il presentan dos
motivos IQ y los de clase V poseen seis) (Coluccio, 2007). Por lo general, todas las cadenas ligeras que
se unen al cuello se han identificado como calmodulina (como en el caso de las miosinas de clase | y V)
o miembros de calmodulina (como las cadenas ligeras esenciales y reguladoras de las miosinas de clase

) (Coluccio, 2007).

El cuello también es conocido como “brazo en forma de palanca”, debido a que se mueve como una
estructura rigida que responde a cambios dependientes de ATP producidos en el dominio motor y que
contribuye al tamano del paso de una miosina determinada (Hammer Ill y Sellers, 2012; Holmes, 2008).
Ademas, los cambios en la asociacidn de la cadena ligera y los cambios resultantes en la rigidez a la
flexion de la hélice-a del cuello (como los que se producen por la unién de Ca?* a las cadenas ligeras
de calmodulina) desempefian un papel esencial en la regulacion de las propiedades mecanoquimicas

de las miosinas.

1.1.5.3 Regidén de la cola

A pesar de que el dominio principal y conservado de las miosinas es el dominio motor, la regidn de la
cola es la que determina la funcidn y la localizacién de las miosinas. La cola es una regiéon muy variable
en su secuencia, longitud, dominios y organizacion. En algunas clases de miosinas la regidn de la cola
estd constituida por secuencias a-helicoidales que les permiten formar dimeros generando una
estructura de bobina enrollada, como en el caso de las miosinas de clase Il y V. Por el contrario, las
miosinas de la clase | carecen de las regiones de bobina enrollada en la cola, por lo que la molécula es
un mondémero con un solo dominio motor (Holmes, 2008; Lodish y Zipursky, 2001). La regién de la cola
también puede estar constituida por dominios que le permiten desempefiar diferentes funciones,
como la unidén a membranas o receptores de carga que median interacciones especificas con diferentes
cargas intracelulares (Tabla 1) (Hammer Il y Sellers, 2012). Las miosinas de clase | y V se asocian a la
membrana plasmatica o a las membranas de organelos intracelulares, por lo que estas proteinas
motoras estan relacionadas con actividades en la membrana. Por el contrario, los dimeros formados

por las miosinas de clase Il se unen para constituir filamentos largos y gruesos que participan en la



contraccion (Lodish y Zipursky, 2001). Sin embargo, en muchos casos las regiones en la cola de las
miosinas consisten en segmentos de proteinas que no han sido funcionalmente descritos, cuya
estructura primaria no corresponde a algin motivo de proteina conocido o cuya funcién no ha sido
determinada bioquimicamente (Holmes, 2008). Esto sugiere que muchos aspectos relacionados con la

funcién de las miosinas de las diversas clases aun no han sido definidos en su totalidad.

Tabla 1. Diversas funciones de las miosinas (Tomado de (Holmes, 2008))

Funcién Clase de miosina

Generacién de tension 1, 1, VI, VI
Movimiento celular
Adhesién 1,11, V, VI, VII, X, XIV
Endocitosis

Mediada por clatrina 1, 11, VI

Macropinocitosis I, VI

Fagocitosis I, 1, VI, VII, X
Exocitosis I, 1, V, VI
Movimiento/Localizacién de organulos V, VI, XI, VII
Localizaciéon/Transporte de ARNm \Y,
Comunicacion cruzada en el citoesqueleto V, X
Transduccion de senales I, N, V, VI, VII, IX, X, XV, XVI,
Polaridad celular I, VI
Funcidén/transcripcion nuclear I, VI, XVl

1.1.6 Miosinas de clase V

En eucariotas, el movimiento de organelos y vesiculas resulta de gran importancia para el crecimiento
celular. El transporte de diversas cargas intracelulares a través de los filamentos de actina es llevado a
cabo por las miosinas de clase V. La miosina de clase V fue purificada por primera vez del cerebro y fue
identificada como una proteina de unién a calmodulina con actividad ATPasa (Espindola et al., 1992;
Larson et al., 1990). Posteriormente, se determind que se trataba de una miosina “no convencional”

que tenia una secuencia similar a las encontradas en Saccharomyces cerevisiae y en ratones (Coluccio,

2007).

Los mamiferos poseen tres isoformas de miosina de clase V (MyoVa, MyoVb y MyoVc) y cada una se
localiza en diferente tipo de célula, por lo que la carga que transporta es distinta. Las levaduras S.
cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe presentan dos genes distintos codificantes de miosina de
clase V denominados MYO2 y MYO4, y myo51 y myo52, respectivamente. Por el contrario, en
Drosophila solo existe un miembro de las miosinas de clase V, del mismo modo que en los hongos

filamentosos Neurospora crassa, Aspergillus nidulans, Aspergillus fumigatus y en los hongos dimoérficos



Candida albicans y Ustilago maydis. Ademas, la estructura y las propiedades enzimaticas de las
miosinas de clase V y la miosina de clase XI en plantas son similares (Coluccio, 2007). Debido a esto,
algunos autores sugieren que las miosinas de clase V son una forma muy antigua de miosina que

evolutivamente aparecid antes que la miosina de clase Il convencional (Coluccio, 2007).

1.1.6.1 Estructura de las miosinas de clase V

Las miosinas de clase V son proteinas con un peso molecular aproximado de 210 kDa y presentan la
estructura basica que consiste en la cabeza, el cuello y una cola (Sellers y Weisman, 2008). La cabeza
estd localizada en el N-terminal de la proteina que corresponde al dominio motor, con los sitios de
union a ATP y de unidén a actina, seguida de una regién “convertidora” que une al dominio motor con
el cuello (Coluccio, 2007; Dominguez et al., 1998; Houdusse et al., 1999; Itakura et al., 1993; Loubéry
y Coudrier, 2008; Reck-Peterson et al., 2000; Wu et al., 1998).

El cuello contiene motivos IQ a los que se asocian proteinas de unidn a calcio (Coluccio, 2007; Cheney
et al., 1993; Reck-Peterson et al., 2000). Esta regién es mas larga que en las miosinas de clase II,
presentando seis cadenas ligeras unidas. Por lo general, los motivos |Q se encuentran separados entre

si por 25y 23 aminoacidos (Sellers y Weisman, 2008).

La cola esta localizada en el C-terminal y estd formada por un tallo central y un dominio de la cola
globular (Reck-Peterson et al., 2000; Sellers y Weisman, 2008). El tallo central consiste en secuencias
largas que forman regiones con bobinas enrolladas interrumpidas por regiones con baja probabilidad
para la formacién de las mismas (Coluccio, 2007). Esta region define la estructura secundaria de la
miosina de clase V. La regién de la cola termina en un dominio globular de la cola (GTD por sus siglas
en inglés Globular tail domain) que estd involucrado en el transporte de cargas intracelulares (Sellers

y Weisman, 2008).

Diversos estudios han demostrado que la conformacién de las miosinas de clase V puede ser regulada
por los niveles de calcio y por la carga. En la miosina Va de mamiferos se pueden presentar tres estados
conformacionales de la miosina de clase V (Coluccio, 2007; Hammer lll y Sellers, 2012). El primer estado
se da en ausencia de Ca®* y de la carga: la miosina adopta una conformacién doblada con el dominio
motor interactuando con el dominio de unién a carga, y que es enzimaticamente y mecanicamente
inactiva. El segundo estado se produce en presencia de Ca?: la miosina se extiende en una
conformacion que tiene una alta actividad ATPasa pero que no puede moverse sobre actina debido a

gue el cuello esta mecanicamente debilitado por la disociacidn de las cadenas ligeras de calmodulina.



El tercer estado se da en presencia de Ca*'y de la carga: la miosina se extiende y es mecdnica y

enzimaticamente activa.

1.1.6.2 Funcion de las miosinas de clase V

La funcidn principal de las miosinas de clase V es el transporte de cargas intracelulares en diferentes
organismos eucariotas. Pueden actuar como motores moleculares procesivos (como en mamiferos) o
no procesivos (como en S. cerevisiae) (Reck-Peterson et al., 2001; Uyeda et al., 1990) que se mueven
a lo largo de los filamentos de actina y que aseguran el transporte efectivo de las cargas a sus destinos

finales.

Las miosinas de clase V han evolucionado de tal manera que han adquirido cuatro propiedades
moleculares bdsicas para poder desempeiiar su funcién como motor. El primero consiste en que el
GTD se asocia a cargas a través de complejos de proteinas reguladoras, que pueden permitir la unién
a adaptadores especificos o actuar como los adaptadores (Coluccio, 2007; Fukuda et al., 2002; Hume
et al., 2002; Ishikawa et al., 2003; Wu et al., 2002a; Wu et al., 2002b). La segunda propiedad es el tallo
central localizado en la cola, que le permite formar una bobina enrollada que resultara en un dimero
de miosina de dos cabezas (Coluccio, 2007; Cheney et al., 1993). En tercer lugar, estan los estados con
alta afinidad por la actina, haciendo que al menos una de las dos cabezas permanezca unida a la actina
en cualquier momento v, asi, la miosina y la carga asociada no se disocien facilmente (Enrique et al.,
1999; Rosenfeld y Sweeney, 2004). La cuarta propiedad, pero no menos importante, es el largo cuello
gue permite que las dos cabezas puedan unirse a 36 nm de distancia cuando estan unidas a la actina
(Burgess et al., 2002; Walker et al., 2000). Esta distancia permite que las miosinas de clase V caminen
aproximadamente en linea recta sobre el filamento de actina, y de esta manera la carga intracelular
permanece por encima del citoesqueleto de actina, evitando la necesidad de girar en espiral alrededor

de un filamento de actina y reduciendo el arrastre (Coluccio, 2007).

El tipo de carga intracelular que transportan las miosinas de clase V varia dependiendo del organismo
(Tabla 2). En mamiferos la miosina de clase V, MyoVa, mueve cargas asociadas a membrana como
melanosomas (Nascimento et al., 1997; Provance Jr et al., 2002; Rogers y Gelfand, 1998; Wei et al.,
1997; Wu et al., 1998; Wu et al., 1997); reticulo endoplasmico liso (Takagishi et al., 1996; Wagner et
al., 2011) y vesiculas membranosas (Evans et al., 1998). En S. cerevisiae, sus dos miosinas de clase V,
Myo2p y Myodp, llevan cargas distintas: Myo2p transporta vacuolas, peroxisomas, vesiculas
secretoras, Golgi tardio y mitocondrias (Boldogh et al., 2004; Catlett y Weisman, 1998; Fagarasanu et
al., 2006; Hoepfner et al., 2001; Itoh et al., 2002; Lillie y Brown, 1994; Rossanese et al., 2001), mientras
que Myo4p transporta ARNm (Bohl et al., 2000; Long et al., 2000; Takizawa y Vale, 2000). Sin embargo,
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Myo4p es una miosina monomérica que es estructuralmente diferente a Myo2p (Dunn et al., 2007).
Ademas, los estudios en esta misma levadura, mostraron que el GTD de Myo2p tiene dos subdominios,
| y Il (Pashkova et al., 2005a; Pashkova et al., 2005b; Pashkova et al., 2006). Los estudios con
mutaciones puntuales en cada uno de los subdominios mostraron que poseen cierta especificidad por
la carga. En el subdominio | revelaron defectos en el transporte de vacuolas y lisosomas sin afectar el
movimiento de vesiculas secretoras (Catlett y Weisman, 1998; Pashkova et al., 2005a; Pashkova et al.,
2005b; Pashkova et al., 2006), mientras que mutaciones puntuales en el otro subdominio afectaron el
movimiento de vesiculas secretoras, pero no de vacuolas (Schott et al., 1999). Estos subdominios
requieren una estrecha asociacidon entre ambos, de manera que la unidén de la carga a un subdominio
inhibe la unidn de la carga al segundo subdominio, y viceversa (Catlett y Weisman, 1998; Pashkova et

al., 2005a; Pashkova et al., 2006).

Tabla 2. Diferentes funciones de la miosina de clase V.

Organismo Miosina V Funcién

Myo Va o
e Reciclaje de endosomas

e Transporte de reticulo endoplasmico

Células animales Myo Vb ) . .
e Transporte de vesiculas y mitocondrias
e Transporte de proteinas de unién a mRNA
Myo Vc
Levaduras
Myo2p e Transporte de vesiculas secretoras, vacuolas, Golgi
(esencial) tardio, peroxisomas, mitocondrias
S. cerevisiae Myo4p

e Transporte de mRNA ASH1, el cual esta involucrado en el

. cambio de tipo de apareamiento en la célula hija.
(no esencial)

e Involucrada en la deposicion de la pared celular asociada

Myo52 . . S
s. pombe con el crecimiento polarizado y citocinesis.
P Myo51 e Es un componente no esencial del anillo de actina
formado durante la citocinesis.
Hongos dimérficos
Myo5 e Es requerida para todos los estados morfoldgicos
U. maydis presentes durante su ciclo de vida
(no esencial) e Es esencial para la patogenicidad.
MYO2

e Participa en el cambio dimorfico y el crecimiento de

C. albicans -
forma levaduriforme.

(no esencial)

Hongos filamentosos

e Participa en el mantenimiento del crecimiento

MyoE larizad
, olarizado.
A. nidulans P o
. e Correcta distribuciéon de los componentes de la pared
(no esencial)
celular.
e Localizada en los sitios de crecimiento de hifas

MYO-5 e Su ausencia causa anormalidades en el crecimiento de
N. crassa conidios, germinulas e hifas,

(no esencial) e Su ausencia también causa deslocalizacién de vacuolas y

desorganizacién del Spk.
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El transporte de cargas por medio de la miosina de clase V es impulsado por la capacidad de
acoplamiento/desprendimiento de su carga, que estda regulado principalmente a través de
adaptadores o receptores capaces de unir una carga especifica a una miosina de clase V. Por ejemplo,
estudios genéticos en diversos animales han ayudado a determinar los receptores especificos para los
melanosomas. El complejo de adaptadores esta compuesto por la miosina Va, la Slac2-a o melanofilina
y la Rab GTPasa, Rab27a (Coluccio, 2007; Fukuda et al., 2002; Hume et al., 2002; Nagashima et al.,
2002; Provance Jr et al., 2002; Wu et al., 2002b). En este complejo, la region media de Slac2-a se une
directamente a la miosina Va y el N-terminal de la Slac-2, el dominio de unién a RAB, se une
directamente a Rab27a (Kuroda et al., 2003; Nagashima et al., 2002; Strom et al., 2002; Wu et al., 2006;
Wou et al., 2002a; Wu et al., 2002b).

En S. cerevisiae se han caracterizado una gran variedad de adaptadores para distintas cargas. Para el
movimiento de vacuolas se han identificado tres proteinas necesarias: Myo2p, la miosina de clase V,
Vacl7p, una proteina que se une directamente al subdominio | en el GTD de Myo2p y Vac8p que se
une directamente a Vacl7p y el complejo Myo2p-Vacl7p-Vac8p se une a la membrana de la vacuola
(Ishikawa et al., 2003; Tang et al., 2003). Otros adaptadores identificados, son el adaptador Inp2
localizado en la membrana de peroxisomas y necesario para que Myo2 se asocie a los peroxisomas
(Fagarasanu et al., 2006); el complejo de adaptadores Kar9p, una proteina que se une a nucleos, y
Bim1/EB1, necesarios para la unién de Myo2 a microttbulos (Beach et al., 2000; Liakopoulos et al.,
2003; Yin et al., 2000). Myo2p también se une a un adaptador denominado Mmr1p (por sus siglas en
inglés mitochondrial Myo2p receptor-related 1) y Yptllp (GTPasa tipo Rab) para poder distribuir
correctamente las mitocondrias (Boldogh et al., 2004; Itoh et al., 2004; Itoh et al., 2002). Asimismo,
para que Myo4p pueda transportar ARNm, forma un complejo compuesto de tres proteinas en donde
Myo4 se une directamente al N-terminal del adaptador She3p, cuyo C-terminal se asocia con el ARNm
ASH1,mientras la proteina She2p, otra proteina de unién a RNA, facilita una interaccion especifica
entre She3p y la secuencia del ARNm AHS1 (Bohl et al., 2000; Dunn et al., 2007; Hodges et al., 2008;
Jansen et al., 1996; Long et al., 2000).

1.1.6.3 Localizacidn de las miosinas de clase V en diversos organismos

La organizacidn del transporte de cargas realizado por la miosina de clase V es sumamente importante,
y los defectos en ésta pueden generar dainos significativos en el crecimiento celular. Diversos estudios
muestran que la miosina de clase V se localiza en sitios de crecimiento en neuronas y células

germinales. La ausencia de la miosina Va en neuronas de ratones genera un color de pelaje mas tenue
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o de color cenizo, ademas de diversos problemas neuroldgicos que llevan al organismo a una muerte
temprana (Evans et al., 1998; Tabb et al., 1998; Wagner et al., 2011; Wu et al., 1998). En la levadura S.
cerevisiae, Myo2p y Myo4p, se localizan en sitios de polarizacién durante la formacién de la célula hija
(Govindan et al., 1995; Karpova et al., 2000; Lillie y Brown, 1994; Motegi et al., 2001; Reck-Peterson et
al., 2000; Sellers y Weisman, 2008). Estudios en U. maydis, en donde se analizaron mutantes por
eliminacion completa del gen myo5, mostraron que es requerida para los estados morfolégicos de
todo el ciclo de vida (Weber et al., 2003). En hongos filamentosos son pocos los estudios que se han
realizado acerca del papel que desempena la miosina de clase V durante el crecimiento celular. En A.
nidulans y A. fumigatus, la Unica miosina de clase V, MyoE, se localiza en el apice y en los septos, y se
ha encontrado que su ausencia produce defectos en la morfogénesis y el desarrollo de las hifas
(Renshaw et al., 2018; Renshaw et al., 2016; Taheri-Talesh et al., 2012; Zhang et al., 2011). Del mismo
modo, en N. crassa un estudio reciente mostré que la miosina de clase V, MYO-5, se localiza en el apice
y en el septo de germinulas e hifas maduras (Ramirez-del Villar et al., 2019). Ademas, la eliminacion
del gen myo-5 causé anormalidades en el crecimiento, deslocalizacién de vacuolas y desorganizacién

del Spk (Ramirez-del Villar et al., 2019).

1.2 Justificacion

Durante el crecimiento polarizado se produce el movimiento hacia el apice de las hifas de
componentes celulares, los cuales son transportados por proteinas motoras a través del citoesqueleto.
En diversos organismos, las miosinas de clase V son las encargadas del movimiento de cargas
intracelulares hacia los sitios de crecimiento. En un estudio reciente se mostré que en N. crassa, MYO-
5 se encuentra localizada en los sitios de crecimiento de hifas (Ramirez-del Villar et al., 2019; Sanchez-
Ledn y Riquelme, 2015) y que su ausencia causa anormalidades en el crecimiento de conidios,
germinulas e hifas, asi como una deslocalizacién de vacuolas y desorganizacion del Spk (Ramirez-del
Villar et al., 2019). Lo anterior sugiere una funcion relevante de MYO-5 como proteina motora. Sin
embargo, aun no queda claro cudles son las cargas intracelulares que transporta ni su papel en el

transporte de éstas, asi como la posible funcidn estructural que estd desempefiando en el Spk.
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1.3 Hipotesis

La MYO-5 esta involucrada en el transporte de vesiculas secretoras especificas desde la region
subapical hacia el apice, asi como en el posicionamiento de vacuolas tubulares y globulares; ademas

tiene un papel estructural en el mantenimiento y estabilidad del Spk.

Del mismo modo que en otros organismos, la asociacion de la MYO-5 con la carga no es directa, sino

gue existen adaptadores especificos para cada tipo de carga.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

1. Identificar las cargas intracelulares asociadas a la MYO-5, asi como los adaptadores involucrados
en su asociacidn con cada una de sus cargas.

2. Determinar la funcién de la MYO-5 en la integridad del Spk.

1.4.2 Objetivos especificos

Determinar las cargas intracelulares asociadas a la MYO-5 asi como sus adaptadores.
Confirmar la relacion proteina-proteina de las cargas identificadas con la MYO-5.

Identificar la dindmica de las cargas intracelulares en relacion a la MYO-5.

Ll N

Establecer el efecto de versiones truncadas del dominio globular de la cola de MYO-5 para estudiar

su asociacion a las cargas intracelulares.

5. Describir la asociacion dinamica de la MYO-5 con el citoesqueleto de actina y sus componentes en
el domo apical, el Spk y los septos.

6. Determinar la dinamica del citoesqueleto de actina en la mutante por eliminacién del gen

Amyo-5.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Cepas, medios y condiciones de cultivo

Las cepas de hongos y bacterias utilizadas se enlistan en la Tabla 3.

Tabla 3. Cepas utilizadas

N. crassa

Cepa Genotipo Referencia
Tipo silvestre (WT) mat a; ORS-SL6a FGSC#4200
4200

11442 mat A; Amyo-5::hph* FGSC #11442

XRM116-ARV01

SMRP309

fluffy

fluffy
TRM117-0C51
TRM123-0C52
TRM122-DD07
NES1-15

GFP citoplasmadtica
XRM118-ARV02
XRM119-ARVO03
XRM120-ARV04
XRM121-ARVO05
TRM-124-ARV06
TRM-125-ARV07
TRM-126-PG01
TRM-127-PG02
9717

9718

mat a; Amyo-5::hph*

mat A; Pmyo-5::myo-5::Gly10x::sgfp*::hph*; Amus-
51:bar

mat A

mat a

mat A; his-3*::Pccg-1::lifeact::egfp*

mat A; his-3*::Pccg-1::tpm-1::sgfp*

mat A; his-3*::Pccg-1::fim-1::sgfp*

mat A; his-3*::Pccg-1::chs-1::sgfp*

mat A; his-3*::Pccg-1::sgfp*

mat A; Amyo-5::hph*; his-3*::Pccg-1::lifeact::egfp*
mat A; Amyo-5; his-3*::Pccg-1::chs-1::sgfp*

mat A; Amyo-5; his-3*::Pccg-1::fim-1::sgfp*

mat A; Amyo-5::hph*; his-3*::Pccg-1::tpm-1::sgfp*
mat A; his-3*::Pccg-1::sgfp*::Gly7x::rba-1*

mat A; his-3*::Pccg-1::sna-107::Gly10x::sgfp*
Pmyo-5::myo-5412%°::Gly10x::sgfp*::hph*; Amus-51
Pmyo-5::myo-541436::Gly10x::sqfp*::hph*; Amus-51
mat A; Amus-51::bar*::his-3

mat a; Amus-51::bar*

Este estudio

(Sanchez-Ledn y Riquelme,

2015)
FGSC #4317

FGSC #4347

(Delgado-Alvarez et al.,

2010)

(Delgado-Alvarez et al.,

2010)

(Delgado-Alvarez et al.,

2010)

(Sanchez-Leon et al., 2011)

M. Freitag, USA

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

FGSC9717

FGSC9718

FGSC, Fungal Genetics Stock Center
GFP: Proteina Verde Fluorescente por sus siglas en inglés Green Fluorescent Protein.
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2.1.1 Maedios y condiciones de cultivo para N. crassa

Todas las cepas de N. crassa se mantuvieron en Medio Minimo de Vogel (MMV) que contiene agar al
1.5%, sacarosa al 1.5% y sales de Vogel 1X (Vogel, 1956) y se incubaron a una temperatura de 30°C.
Las cepas con genotipo hph* fueron cultivadas en MMV adicionado con el antimicdtico higromicina B
(0.15 mg ml) a 30°C. Para la cepa FGSC#9717 que es auxdtrofa a histidina, el medio fue suplementado
con L-histidina (Sigma-Aldrich) a una concentracién de 50 mg ml?, previamente esterilizada por

filtracion.

2.1.1.1 Obtencion de conidios

Se inoculé micelio de las diferentes cepas de N. crassa (ver Tabla 2) en matraces Erlenmeyer que
contenian 150 ml de MMV. Para las cepas con fenotipo silvestre, se incubaron a 30°C durante dos dias,
y se dejaron en luz a temperatura ambiente durante 5 dias. Para las cepas con genotipo hph*, se
incubaron a 30°C durante 3 dias, y se dejaron en luz a temperatura ambiente durante 7 dias. Los
conidios se cosecharon bajo condiciones de esterilidad, afiadiendo 50 ml de agua destilada estéril para
lavar las paredes del matraz, agitando vigorosamente hasta desprender el micelio y los conidios. Se
recupero la suspension de conidios en tubos de 50 ml mediante filtracion con un embudo con una tela
(Magitel®) estéril, eliminando los restos de micelio y agar. Se centrifugd por 10 min a 9,000 rpm. Se
hizo un lavado con 15 ml de agua destilada estéril y se centrifugd en las mismas condiciones,
eliminando el sobrenadante. Los conidios fueron resuspendidos en 1 ml de sorbitol 1M vy se
almacenaron en tubos de microcentrifuga de 1.7 ml estériles a -20°C. Los conidios se cuantificaron en

la cdmara de Neubauer para los experimentos en los que fuera requerido.

2.1.1.2 Crecimiento de micelio y cosecha

Para la obtencién de micelio de las cepas MYO-5-GFP y GFP citoplasmatica, se usaron matraces
Erlenmeyer de 1 L con 250 ml de MMV liquido y se inocularon 10 ul de conidios con la misma
concentracién. Se incubaron a 30°C por 2 dias en agitacién constante a 150 rpm. El micelio se cosechd
por filtracion, utilizando un embudo Blichner cubierto con papel filtro (Whatman® No. 9) y se lavé con

agua destilada estéril.
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Para la obtencion de micelio de las cepas FGSC#4200 y todas las cepas con fondo mutante Amyo-5, se
usaron matraces de 250 ml con 100 ml de MMV liquido suplementado con higromicina B (0.15 mg ml
1), para las mutantes. Se inocularon 10 pl de conidios y se incubaron a 30°C en agitacion constante a
150 rpm por 2 dias, para la cepa FGSC#4200 y 3 dias para las mutantes. El micelio se cosechd por
filtracidn, utilizando un embudo Bichner cubierto con papel filtro (Whatman® No. 9) y se lavd con

agua destilada estéril.

2.1.1.3 Cruzas genéticas

Se sembraron 10 ul de conidios de las cepas FGSC#4200 (tipo de apareamiento mat a), Lifeact-GFP
(mat A), TPM-1-GFP (mat A), CHS-1-GFP (mat A), FIM-1-GFP (mat A) en placas con medio sintético de
cruzas (MSC) (Westergaard y Mitchell, 1947) y se incubaron a 30°C por 24 h. Posteriormente, se
esparcieron sobre la placa con micelio 6 gotas de 20 pl de conidios de las cepas mutantes Amyo-5 mat
Ay mat a, respectivamente. Las placas se incubaron por 60 dias a 25°C en condiciones de oscuridad.
Debido a que los peritecios mutantes no liberan ascosporas, con una espatula se recuperaron
cuidadosamente los peritecios completos de la placa. Los peritecios se pusieron en un tubo de
microcentrifuga de 1.7 ml con 1 ml de agua destilada estéril y se indujo la liberacion de las ascosporas

dando vortex vigorosamente.

Las ascosporas se activaron sometiéndolas a un choque térmico a 60°C durante una hora. Se
sembraron en placas con MMV sélido adicionada con higromicina B (0.15 mg ml™) y se incubaron a
30°C hasta observar germinacién de las ascosporas. Se recuperaron alrededor de 50 ascosporas con
ayuda de una espatula, se inocularon en tubos de cultivo con MMV inclinado y se incubaron a 30°C
hasta que formaron micelio, para su posterior seleccién por analisis de expresion de fluorescencia y

andlisis por PCR (corroborando la eliminacion completa del gen myo-5).

Para determinar el tipo de apareamiento de cada cepa, el micelio obtenido a partir de cada ascospora
se sembré en placas con MSC que tenian micelio de las cepas fluffy mat a o fluffy mat A. Las placas se

incubaron durante 5 dias a 25°C hasta que formaron peritecios en alguna de las placas.
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2.1.1.4 Tasa de crecimiento radial

Para medir el crecimiento radial de las cepas FGSC#4200, FGSC#9718, FGSC#9717, MYO-5A2° —GFP,
MYO-5A%% —GFP MYO-5-GFP, GFP-RBA-1 y SNA-10-GFP se sembraron los conidios de las cepas en
placas con MMV 1.5%, adicionadas con L-histidina (Sigma-Aldrich) a una concentracién de 50 mg ml*
para las cepas que lo requirieran, y se incubaron a 30°C por 20 h. Con ayuda de un sacabocados de 0.4
cm de didametro se tomd micelio de cada cepa y se colocé en el borde de placas de 150x15 mm. Las
placas se incubaron a 30°C por 13 h y después se hicieron mediciones cada 3 h hasta que una de las
cepas llenara la placa. Se marcaron 10 transectos verticales y se midié el crecimiento en cada tiempo

para cada transecto (Figura 2).

Los datos fueron analizados y procesados en Excel® 2010 (Microsoft ®, Redmond, WA).

Figura 2. Representacion esquematica del procedimiento para la medicidon de la tasa de crecimiento radial. Se
marco el borde de la colonia cada 3 h (linea continua) durante 28 h, se trazaron 10 transectos verticales (linea
punteada) y se midio el crecimiento.

2.2 Métodos moleculares

2.2.1 Oligonucleédtidos y vectores

Los oligonucleédtidos y vectores utilizados en este estudio se enlistan en la Tabla4 y 5.



Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados en este estudio
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Numero Nombre Secuencia Referencia
395 Myo-5 Fw GAGTGTAGACTTGGACATCG FGSC

396 Myo-5 Rv GGTTGACAGTAGCAGAGAGC FGSC

472 Pacl-242-Rv cCTTAATTAAACCAAATGACTCCGAAGG Este estudio
588 Xbal-242-Fw gcTCTAGAATGGCCCCCCCAGCCG Este estudio
605 Pacl-6459-Fw CCTTAATTAAgATGCAAGACTACTCAGGCCACC Este estudio
606 Xbal-6459-Rv GCTCTAGATTAGTTAGCGACCTCCTCCTCAACC Este estudio

Ped_myo-5_p1ORF-F
Ped_myo5_p2mutl-R
Ped_myo-5_p3GlyGFP-F
Ped_myo-5_p4hph-R
Ped_myo5_p53UTR-F
Ped_myo5_p63UTR-R
Ped_myo-5_p7nested-F
Ped_myo5_p8nested-R
Ped_myo5_p9mut3-R

GCCTTGATTAGAGCAAACAAAGC
gccteegeegectccgccCAGGAAGCGTTCTGACTC
GGCGGAGGCGGCGGAGGC
CGAGCTCGGATCCATAACTTCGT
aagttatggatccgagctcgGTTGCACCCCCGCAACCATC
CGTCTCAACCATGTGCGAATTAA
AAGGCTGCAATCACGATTCA
AACCACCCTGCTTTATTGCA
gecteegeegectccgccATGCTCAAGCTGGAGCGT

Este estudio
Este estudio

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio

Tabla 5. Vectores utilizados en este estudio

Numero Nombre Genotipo Referencia

06 FJ457002 Pccg::N::GFP Honda and Selker, 2009

07 FJ457006 Pccg-1::C-Gly::GFP Honda and Selker, 2009

21 pRM-89-AV Pccgl::sna-10::Gly10x::gfp En este estudio

25 pRM-88-AV Pccg-1::gfp::Gly7x::rba-1 En este estudio
FJ457011 10xGly::gfp::hph::loxP Honda and Selker, 2009

La corroboracién de la eliminacién del gen completo myo-5 se hizo mediante una reaccién en cadena

de la polimerasa (PCR) usando como templete DNA gendmico de las cepas FGSC#4200 (como control

positivo), Amyo-5 mat A (como control negativo), Amyo-5 mat a, Amyo-5/ Lifeact-GFP, Amyo-5/ TPM-

1-GFP, Amyo-5/ CHS-1-GFP y Amyo-5/ FIM-1-GFP. Se usaron los oligonucleétidos del FGSC, los cuales

se localizan 1452 pb (pares de bases) rio arriba y 1122 pb rio abajo del gen myo-5 de N. crassa. La

reaccion de PCR se realizé en un termociclador BIO-RAD® Modelo C1000 Touch™ Thermal Cycler,

utilizando una enzima polimerasa DreamTaq Thermo Scientific™ (5 U uL2). La desnaturalizacién se hizo

a 94°C por 2 min seguida de 34 ciclos de extension a 98°C por 30s, 57°C por 45 s, 72°C por 4 min, y una
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extension final a 72°C por 10 min. El producto de la reaccion se sometid a una electroforesis en un gel
de agarosa al 1% adicionado con Bromuro de Etidio (0.1%) en un equipo BIO-RAD™ durante 40 min a

80V. El gel se visualizé con luz UV utilizando un transiluminador BIO-RAD™.

2.2.2 Extraccion de DNA genémico

El micelio que se obtuvo por filtracion se triturd en un mortero pre-enfriado 30 min a -80°C, afiadiendo
nitrégeno liquido y moliendo hasta obtener un polvo fino. El polvo se mezclé por vortex con 600 pul de
una solucién amortiguadora de extraccién que contenia 10% de EDTA [0.5 M, pH 8.0], 2% de SDS [10%]
y 0.1% de DEPC, y se incubd a 65°C por 45 min. La mezcla se centrifugd por 10 min a 12,000 rpm. En
un tubo de microcentrifuga se recuperod el sobrenadante y se agregaron 100 ul de acetato de potasio
[3 M, pH 5.2] mezclando vigorosamente. Se incubd durante 8 min sobre hielo y se centrifugé por 10
min a 12,000 rpm recuperando el sobrenadante en un tubo nuevo. Se precipité con 600 ul de
isopropanol frio y se centrifugd 10 min por 12,000 rpm desechando el sobrenadante. La pastilla se
resuspendio en 300 pl de TE 1X durante 1 h a 65°C y se agregaron 2 pl de RNAasa [4 mM/ ml] y se
incubd 20 min a 37°C. Posteriormente, se adicionaron 800 pl de etanol absoluto frio y 15 pl de cloruro
de litio (10 M) mezclando por inversién e incubando en hielo por 5 min. Se centrifugd durante 5 min a
12,000 rpm desechando el sobrenadante y lavando la pastilla con 600 ul de etanol frio al 70%. Se
centrifugd nuevamente 5 min a 12,000 rpm y se dejo secar la pastilla por 10 min a 55°C. Finalmente,

la pastilla se resuspendié en 80 pul de TE 1X por 1 h a 60°C.

2.2.3 Etiquetado de proteinas

2.2.3.1 Clonacion de los genes sna-10y rba-1 en los vectores FJ457006 y F1457002

La amplificacidn del gen sna-10 (NCU00242) se hizo mediante una PCR usando como templete ADN
gendmico de la cepa FGSC#4200. Se usaron los oligonucleétidos Xbal-242-Fw y Pacl-242-Rv que
incluyen 22 pb de la region 5’ del ORF y 26 pb de la regién 3’ del ORF sin el coddn de paro vy sitios de
reconocimiento para las enzimas de restriccion Xbal y Pacl. (Figura 3A). La reaccion de PCR se realizo
en un termociclador BIO-RAD® Modelo C1000 Touch™ Thermal Cycler, utilizando una enzima
polimerasa TaKaRa LA Tag® DNA Polymerase (Mg2+ free buffer) (5 U puL?). La desnaturalizacién se hizo
a 98°C por 3 min seguida de 34 ciclos de extensidn a 98°C por 30s, 65°C por 30 s, 72°C por 2:20 min, y

una extensién final a 72°C por 10 min.
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Para la amplificacidn del gen rba-1 (NCU06459) se hizo una PCR usando como templete ADN genémico
de la cepa FGSC#4200. Se usaron los oligonucledtidos Pacl-6459-Fw y Xbal-6459-Rv que incluyen 22
pb de laregién 5’ del ORF y de la regién 3’ del ORF sin el codén de paro y sitios de reconocimiento para
las enzimas de restriccion Pacl y Xbal (Figura 3A). La reaccién de PCR se realizd en un termociclador
BIO-RAD® Modelo C1000 Touch™ Thermal Cycler, utilizando una enzima polimerasa Plantinum®Taq
DNA polymerase HF (5 U pL?). La desnaturalizacion se hizo a 94°C por 2 min seguida de 34 ciclos de

extensién a 94°C por 30s, 60°C por 30 s, 72°C por 3 min, y una extension final a 72°C por 10 min.

Los productos de la reaccidn de PCR se separaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1%
adicionado con bromuro de etidio al 0.1% en un equipo BIO-RAD™ durante 40 min a 80V. Las bandas
de amplificacién de 1763 pb y 2414 pb correspondientes al ORF de sna-10 y rba-1 respectivamente
(Figura 3B), se purificaron mediante el kit de purificacion de gel Zymoclean™ siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La concentracién final se midid en un equipo NanoDrop™ Lite
(Thermo Scientific™). La concentracidn final fue de 107 ng uly 118.4 ng ul*? para los fragmentos sna-

10y rba-1 respectivamente.

Posteriormente se llevé a cabo una digestion de los fragmentos amplificados y de los vectores
FJ457006 (Pccg-1::C-Gly::GFP ) y FI457002 (Pccg::N::GFP)con las enzimas de restriccidon Xbal y Pacl y se
incubd 20 h a 37°C. Después de la incubacién, los vectores fueron sometidos a un tratamiento con
fosfatasa alcalina durante 1 h a 37°C. Se hizo una electroforesis de los fragmentos y vectores en un gel
de agarosa al 1%, se purificaron y se midié la concentracidon (Figura 2C). La concentracion del
fragmento fue de 85.6 ng ul™ y 115.4 ng ul™ para sna-10y rba-1 respectivamente y de los vectores fue
de 115.4 ng pl'y 377.1 ng pl™ para FJ457006 y FJ457002. Los fragmentos y vectores se ligaron con la
enzima T4 Ligasa (New England Biolabs®) durante 18 h a 16°C. El fragmento sna-10 fue ligado con el

vector FJ457006 y rba-1 con el vector FJ457002.

Se llevd a cabo una transformacién en células competentes de E. coli para cada uno de los productos
de la ligacién. Células de la cepa DH5-a de E. coliy 12 pl del producto de ligacidn se incubaron en hielo
por 30 min. Se aplicé un choque térmico a una temperatura de 42°C por 2 min y en hielo otros 2 min.
La recuperacion de las células se hizo afiadiendo 300 ul de medio LB liquido e incubando por 1 ha 37°C
en agitacién a 150 rpm. Posterior a la incubacién, se centrifugd 1 min a 5000 rpm para precipitar las

células y se eliminaron 200 pl del sobrenadante.

El resto se inoculd en una placa de medio LB (Bacto-triptona al 1%, extracto de levadura al 0.5%, NacCl

al 1% y agar al 2%), adicionada con ampicilina (0.1 mg/ml). Las placas fueron incubadas durante 16 h
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a 37°C. Las colonias de E. coli obtenidas se pasaron a tubos con medio liquido LB adicionado con

ampicilina y se incubaron 18 h a 37°C en agitacién a 150 rpm.

A
Xbal-242-Fw

2

sna-10 1763 pb

Pacl-6459-Fw Pacl-242-Rv

2

rba-1 2414 pb

Xbal-6459-Rv

E
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E
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Figura 3. Amplificacién del ORF del gen sna-10 y rba-1. A) Esquema del ORF de los genes sna-10y rba-1y la
localizacidn de los oligonucledtidos que flanquean los ORFs. B) Gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio
mostrando la amplificacidon del fragmento correspondiente al ORF de sna-10 y rba-1. C) Digestion de los
fragmentos sna-10 (I%), rba-1(1?) y los vectores FJ457006 (V) y F1457002 (V?). E= marcador de peso molecular 1
Kb (Promega). Esquema realizado utilizando el lllustrator for Biological Sequences IBS 1.0.1. y Adobe lllustrator
Csé.
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Los pldsmidos recombinantes fueron extraidos utilizando el siguiente protocolo de extraccidon de ADN
plasmidico: La suspensidn bacteriana se pasd a un tubo de microcentrifuga y se centrifugd por 1 min a
13,000 rpm para recuperar la pastilla celular. Se descarté el sobrenadante y a la pastilla se le agregaron
100 pl de una solucién de Tris-HCl a 50 mM, se mezcld por vortex. Posteriormente, se adicionaron 150
pl de una solucién de SDS al 1% y NaOH 0.2 N y se mezcld por inversidn suave. Se incubd durante 5
min a temperatura ambiente. Se adicionaron 200 pl de una solucidn de acetato de potasio al 3 M, pH
5.5y se mezcld por inversion e incubd en hielo por 10 min. Se hizo una centrifugacién de 15 mina 13
rom y se recuperd el sobrenadante. Al sobrenadante se adicionaron 2 pl de RNAasa a una
concentracion de 4 pg ml? para eliminar el ARN y se incubé 15 min a 37°C. Para precipitar el ADN se
adicionaron 800 ul de etanol absoluto y se mezclé por inversién. Se incubo a -20°C durante 30 min. La
pastilla de ADN se lavé con 500 pl de etanol al 70% y se centrifugd 15 min a 13000 rpm. El sobrenadante
fue eliminado y se dejé secar la pastilla 10 min a temperatura ambiente. El ADN fue resuspendido a
55°C en 80 ul de TE al 1X. Las construcciones generadas se denominaron: pRM-89-AV (sna-10 +

FJ457006) y pRM-88-AV (FJ457002 + rba-1) (Figura 4).

pRM-89-AV (FJ457006 + sna-10)

—@ 3 his-3

pRM-88-AV (FJ457002 + rba-1)

ﬂ 3 ' hls.3

Figura 4. Esquema de los vectores recombinantes pRM-89-AV y pRM-88-AV linearizados. La secuencia de ambos
vectores codifica para una B-lactamasa (8-/ac), zonas flanqueantes que permitiran la recombinacion del vector
en el locus de histidina en el genoma de N. crassa (rosa) y un promotor Pccgl que mediara la expresion de la
proteina de interés (azul turquesa). Ademas, cada vector incluye una secuencia que codifica 10 o 7 glicinas,
respectivamente (amarillo). Esquema realizado utilizando el Illustrator for Biological Sequences IBS 1.0.1. y
Adobe lllustrator CS6.

5" his-3 '

5" his-3 1

Con el fin de corroborar la integracion del gen sna-10 y rba-1 en los vectores FJ457006 y FJ457002,
respectivamente, los plasmidos recombinantes fueron digeridos con enzimas de restriccion. Para el
plasmido recombinante pRM-89-AV se usd la enzima Nhel y para el plasmido pRM-88-AV se utilizaron
las enzimas Notl HF y Ascl. La digestidon del pRM-89-AV libero tres fragmentos de 7553 pb, 1777 pb y
911 pb (Figura 5A), mientras que la digestion del pRM-88-AV libero dos bandas de 9820 pb y 937 pb
(Figura 5B).
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Figura 5. Digestion con enzimas de digestion para la corroboracién de la integracién de los insertos. A) pRM-89-
AV digerido con Nhel libera tres bandas de 7553 pb, 1777 pb y 911 pb. B) pRM-88-AV digerido con Notl HF y Ascl
libera dos bandas de 9820 pb y 937 pb. E= marcador de peso molecular 1 Kb (Promega).

2.2.3.2 Generacion de versiones truncadas del gen myo-5

Para el disefio de las versiones truncadas del GTD y del subdominio Il se empled la estrategia de
remplazamiento de gen (Split Marker Gene Replacement)(Smith et al., 2011). Ambas versiones se

construyeron con base en la cepa MYO-5-GFP (Sanchez-Ledn y Riquelme, 2015).

Para ambas versiones truncadas se disefiaron oligonucledtidos necesarios para la generacion del
fragmento en comun 10xGly-GFP-HPH y los fragmentos recombinantes izquierdo y derecho. Para la
amplificacion del fragmento GFP-HPH mediante PCR (2281 pb) se usaron los oligonucledtidos
Ped_myo-5_p3GlyGFP-F y Ped_myo-5_p4hph-R (Figura 5) y se utilizé como molde el vector FI457011
(pGFP::hph::loxP). Para la generacion del fragmento izquierdo de la version con el GTD truncado se
disefiaron los oligonucledtidos Ped_myo-5_p1ORF-F y Ped_myo5_p2mutl-R, que amplificaban una
regidon 2708 pb rio abajo del coddn de inicio del gen myo-5 y excluian el GTD (Figura 6). Para el
fragmento izquierdo de la versién con el subdominio Il truncado se utilizaron los oligonucleétidos
Ped_myo-5_p1ORF-F y Ped_myo5_p9mut3-R, que amplificaban la misma regién del gen myo-5 pero
excluian el subdominio Il (Figura 6). De la misma manera, para la generacién del fragmento derecho se
amplificd 1179 pb de la regidn rio abajo del marco abierto de lectura del gen myo-5, utilizando los

oligonucledtidos Ped_myo5_ p53UTR-F y Ped_myo5 p63UTR-R (Figura 6). Para la amplificacién de los
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fragmentos izquierdo y derecho, de ambas versiones, se utiliz6 como molde el ADN gendmico de la
cepa MYO-5-GFP (Sanchez-Leén y Riquelme, 2015). Todas las PCRs se hicieron utilizando la enzima
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New England®) y se purificaron directamente de la reaccion

de PCR.

Para la construccion del casete completo para cada una de las versiones truncadas, se fusionaron los
tres fragmentos correspondientes en una sola reaccién de PCR utilizando los oligonucledtidos
Ped_myo-5_ p7nested-F y Ped_myo5 p8nested-R. El tamafio del casete completo de cada versidon

truncada se determind por electroforesis en gel de agarosa al 1% y se purificé a partir de este.

SI‘I S|2 10xGly
myo-5 I HEEETE
GTD
1A: 1254 pb 1C: 1179 pb
5 6
N ; !
MYOQ-541229 ' myo-5 afp hph UTR 3’ myo-5
s ) N )
3l I4 8
1B: 2281 pb
1F: 4676 pb
2A: 1875 pb 2C: 1179 pb
€ . .
| {
0.5+« I R T RTTR T
g ) N )
S 4 8
' 2B: 2281 pb '
2F: 5297 pb

Figura 6. Esquema de las construcciones de cada una de las versiones truncadas del gen myo-5 etiquetado con
GFP. Se muestra las regiones de la cepa MYO-5-GFP como se construyod por Sanchez-Ledn y Riquelme, 2015. La
versién truncada myo-5222° que carece del dominio GTD y fue construida utilizando los oligonucleétidos 1y 2
qgue amplifican la regién 1A que corresponde al fragmento izquierdo de 1254 pb; los oligonucledtidos 3 y 4 que
amplifican el fragmento 1B GFP-HPH de 2281 pb; los oligonucledétidos 5 y 6 que amplifican la region 1C que
corresponde al fragmento derecho de 1179 pb. Para la version truncada myo-521%%¢ que no presenta el
subdominio Il se utilizaron los oligonucledtidos 1y 9 que amplifican la region 2A que corresponde al fragmento
izquierdo de 1875 pb; los oligonucledtidos 3 y 4 que amplifican el fragmento 2B GFP-HPH de 2281 pb; los
oligonucleétidos 5y 6 que amplifican la regién 2C que corresponde al fragmento derecho de 1179 pb. Para ambas
versiones truncadas, la fusién por PCR se hizo utilizando los oligonucledtidos 7 y 8. Esquema realizado utilizando
el lllustrator for Biological Sequences IBS 1.0.1. y Adobe lllustrator CS6.
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2.2.4 Transformacion de conidios de N. crassa por electroporacion

Para la transformacidn de conidios se mezclaron 1 ug de ADN con 90 pl de una suspension de conidios
(4.5 x 10%/ml) de la cepa FGSC#9717 (para los vectores pRM-88-AV y pRM-89-AV) y FGSC#9718 (para
los casetes enddgenos). La mezcla se transfirid a una celda de electroporacién estéril y se incubé por
15 min en hielo. Con ayuda de un electroporador Bio-Rad Gene Pulser se dio un pulso eléctrico a la
mezcla (voltaje 1.5 Kv, capacitancia 25 pF y resistencia 600 Q) como se describe en (Margolin et al.,
2000). Inmediatamente después del pulso eléctrico, se afiadieron 900 pl de sorbitol 1M estéril y se
mezclé delicadamente manteniendo en hielo. En tubo de centrifuga de 50 ml, se mezcld la solucién de
conidios transformados con 5 ml de medio de recuperacién (Sales de Vogel 1X) y se incubo por 3 h a
30 °C en oscuridad en un hibridizador UVP HL-2000 HybriLinker™. La mezcla se centrifugo a 3,000 rpm
por 2 min y se eliminé el sobrenadante. Los conidios transformados se resuspendieron en el volumen
restante, se extendieron en placas de Petri con medio agar FGS que contenia sales de Vogel 1X, agar
al 1% y una solucién FGS al 1X (sorbosa al 20%, fructosa al 0.5% y glucosa al 0.5%). Las placas se
incubaron a 30 °C durante 3 a 5 dias hasta que se obtuvieron colonias. Las transformantes obtenidas
fueron analizadas por microscopia confocal ldser con el fin de seleccionar aquellas que presentaran

fluorescencia.

2.3 Microscopia
2.3.1 Microscopia confocal

Para las observaciones que requerian microscopia confocal, las células fueron crecidas en MMV (agar
al 1.5% o 3%, sacarosa al 1.5%, sales de Vogel 1X). Para la manipulacién de las muestras se utilizé el

método del bloque de agar invertido (Figura 7) (Hickey et al., 2004).
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Bloque de agar
con micelio

Cubreobjetos
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Figura 7. Esquema del método de bloque de agar invertido. El método consiste en cortar un bloque de agar de
la placa que contenga la muestra y ponerlo sobre un cubreobjetos de tal manera que la muestra quede en
contacto con éste. Modificado (Hickey et al., 2004).

Para la observacién de conidios y germinulas, se extendieron 20 ul de conidios en una placa. Los
conidios se observaron inmediatamente y las germinulas se incubaron durante 2 hy 3 h a 30°C para
las cepas con fenotipo silvestre y mutante, respectivamente. Las observaciones de hifas maduras de
las cepas con fenotipo silvestre y mutante se hicieron inoculando 10 pl y 1 pl de conidios,

respectivamente, en una orilla de la placa y se incubaron durante 18 h a 30°C.

La visualizacién de GFP y el fluoréforo FM®4-64 se llevd a cabo en un microscopio confocal invertido
de barrido laser Olympus FluoView™ FV1000 (Olympus, Japan) equipado con un laser de argdn/2 (filtro
EGFP: excitacidén, 488 nm; emisién 505-525 nm) y un laser de estado sélido de bomba de iodo (DPSS,
Melles Griot, Carlsbad, CA; filtro Texas Red: excitacidon 543 nm; emisién 612 nm). Se usé un objetivo
de aceite de inmersidon (AN 1.42) 60x PlanApoN (Olympus). Los datos, imagenes y videos fueron

obtenidos utilizando el software FV10-ASW versién 04.02.02.09 (2003-2015, Olympus).

Para la visualizacién en tiempo real de las proteinas marcadas con proteinas fluorescentes se
utilizé un microscopio invertido Nikon ECLIPSE Ti-E Ti-E/B Spinning Disk (SDLCM, por sus siglas en

inglés Spinning Disk Laser Confocal Microscopy) Confocal Scanner Unit CSU-X1 Yokogawa, equipado
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con una camara ANDOR iXon Ultra. Se usé un objetivo Apo TIRF 60x de inmersidn en aceite (A.N. 1.49

aceite ©2/0.13-0.21 WD 0.12).

Las imagenes fueron procesadas en Adobe Photoshop CC 2014.1.0 y PowerPoint 2010 y los videos

editados con los softwares Vegas Pro versién 13.0 (Build 290) y Camtasia Studio 8.1.2.

2.3.2 Técnica de FRAP

Para conocer el comportamiento dindmico de MYO-5-GFP y de Lifeact-GFP y TPM-1-GFP en un fondo
mutante Amyo-5, se usaron las técnicas de microscopia de recuperacion de la fluorescencia después
del fotoblanqueamiento (FRAP, por sus siglas en inglés Fluorescence Recovery After Photobleaching) y
de pérdida de fluorescencia durante el fotoblanqueamiento (FLIP, por sus siglas en inglés Fluorescence
Loss in Photobleaching) utilizando el microscopio confocal Olympus FluoView™ FV1000 (Olympus,
Japan). El tiempo de fotoblanqueamiento en todos los casos fue de 4s con una exposicion del 100%

del laser.

Los datos fueron analizados en Excel® 2010 (Microsoft ®, Redmond, WA), las imagenes procesadas en
Adobe Photoshop CC 2014.1.0 y PowerPoint 2010 y los videos editados con los softwares Vegas Pro
versién 13.0 (Build 290) y Camtasia Studio 8.1.2.

2.3.3 Microscopia TIRF

Para visualizar la dindmica de MYO-5 etiquetada con GFP en tiempo real se utilizé el microscopio
invertido Nikon ECLIPSE Ti-E Ti-E/B con microscopia de fluorescencia de reflexion interna total (TIRFM,
por sus siglas en inglés Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy). El microscopio estaba
equipado con una cdmara Hamamatsu C11440 ORCA Flash 4.0 CMOS con 100 fps y con un médulo 6D
Apo TIRF 60X Total Internal oil-immersion objective (NA 1.49 oil ==/0.13-0.21 WD 0.12), utilizando en
conjunto el software NisElements AR. Las velocidades y los kimogramas de movimiento de las
particulas fluorescentes fueron obtenidos de series de tiempo usando el mismo software y los datos

fueron procesados en Excel® 2010 (Microsoft ®, Redmond, WA).
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2.3.4 Colorantes utilizados

Para la visualizacion de estructuras membranosas (Fischer-Parton et al., 2000) se utilizo el fluoréforo
vital N-(3-Triethylammopropyl)-4-(6-(4-diethylamino) phenyl) hexatrienyl) pyridinium dibromide
(FM®4-64) a una concentracién de 7 uM en MMV liquido.

2.3.5 Microscopia Electronica de Transmision

Hifas de las cepas silvestre y la mutante Amyo-5 fueron crecidas sobre membranas de didlisis estériles
y desionizadas en placas con MMV 1.5% a 23°C por 24 h. Posteriormente, fueron crio-fijadas mediante
la inmersién rapida en propano liquido enfriado a -186°C con nitrégeno liquido. Se reemplazé con
acetona que contenia tetradxido de osmio al 2% y acetato de uranilo al 0.05% durante 48 h a 85°C. Se
lavaron en acetona al 100%, se infiltraron en resina epoxi y se embebieron en dos capas de Teflon. Se
polimerizaron a 60°C por 24 h. Después de la polimerizacidn, las células fueron cortadas en un
Ultramicrotomo Leica (Leica Mycrosystems Inc., Bannockburn, IL, USA) y después se tifieron por 10
min con acetato de uranilo al 2% en etanol al 50% y durante 5 min en citrato de plomo. Los cortes se
examinaron usando un microscopio electrénico de transmision (TEM, por sus siglas en inglés
Transmission electron microscopy) FEI CM12S (FEI Electronics Instruments, Co., Mahwah, NJ) a 100 kV

acoplado a una cdmara digital Gatan 689 CCD (1024x1024 pixeles; Gatan Inc., Pleasanton, CA).

El procedimiento anteriormente descrito fue realizado en el laboratorio del Dr. Robert W. Roberson

de la Universidad Estatal de Arizona (ASU) en Tempe, AZ.

2.4 Co-inmunoprecipitacion
2.4.1 Extraccion de proteinas totales

Para la extraccidn de proteina, el micelio se trituré en un mortero preenfriado 24 h a 2°C afiadiendo
nitrégeno liquido y moliendo hasta obtener un polvo fino. El polvo se resuspendié en 2.5 ml de una
solucién amortiguadora de lisis que contenia 10 mM de Tris/ HCI [S00 mM, pH 7.5], 150 mM de NaCl,
0.5 mM de EDTA y 0.5% de NP-40 adicionada en el momento con 1% de PMSF [100 mM], 0.26% de
Benzamidina [0.5 mM]y 0.2% de un coctel de inhibidores de proteasas [500X] (BioVision) resuspendido

en DMSO y se centrifugd a 4°C por 30 min a 15,000 rpm, recuperando el sobrenadante. Para cada una
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de las muestras se midid la concentracién de proteinas totales utilizando el reactivo de Bradford Sigma-

Aldrich® siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.4.2 \Western blot

Los ensayos de deteccidn de la proteina MYO-5 etiquetada con GFP y la GFP citoplasmatica, se hicieron

por triplicado.

Se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE, por sus siglas en inglés SDS-
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) utilizando un equipo para electroforesis vertical Mini-PROTEAN®
Tetra (BIO-RAD®) extracto proteico a una concentracion de 72.4 pg y los lavados. Los geles de 1 mm
se prepararon a una concentracion de 6% de poliacrilamida en placas de vidrio, por duplicado. La
electroforesis se hizo a un voltaje constante de 80 V por 15 min, seguido de 120 V por 45-50 min.
Posteriormente, uno de los geles se incubé con el colorante azul de Coomassie al 1% por 1 h. Las
proteinas del gel no tefiido se transfirieron a membranas de fluoruro de polivinilideno (PVDF, por sus
siglas en inglés Polyvinylidene fluoride) (Immobilon de 0.45 um, Millipore®) mediante
electrotransferencia humeda a 60 V por 2 h a 4°C, utilizando dos capas de papel filtro para Western
Blotting (Thermo Scientific). La transferencia se hizo usando un equipo Mini Trans-Blot® Cell BIO-RAD®.
Después, las membranas de PVDF se bloquearon por 1 h a temperatura ambiente en agitacion
constante en una solucidn de bloqueo que contenia PBS-Tween 20 [1X] y 5% de leche descremada en
polvo con 0% de grasa. Se hizo un lavado con una solucién de PBS por 10 min. Para la inmunodeteccion
con el primer anticuerpo se utilizdé un anticuerpo primario anti-GFP de raton (Pierce ® GFP Tag (GF28R)
Mouse Monoclonal Antibody) a una concentracién de 1:4000 en la solucién de bloqueo. Se incubd
toda la noche a 4°C en rotacion constante. Se hicieron dos lavados de 5 min con PBS-T [1X] y se afiadio
el anticuerpo secundario contra IgG de ratén acoplado a HRP (Pierce ® Goat Anti-Mouse Poly-HRP)
diluido a 1:1000 en la solucidn de bloqueo. Se incubd durante 1 h a temperatura ambiente en agitacion
constante. Después de hacer 4 lavados de 10 min con PBS-T las membranas se revelaron utilizando el
Kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, Inc.). Para la deteccién se

utilizé un fotodocumentador para quimioluminiscencia BIO-RAD®.
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2.4.3 Co-Inmunoprecipitacion con perlas magnéticas

Para conocer los adaptadores asociados a la proteina MYO-5-GFP se realiz6 un ensayo de Co-
Inmunoprecipitaciéon (Co-IP) utilizando perlas magnéticas acopladas a anticuerpos anti-GFP (GFP-
Trap®_M, ChromoTek). Se utilizé la GFP citoplasmatica como control. A 600 ul de extracto de proteinas
a una concentracién de 4.81 mg/ul se anadieron 30 pl de perlas magnéticas previamente equilibradas.
Las perlas se equilibraron con 500 pl de una solucién de dilucion que contenia 10 mM de Tris/HCI [500
mM, pH 7.5], 150 mM de NacCl, 0.5 mM de EDTA, ainadiendo en el momento 1% de PMSF [100 mM],
0.26% de Benzamidina [0.5 mM] y 0.2% de un coctel de inhibidores de proteasas [500X] (BioVision)
resuspendido en DMSO. Las perlas se separaron magnéticamente del liquido utilizando un equipo
SureBeads™ Magnetic Rack BIO RAD®, desechando el sobrenadante y se repitié el lavado con la
solucién de dilucidn. Las perlas se incubaron con el extracto de proteinas en un dispositivo de rotacién
constante (360°) a una velocidad de 10 rpm durante 3 h a 4°C. Al finalizar la incubacién, las perlas se
separaron magnéticamente del sobrenadante, el cual se colecté aparte. Las perlas se resuspendieron
en 500 pl de la solucién de dilucion adicionada con los inhibidores de proteasas, se separaron
magnéticamente, se colectd el sobrenadante y se repitié el lavado. Las perlas se resuspendieron en
una solucién de bicarbonato de amonio [25 mM], se separaron magnéticamente, se colecté el
sobrenadante y se repitid el lavado con bicarbonato de amonio. Las perlas se preservaron en 300 pl de
la solucidn de bicarbonato de amonio [25 mM] a -70°C para su posterior analisis en espectrometria de

masas.

Se realizé un andlisis por Western blot del extracto proteico de cada muestra, de los sobrenadantes
colectados y de las perlas resuspendidas en la solucién de bicarbonato de amonio para confirmar la

presencia o ausencia de MYO-5-GFP o de GFP (Figura 8).
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Figura 8. Deteccién de la MYO-5-GFP y GFP citoplasmatica por Western blot. A) La banda de la izquierda
corresponde a la escalera y la banda de la derecha a la proteina MYO-5-etiquetada con GFP (234 kDa). B)
Membrana de PVDF revelada (panel superior) en donde se observa la banda correspondiente a la GFP (27 kDa)
en la columna del extracto proteico y en la columna correspondiente al precipitado con las perlas. En el gel de
poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie (panel inferior) se observan todas las bandas de proteinas que van
disminuyendo en intensidad conforme se hacen los lavados. C) En la membrana de PVDF revelada (Panel
superior) se observa la banda de la MYO-5-GFP tanto en la columna del extracto proteico como en la del
precipitado con las perlas. En el gel de poliacrilamida (panel inferior) se observa como disminuye la cantidad de
proteina conforme se hacen los lavados. Se observa una banda en la columna del precipitado con las perlas que
corresponde a la MYO-5-GFP.
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2.4.4 Espectrometria de masas

Se sometieron a secuenciacién por espectrometria de masas cinco réplicas de la Co-IP de MYO-5-GFP
y tres réplicas de GFP citoplasmatica. Primero, las muestras fueron evaporadas utilizando un SpeedVac
y se disolvieron en una soluciéon amortiguadora de muestra. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE
de una una dimensién y se visualizaron por tincion RuBPS (por sus siglas en inglés Ruthenium
(tris(bathophenanthrolinedisulfonate), tetrasodium salt)). Cada carril fue cortado en cuatro pedazos.
Las proteinas se digirieron tripticamente, se separaron mediante nanoUPLC y se midieron en modo
MSE utilizando un espectrometro de masas Synapt G2-S. Se hizo una busqueda en la base de datos de
N. crassa en NCBI que incluia a todas las proteinas codificadas tanto cromosémica como
mitocondrialmente. Se hizo una estimacién aproximada de las abundancias de las proteinas y los datos

fueron normalizados para MYO-5-GFP y GFP citoplasmatica.

La espectrometria de masas fue realizada en la Universidad de Bochum, Alemania en el laboratorio del

Dr. Ulrich Kuck.

2.5 Acoplamiento molecular del GTD de MYO-5 y los adaptadores
2.5.1 Analisis bioinformatico

Se utilizé la base de datos FungiDB (Stajich et al., 2011) para hacer una busqueda de las secuencias de
aminodacidos de cada una de las proteinas arrojadas por la secuenciacién. Para la blsqueda de
ortélogos se hizo un alineamiento de las secuencias proteicas utilizando BLAST® (Basic Local Aligment
Search Tool). El analisis de dominios se realizé usando los programas UniProt (Consortium, 2018) y

Expasy.

2.5.2 Modelaje y preparacion de las proteinas

Los modelos tridimensionales del GTD de la proteina MYO-5 y de los siete posibles adaptadores fueron
generados usando el servidor /-TASSER (por sus siglas en inglés Iterative Threading ASSEmbly
Refinement (Yang y Zhang, 2015), una plataforma en linea para la prediccidon de la estructura de
proteinas que utiliza alineamiento multiple de enhebrado y simulacién iterativa de ensamblaje de

fragmentos del templete. Para cada proteina, el servidor I-TASSER mostré los cinco mejores modelos
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estructurales que correspondian a los centroides de los clusteres conformacionales mas grandes
generados para la proteina dada (Yang y Zhang, 2015). Se hizo una inspeccién visual utilizando UCSF
Chimera (Petterson et al.) para descartar los modelos con regiones largas sin estructura secundaria
definida que en su lugar mostraban secciones de bobinas aleatorias. De los modelos restantes, el
modelo con el valor de C-score mas alto se selecciond como el mejor modelo estructural de la proteina
correspondiente. El archivo de PDB de cada modelo seleccionado se procesé a través del servidor
PDB2PRQT (v2.1.0) (Dolinsky et al., 2007) para estandarizar los nombres de los dtomos y residuos, y
con PROPKA (Olsson et al., 2011) se estimaron los estados de protonacion de los residuos ionizables a

un pH de 7.0.

2.5.3 Simulacién del acoplamiento proteina-proteina

Para predecir el modo de unidn estructural entre el GTD de MYO-5 y los siete posibles adaptadores se
llevdé a cabo una simulacién de acoplamiento. Se usaron los servidores ZDOCK (Pierce et al., 2014) y
FRODOCK (por sus siglas en inglés Fast Rotational DOCKing) (Ramirez-Aportela et al., 2016a; Ramirez-
Aportela et al., 2016b) para generar el complejo de acoplamiento. Ambos programas efectian un
acoplamiento molecular de cuerpo rigido proteina-proteina a través de la busqueda de una
complementariedad de superficie favorable y el empleo de funciones de puntuacién basadas en
potenciales energéticos para clasificar las conformaciones de acoplamiento identificadas (Pagadala et
al., 2017). Cada programa devolvié las diez mejores conformaciones de acoplamiento para cada par
de proteinas (MYO-5 y cada uno de las siete proteinas adaptadoras), generando en total 20

conformaciones de acoplamiento para cada uno de los siete complejos.

2.5.4 Reevaluacion MM/GBSA de los complejos MYO-5/adaptador

Los diez mejores complejos MYO-5/adaptadores generados por ambos programas fueron reevaluados
por el método MM/GBSA (por sus siglas en inglés molecular mechanics [MM] with generalized Born
[GB] model and surface area solvation [SA]), un método preciso y riguroso basado en el campo de
fuerza que combina la mecdanica molecular con modelos de solventes implicitos para calcular la energia
libre de unién o BFE (por sus siglas en inglés binding free energy) entre dos moléculas acopladas (Chen
et al.,, 2016; Massova y Kollman, 2000). Con este método se calculdé la BFE relativa de las 20

conformaciones de acoplamiento siguiendo la ecuacidn
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AGunién = AGcompl(—zjo - (AGproteina—receptora - AGproteina—ligando) (1)

donde se definié al GTD de MYO-5 y a cada proteina adaptadora como proteina receptora y ligando,

respectivamente. El AG de cada molécula se calculd de la siguiente manera:
AGmorecuta = DAEyym + AGgop, — TAS (2)

donde AE,,;, es el cambio de las energias mecdnicas moleculares, AG,,;, €s la suma de las energias de
solvatacion polary apolar, y TAS es la contribucidn de la entropia conformacional de la BFE. La energia
de solvatacion polar es estimada usando el modelo de solvatacién implicita generalizada de Borh (GB),
mientras el termino apolar es determinado como una funcidn lineal del area superficial accesible al

solvente (Massova y Kollman, 2000).

Previo al calculo de BFE, cada complejo MYO-5-adaptador fue sometido a minimizacién explicita de
energia de solvatacidn utilizando el médulo LEaP de AmberTools (Cerutti et al., 2016), para solvatar
cada complejo en una caja de agua TIP3P con 10 A relleno en las tres dimensiones, y neutralizarlo con
iones de ClI" o Na*. Posteriormente, se realizd una etapa de minimizacién de energia empleando la

version CUDA de pmemd of Amber16 (Cerutti et al., 2016).

La evaluacién por MM/GBSA de cada acoplamiento se llevd a cabo a través del programa MMPBSA.py
(Miller Il et al., 2012), usando el modelo OBC (Onufriev et al., 2004) (igb=2) con una concentracidn de
0.15 M, manteniendo los parametros por defecto. La estimacion de la entropia fue omitida, por lo que
se asumié que el termino (T AS) era similar a través de las diferentes conformaciones de acoplamiento
del mismo complejo MYO-5-adaptador. Por lo tanto, la evaluacién de AG no representd un valor

absoluto de BFE, pero si un valor relativo de BFE.

Finalmente, se eligié la conformacion de acoplamiento con el valor de AG mds bajo de cada complejo
MYO-5/adaptador y se identificaron los residuos que estaban interactuando formando contactos <4 A

en el programa Edu PyMOL™ versién 1.7.4.5 (Schrodinger, LLC).

2.5.5 Seleccion de los modelos de acoplamiento proteina-proteina

Antes de realizar la simulacion de dinamica molecular, se hizo un andlisis en el programa de
visualizacion Edu PyMOL™ versién 1.7.4.5 (Schrodinger, LLC) para seleccionar solo las proteinas cuyas

conformaciones de acoplamiento tuvieran residuos que no estuvieran interrumpiendo dominios
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importantes y/o se localizaran en sitios o subdominios reportados en la literatura cuando estaban

formando la interaccién con el GTD de MYO-5.

2.5.6 Dinamica molecular de los modelos estructurales

2.5.6.1 Minimizacion, Simulated annealing y Equilibrado

Para cada modelo seleccionado, se minimizé la energia potencial del sistema por un proceso de 12 000
ciclos de refinamiento. Utilizando el método de Simulated Annealing (SA) se llevd a cabo la relajacién

del sistema para favorecer el equilibrio termodindmico a 310 K.

Durante el SA se utilizd un colectivo NVT con condiciones de frontera periédicas. El método de
Langenvin dynamics fue empleado como termostato, el tiempo de integracién fue de 2 fs por paso.
Para el calculo de las interacciones electrostaticas se utilizé el método de Particle Mesh Ewald con un
cutoff de 10 A. Por ultimo, los enlaces que implicaban una interaccién covalente con hidrégeno se

mantuvieron rigidos utilizando el algoritmo SHAKE.

Con el fin de asegurar el equilibrio termodindmico a 310 K del sistema, se verifico que las energias
cinéticas (E}) de los dtomos se ajustaran a la distribucidn Maxwell-Boltzmann para energias cinéticas.

La ecuacidn es la siguiente:

f(E) = E (k,%)% exp (%) 3)

Donde Ej, es la energia cinética de cada uno de los atomos, T es la temperatura del sistema, ks es la
constante de Boltzmann que equivale a 0:00198657 kcal = mol, y f(Ek) es la densidad de

probabilidad de las energias cinéticas a una temperatura T (Phillips et al., 2005; Satoh, 2010).

Para evaluar el ajuste con la probabilidad distribucién E} a una T determinada, se hizo el calculo del
error total que corresponde a la suma del cuadrado de las diferencias entre los rangos numéricos de

las frecuencias esperadas menos las observadas.
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2.5.6.2 Simulacion de Dinamica molecular

Para evaluar la estabilidad conformacional del modelo del GTD de MYO-5 y de las conformaciones de
acoplamiento, se llevé a cabo una simulacién de Dindamica molecular. Para ello se utilizaron los archivos
gue contenian las coordenadas de los dtomos y las velocidades correspondientes al ultimo paso de
equilibrado. El intervalo de integracidn utilizado fue de 2 fs, con el colectivo NPT, manteniendo la
temperatura del sistemaa T = 310K, y la presién a P = 1 atm. El tiempo total de simulacién fue de 5
ns para el modelo del GTD de MYO-5 y de 2.5 ns para los dos modelos de acoplamiento seleccionados.

Para todos los casos, se hicieron 3 réplicas del experimento.

2.5.6.3 Analisis de las trayectorias de la dindmica molecular

Utilizando los programas VMD 1.9.3 (Visual molecular dynamics) (Humphrey et al., 1996) y Excel® 2010

(Microsoft ®, Redmond, WA) se hizo un analisis de las trayectorias de la dinamica molecular.

2.5.6.3.1 RMSD

El analisis conformacional se hizo utilizando la medida RMSD que mide la distancia media entre los
atomos de dos estructuras moleculares previamente superpuestas mediante el algoritmo de Kabsch
(Grant et al., 2006). El RMSD para el modelo de GTD de MYO-5 y las conformaciones de acoplamiento
considero Unicamente los carbonos a (Ca) y se evalud cada frame t a lo largo del tiempo de la
trayectoria frente al frame de referencia t = 0, el cual corresponde a la estructura inicial de los modelos.

La ecuacidon de RMSD es la siguiente:

RMSD,, = \/% N () —7(0) 11 (4)

donde RMSD, , es el valor de RMSD en A entre una estructura en el instante t y una estructura de
referencia en el instante 0. N es el nimero de atomos (Ca) en la proteina; r; (t) y r;(0) son los vectores

de coordenadas del 4tomo i en los frames t y 0, respectivamente.
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2.5.6.3.2 RMSF

Para evaluar la flexibilidad estructural de los residuos o regiones en la proteina se utilizé la medida de
RMSF, en el que se evalla de forma independiente cada Ca de cada residuo y se usa como estructura
de referencia la media de todas las coordenadas (x, y, z) que este atomo tiene a lo largo de la

trayectoria. La ecuacidn es la siguiente:

RMSF; = \/% Y e j—al? (5) @ =23 a (6)

donde RMSF; es el valor de RMSF en A del Ca de un residuo j de la proteina. T es el numero de frames
en la trayectoria; ; j es el vector de coordenadas de a en el frame i del residuo j; y @; es el vector de

la media de las coordenadas de a en el residuo j tomando en cuenta todos los frames.

2.5.6.4 Analisis de los componentes principales del GTD de MYO-5

Se realizd un ensayo de analisis de los componentes principales (ACP) del modelo del GTD de MYO-5,
el cual permite hacer un analisis de la “dindmica esencial” de las conformaciones de acoplamiento y el
GTD de MYO-5 y describe los principales cambios conformacionales asociados a las fluctuaciones
estructurales mas relevantes durante la trayectoria de la dindmica molecular (Skjeerven et al., 2014;
Stein et al., 2006). El ACP se llevd a cabo empleando la funcién pca.xyz() del paquete Bio3D (Grant et
al., 2006), la cual presenta los datos de la trayectoria en una matriz con columnas que corresponden a
coordenadas cartesianas de los atomos y filas que representan los frames de la etapa de produccién

de la Simulacién de dindmica molecular.

El modelo de dindmica esencial fue generado utilizando el software de visualizacién UCSF Chimera

(Petterson et al.).

2.5.6.5 Dindmica in vivo de los acopladores y MYO-5

Para inhibir la actividad de la proteina miosina de clase V en la cepa control MYO-5-GFP, placas con
MMV 1.5% fueron adicionadas con diferentes concentraciones de Pentabromopseudilina (2,4-
Dibromo-6-(3,4,5-tribromo-1H-pyrrol-2-yl)phenol) (BioViotica) diluido en DMSO que iban de 0.002 uM
a 2uM. La cepa MYO-5-GFP fue incubada a 30 °C por 18 h.
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Se hicieron observaciones en el microscopio confocal Olympus. Las imagenes fueron procesadas
utilizando el software FV10-ASW version 04.02.02.09 (2003-2015, Olympus), Adobe Photoshop CC
2014.1.0 y PowerPoint 2010.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Proteinas asociadas a MYO-5

3.1.1 Co-IP de la proteina MYO-5

Debido a que la unidn de las miosinas de clase V a las cargas requiere de la asociacion con adaptadores
especificos, primero se identificaron los adaptadores asociados a MYO-5 mediante un ensayo de Co-IP

con perlas magnéticas GFP_TRAP® y secuenciacidn por espectrometria de masas.

Los resultados de la secuenciacion mostraron 187 proteinas aisladas (Anexo A). A los datos
correspondientes a MYO-5-GFP se le asignd un valor de 100, y se obtuvo una razén para las otras
proteinas para establecer la abundancia relativa con respecto a esta proteina. Se obtuvo el promedio
de la abundancia de las réplicas del experimento y Unicamente se consideraron las proteinas que
tuvieran valores arriba de 0 (Anexo A). Los datos fueron comparados con la cepa control que expresaba
GFP citoplasmatica, para solo incluir las que se asociaban a la MYO-5. De esta manera, de las 187

proteinas que fueron aisladas de la Co-IP quedaron 146.

Posteriormente, se llevd a cabo un andlisis bioinformatico y bibliografico, para determinar funciones 'y
dominios de estas proteinas y determinar cuales podian ser de interés (Anexo A). Se encontraron 59
proteinas que eran componentes o participaban en el ensamblaje de los nucleos, mitocondrias,
proteosomas y ribosomas, o estaban involucrados en el proceso de division nuclear y/o transcripcion;
41 proteinas estaban involucradas en la biosintesis de compuestos celulares como aminodcidos,
vitaminas, nucledsidos y azucares; seis proteinas estaban involucradas en diferentes procesos como la
destruccién de radicales libres; tres proteinas participaban en la respuesta a estrés o la represion de
metabolitos como el nitrogeno; en 20 proteinas no se encontraron dominios o funciones conocidas y
17 proteinas tenian funciones que podrian ser de nuestro interés de acuerdo a los estudios previos en

relacién a la miosina de clase V (Anexo A).

Dentro de las 17 proteinas de interés encontramos: la proteina actina (NCU04173), la cual forma
filamentos a través de los cuales presuntamente se mueve la MYO-5; CDC4 (NCU06617) y CDM
(NCU04120), que son proteinas reguladoras del dominio motor de la miosina de clase V (Borkovich et
al., 2004; Galagan et al., 2003; McCollum et al.,, 1995; Mourifo-Pérez, 2013; Mourifio-Pérez y
Riquelme, 2013; Naqvi et al., 1999; Tamuli et al., 2013); SNA-10 (NCU00242) una proteina que tiene
un dominio PX y un dominio SNARE, que podria estar involucrada en el trafico de vesiculas o vacuolas
; RHO-1 (NCU01484), una Rho-GTPasa pequefia involucrada en la regulacidn del crecimiento de hifas
y la polarizacién celular (Kwon et al., 2011; Smith et al., 2011; Vogt, 2008); YPT-31 (NCU01523), una

Rab-GTPasa pequefia homodloga a la Rabl1la de mamiferos y Ypt31/32p de S. cerevisiae, que participa
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en el trafico de vesiculas (Jedd et al., 1997; Pantazopoulou et al., 2014; Sanchez-Ledn et al., 2015); la
proteina hipotética NCU03062, que tiene dominios de uniéon a formina; la proteina clatrina
(NCU04115) y una posible proteina reguladora de la formacién de las vesiculas recubiertas de clatrina
(NCU01883); cinco proteinas (NCU04075, NCU06743, NCU09269, NCU07574, NCUO06459) con
dominios y/o motivos de unién a RNA como el dominio RRM, RBD, Plectina/s10, RAN, factor-2 de
transporte nuclear, similar a Rsm1 o un motivo similar a dedos de zinc, cuya importancia radica en que
en N. crassa no se ha reportado que su Unica miosina de clase V este transportando mRNA,; la proteina
RCM-1 (NCU06842) se ha reportado que es importante para la fusidn de las hifas, la morfologia normal
y el desarrollo sexual y asexual (Roca et al., 2010); CPC-2 (NCU05810), se reportd que era requerida
para la activacién general del control de aminoacidos bajo condiciones de estrés en N. crassa (Mller
et al.,, 1995); y una proteina hipotética (NCU08316), cuyos dominios sugieren que podria estar

involucrada en el transporte de vesiculas.

Finalmente, se eligieron Unicamente ocho proteinas de interés para los analisis posteriores (Tabla 6).
Las proteinas seleccionadas fueron: SNA-10 (NCU00242), RCM-1 (NCU06842), a las cinco proteinas de
unién a RNA (NCU04075, NCU06743, NCU09269, NCU0O7574, NCU06459) y la proteina con NCU08316.

Tabla 6. Descripcion de MYO-5 y de los adaptadores de interés asociados a MYO-5 obtenidos por secuenciacion

H#NCU Proteina Tamaiio Dominios

e Dominio GTD (1155-1594)
1594 aa e Subdominio | (1155-1304 y 1513-1552)
NCU01440 MYO-5 (GTD: 440 e Subdominio Il (1317-1302)
aa) o Sitio hipotético de unién a vacuolas (1292-1302)
o Sitio hipotético de unién a vesiculas (1436-1488)
SNARE complex-10 562 2a e Dominio PX (14-121)
(SNA-10) e Dominio SNARE (320-391)

NCU06842 RCM-1 917 aa e Dominio perfil de repeticién TPR (40-528)

e Motivo similar a dedos de zinc C3HC (131-259)
e Dominio similar a Rsm1 (327-430)

NCU00242

NCUO04075 Proteina hipotética 598 aa

Proteina hipotética
(CRP-1)

NCU09269 RAN 215aa e GTPasa pequefia RAN (2-165)

NCU06743 163 aa e Dominio Plectina/s10 (3-95)

e Dominio Nuclear transport factor 2 (NTF2) (43-158)
e Motivo RRM (RNA recognition motif) (378-471)

e Dominio RRM (80-124)

e Dominio RBD (RNA-binding domain) (201-352 y 426-572)

e Peptido sefial (1-37)

e Dominio RSN1_TM (87-251)

e Dominio RSN1 con 7 dominios transmembrana (715-
1042)

e Dominio PHM7_ext (1221-1297)

¢ 10 dominios transmembrana

NCUO07574 Proteina hipotética 527 aa

NCU06459 RBA-1 789 aa

NCUO08316 Proteina hipotética 1305 aa
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3.2 Simulacion de acoplamiento molecular entre el dominio GTD de MYO-5
y los adaptadores

3.2.1 Modelaje estructural del dominio GTD de MYO-5 y los adaptadores

Primeramente, se hizo una simulacidon de acoplamiento para determinar la manera en que MYO-5 y

los ocho adaptadores seleccionados estaban asociandose.

Se generaron modelos estructurales de MYO-5y los ocho adaptadores utilizando la plataforma en linea
I-TASSER (Yang y Zhang, 2015). Debido a que la plataforma I-TASSER solo permite el modelaje de 1500
aminodcidos totales y que estdbamos interesados en las interacciones entre el GTD de MYO-5 y los

adaptadores hipotéticos, Unicamente modelamos 440 aminodcidos correspondientes a esta region.

El modelo tridimensional del GTD de MYO-5 nos permitid identificar que el dominio estd conformado
por 15 hélices-a que se encuentran conectadas por bucles de diferentes tamafios (Figuras 9). Las
hélices 1-5 conforman el subdominio I, seguidas de la hélice mas larga, 6 (45 residuos) que conecta al
subdominio | con el subdominio Il. Las hélices 7-13 forman el subdominio Il de donde emerge un bucle
C-terminal largo que se extiende por las hélices 6, 3, 2 y 1, de donde se forma una hélice 14 (que
también conforma al subdominio 1) y finaliza con una hélice 15 corta (Figura 9). Los residuos que
conforman el GTD de MYO-5 en N. crassa fueron identificados mediante un BLASTp con la secuencia
proteica del GTD de Myo2p de S. cerevisiae, asi como cada uno de los subdominios y sitios que lo

conforman (Pashkova et al., 2006).

Por otra parte, el andlisis de los modelos estructurales de los ocho adaptadores mostrd que la proteina
NCU08316 de 1305 aa esta conformada por 12 hojas-f y 36 hélices-a conectados por bucles de
diversos tamafios (Figura 10); SNA-10 (NCU00242) de 562 aa esta formada por 5 hojas-B y 16 hélices-
o (Figura 11A); la RCM-1 (NCU06842) de 917 aa es una proteina compuesta por 33 hélices-a (Figura
12A); la proteina NCU04075 de 598 aa estd integrada por 17 hélices-a y 4 hojas-B (Figura 13A); la
proteina NCU06743 de 163 aa estd formada por 5 hélices-a y 4 hojas-B (Figura 14A); la proteina
NCU09269 de 215 aa estd compuesta por 8 hélices-a y 6 hojas-p (Figura 15A); la proteina NCU07574
de 527 aa tiene 6 hélices-a y 11 hojas- (Figura 16A); y la proteina RBA-1 (NCU06459) con 798 aa se
encuentra integrada por 16 hélices-a y 18 hojas-p (Figura 17A). Aunque el modelo estructural de la
proteina NCU08316 fue generado, el posterior ensayo de simulacién de acoplamiento molecular no

pudo llevarse a cabo debido al tamafio de la proteina.
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Figura 9. Modelo estructural del dominio globular de la cola de la proteina MYO-5. A) Representacién de la
estructura y localizacién de los subdominios en dos orientaciones. Las estructuras cilindricas representan a cada
una de las 15 hélices-a que conforman a la proteina, unidas a través de bucles de diferentes tamanios. Las letras
N y C sefialan el amino y carboxilo terminal, respectivamente. B) Secuencia proteica del GTD de MYO-5. Se
muestran los aminoacidos que conforman a los subdominios, sitios de unién y las hélices-a. Cian oscuro:
Subdominio I; Cian: Sitio hipotético de unidon a vacuolas; Rosa intenso: Subdominio Il; Rosa: Sitio hipotético de
unidn a vesiculas; Blanco o gris: zonas que no son parte de los subdominios.
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Figura 10. Estructura de la proteina con NCU08316. Representacidn superficial y en cintas de la estructura en dos
orientaciones. El péptido sefial estd en rosa intenso, el dominio RNS1_TM estd en azul morado, el domino RSN1
con 7 dominios transmembranales estd en cian oscuro y el dominio PHM7_ext esta en verde lima. Las letras Ny
C sefalan el amino y carboxilo terminal, respectivamente.

3.2.2 Acoplamiento molecular entre MYO-5 y los adaptadores

Los modelos de acoplamiento molecular entre el GTD de MYO-5 y los siete adaptadores se generaron

y seleccionaron utilizando los servidores ZDOCK 'y FRODOCK.

Basados en los modelos de acoplamiento, se identificaron los residuos en el GTD de MYO-5 que
estaban formando contactos <4 A con los adaptadores y viceversa (Tabla 6 y Figuras 11-17).
Encontramos que el GTD de MYO-5 interactla con la proteina SNA-10 (NCU00242) principalmente
entre los residuos que van del 1229-1291 y 1516-1579 correspondientes al subdominio | y los residuos
del 1292-1299 que incluyen parte del sitio de unién a vacuolas (Figura 11C). A su vez, SNA-10 interactua

con el GTD de MYO-5 en los residuos 425-516 y 552-556 de la regién C-terminal, sin interrumpir
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ninguno de sus dominios (Figura 11C). Del mismo modo, el GTD de MYO-5 interactda con la proteina
RCM-1(NCU0684