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Resumen de la tesis que presenta Abraham Asahel Gasca Venegas como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Microbiologia
Celular y Molecular.

Papel del citoesqueleto de actina en la organizacion celular del hongo entomopatégeno
Metarhizium brunneum

Resumen aprobado por:

Dra. Olga Alicia Callejas Negrete Dra. Rosa Reyna Mourifio Pérez
Codirectora de tesis Codirectora de tesis

El crecimiento polarizado es esencial para el desarrollo de los organismos y puede apreciarse en las
raices de las plantas, en la extension de las neuronas y hasta en las hifas de los hongos filamentosos.
En este tipo de crecimiento participan diferentes complejos proteicos, siendo uno ellos el
citoesqueleto, compuesto por microtubulos, filamentos intermedios y microfilamentos de actina. La
dindamica de los componentes del citoesqueleto ha sido ampliamente estudiada en hongos como
Neurospora crassa, Aspergillus nidulans, Trichoderma atroviride, entre otros, describiéndose por
ejemplo la participacién de los microfilamentos de actina en el transporte y posicionamiento de
elementos cargo (peroxisomas, mitocondrias, vesiculas, etc.,) a las zonas de crecimiento mas activo,
asi como en la formacion de septos, en la respuesta inmunoldgica, endocitosis y exocitosis y en
procesos reproductivos. Sin embargo, en hongos entomopatdégenos como Metarhizium, poco se sabe
sobre la dindmica del citoesqueleto de actina durante su desarrollo y transporte intracelular. En este
trabajo se llevd a cabo la construccidn de un vector para el marcaje fluorescente de la actina en M.
brunneum mediante el reportero Lifeact-GFP. Los resultados mostraron la presencia de parches de
actina distribuidos en las hifas en crecimiento. También se probd el efecto de la alteracién del
citoesqueleto de actina, utilizando Latrunculina B (Lat B), determinando su concentracion minima
inhibitoria de 1.5 pg/mL, la cual provoca alteraciones en las hifas como ramificaciones apicales y
aumento del 23 % en el grosor. Ademas, la dinamica de los peroxisomas y cuerpos lipidicos se vio
afectada en presencia de Lat B, con disminucién en su velocidad de desplazamiento del 11% y 28%
respectivamente, al igual que alteraciones en la estructura de la pared celular con engrosamientos
irregulares y presencia de parches de quitina, asi como una disminucién en la tasa de endocitosis y un
incremento en la sensibilidad al colorante Rojo Congo (RC). Toda esta informacién ayuda en la
comprension del papel del citoesqueleto de actina y los mecanismos de distribucidn intracelular de M.
brunneum en su fisiologia.

Palabras clave: Entomopatdgenos, citoesqueleto, F-actina, polimerizacion, Lifeact, Latrunculina B.



Abstract of the thesis presented by Abraham Asahel Gasca Venegas as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Cellular and Molecular Microbiology.

Role of the actin cytoskeleton in the cellular organization of the entomopathogenic fungus
Metarhizium brunneum

Abstract approved by:

Dra. Olga Alicia Callejas Negrete Dra. Rosa Reyna Mourifio Pérez
Thesis codirector Thesis codirector

Polarized growth is essential for the development of organisms, and it can be seen in the roots of
plants, in the extension of neurons, and even on hyphae of filamentous fungi. Different protein
complexes participate in this type of growth, one of them being the cytoskeleton, made up of
microtubules, intermediate filaments, and actin microfilaments. The dynamics of the cytoskeleton
components has been widely studied in fungi such as Neurospora crassa, Aspergillus nidulans,
Trichoderma atroviride, among others, describing, for example, the participation of actin
microfilaments in the transport and positioning of cargo elements (peroxisomes, mitochondria,
vesicles, etc.,) to the most active growth zones, as well as in the formation of septa, in the
immunological response, endocytosis and exocytosis and in reproductive processes. However, in
entomopathogenic fungi such as Metarhizium, little is known about the dynamics of the actin
cytoskeleton during its development and its relationship with intracellular elements and its transport.
In this work, the construction of a vector for the fluorescent labeling of actin in M. brunneum using the
Lifeact-GFP reporter was carried out. The results showed the presence of actin patches distributed in
the growing hyphae. The effect of the alteration of the actin cytoskeleton was also tested, using the
Latrunculin B (Lat B), determining its minimum inhibitory concentration of 1.5 pg/ml, which causes
alterations in the hyphae such apical ramifications and an increase in thickness up to 23%. In addition,
the dynamics of peroxisomes and lipid bodies were affected in the presence of Lat B, with a decrease
in their displacement speed of 11% and 28% respectively, as well as alterations in the structure of the
cell wall with irregular thickening and presence of chitin patches, as well as a decrease in the
endocytosis rate and an increase in the sensitivity to Congo Red (RC) dye. All this information helps in
understanding the role of the actin cytoskeleton and the intracellular distribution mechanisms of M.
brunneum in its physiology.

Keywords: Entomopathogens, cytoskeleton, F-actin, Lifeact, polymerization, Latrunculin B
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Capitulo 1. Introduccidn

La agricultura es una de las principales fuentes econdmicas en el mundo, la cual puede verse gravemente
afectada por la invasién de plagas y como solucidn a esta problematica se ha recurrido desde hace décadas
al uso de pesticidas quimicos. Sin embargo, el uso excesivo de estos productos ha tenido graves
consecuencias: dafios ambientales, pérdida de fertilidad en los campos de cultivo, afectacién de animales
no objetivo como insectos polinizadores, aves y algunos mamiferos pequefios e incluso a la salud del ser

humano con enfermedades neurodegenerativas, anemia y cancer (Damalas y Eleftherohorinos, 2011).

Por estas razones, se ha buscado la implementaciéon de métodos alternos a los productos quimicos, donde
el control bioldgico representa una de las soluciones mds prometedoras. Los biopesticidas se componen
de microorganismos como bacterias, virus u hongos, los cuales pueden ser utilizados individualmente o en
mezclas (De la Cruz et al., 2019). Su importancia radica en que los microorganismos que componen a los
biopesticidas son relativamente econdmicos, tienen especificidad por un solo tipo de plaga, no tienen

efectos secundarios en el ambiente y son inocuos para el hombre (Egbuna et al., 2020).

Los hongos entomopatdgenos han sido empleados en el control de insectos plaga, ya que naturalmente
desempenan un papel importante en el medio ambiente, al balancear poblaciones de insectos como
escarabajos, polillas, mosquitos, entre otros, donde es importante resaltar que sus mecanismos de accion
sobre las plagas raramente producen especies resistentes, en comparacion con los pesticidas quimicos (de
la Cruz Quiroz et al., 2019). Dentro de los hongos entomopatdgenos que se usan comercialmente en los
biopesticidas se encuentra el género Metarhizium, el cual tiene la capacidad de infectar un amplio
espectro de insectos plaga como escarabajos, polillas, langostas y saltamontes, e incluso algunos insectos
de importancia médica como Anopheles gambiae (vector de la malaria) (Roberts y St. Leger, 2004). Ademas
de su papel como entomopatégeno, en el género Metarhizium se ha visto que también posee la capacidad
de asociarse con plantas al encontrase en la rizosfera, proporcionando beneficios a estas en su crecimiento

de raices, tallos y hojas (Behie S. W et. al. 2012, Liao X, et al., 2014).

Durante las diferentes interacciones que establece Metarhizium, ya sea con insectos o con plantas,
ocurren diferentes procesos de diferenciacién y transporte intracelular, ya que estos son necesarios para
enfrentar las diferentes barreras y defensas que puedan tener los miembros con los que establece sus
interacciones. Es aqui donde el crecimiento polarizado es esencial, en el cual intervienen diferentes

componentes celulares como el citoesqueleto (microtubulos (Mts) filamentos de actina, spetinas y
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filamentos intermedios que, junto a proteinas motoras como miosina, la dineina y la dinactina,
proporcionando al hongo de una estructura dindmica que mantiene su forma y organizacién, ademas de

realizar el transporte de componentes celulares como organelos y vesiculas (Garvalov et al., 2006).

Actualmente se cuenta con poca informacion sobre la dinamica del citoesqueleto de actina en hongos
entomopatégenos. En el presente trabajo se tiene el interés de determinar la participacion del
citoesqueleto de actina en el desarrollo y crecimiento del hongo Metarhizium brunneum, asi como de las
posibles interacciones que se pueden establecer con diferentes elementos cargo como peroxisomas,

cuerpos lipidicos, mitocondrias y vesiculas.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Metarhizium como alternativa a pesticidas quimicos

El género Metarhizium abarca una gran variedad de hongos entomopatdgenos, capaces de infectar y
matar un amplio espectro de insectos, los cuales han sido utilizados como una alternativa ambientalmente
amigable en comparacidn con los dafinos pesticidas quimicos que se han utilizado tradicionalmente desde
hace varias décadas (St Leger y Wang, 2020). Ademas, dada la capacidad de Metarhizium de encontrarse
en diferentes nichos ecolégicos, no solo como entomopatdgeno, sino también como saproéfito o

colonizador de la rizosfera (St Leger y Wang, 2020), su rango de infeccidn se vuelve ampliamente versatil.

Se a reportado casos de la aplicacidon de Metarhizium que han dado bueno resultados: en el control de la
chicharrita en cultivos de cafia de azlcar en Brasil mediante M. anisopliae (lwanicki et al., 2019); en el
control de la pulga de ganado Rhipicephalus microplus en México con varias especies de Metarhizium
(Angel-Sahagun et al., 2010); y hasta en el control de vector de la malaria Anopheles coluzzi con una cepa

transgénica de M. pingshaense con mayor capacidad infectiva en Africa (Lovett et al., 2019)

Metarhizium, al igual que otros hongos utilizados como biopesticida, es comercializado en formulaciones,
individuales o mezclas, las cuales se componen principalmente de las estructuras reproductivas e
infectivas, las esporas o conidios (de la Cruz Quiroz et al., 2019). El proceso de infeccién de los hongos
entomopatégenos, conservado entre diferentes especies, inicia con el establecimiento de un conidio sobre

la cuticula del insecto, donde bajo condiciones apropiadas de humedad y oxigeno se diferencia en una
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estructura adhesiva denominada apresorio, del cual emerge una hifa infectiva que penetra la cuticula del
insecto utilizando diversos complejos enzimdaticos, ademas de la presién mecanica (Clarkson y Charnley,
1996). La hifa infectiva penetra hasta llegar al hemocele para producir blastosporas que se dispersan por
la hemolinfa del hospedero, donde posteriormente germinan y producen hifas que se agrupan y ramifican
por todo el interior del insecto, que, junto con el agotamiento de nutrientes y la produccidn de toxinas,
inducen la muerte del insecto. Por ultimo, el micelio emerge atravesando la cuticula del cadaver del
hospedero para producir conidios, que luego se dispersan para infectar otros insectos y continuar el ciclo
de infeccion (Figura 1) (Clarkson y Charnley, 1996; Small y Bidochka, 2005; Gonzalez-Hernandez et al.,
2020).

2 Apresorio

6 Nuevos

3 Hifa infectiva ¥ conidine

T J—— V/
1 Conidio Vs

Figura 1. Representacién esquematica del ciclo infectivo de Metarhizium sp., en insecto hospedero. El ciclo de
infeccion inicia con el establecimiento del conidio a la cuticula (1), para posteriormente diferenciarse en una
estructura de adhesidon denominada apresorio (2). Del apresorio emerge una hifa infectiva que penetra la cuticula
del insecto (3). La hifa infectiva alcanza el hemocele para formar las blastosporas (4), las cuales colonizan el insecto
por completo. Cuando el hospedero muere, las hifas (5) surgen del insecto para formar nuevos conidios (6) que
podran infectar a nuevos insectos. (Tomado y modificado de Small y Bidochka, 2005).

Si bien la actividad mds conocida del género Metarhizium es su capacidad de actuar como controlador
bioldgico, también se ha descrito la capacidad de este hongo para establecer asociaciones con plantas.
Esto fue demostrado en M. robertsii, en donde se observé la capacidad de este hongo translocar nitrégeno
marcado radioactivamente (N1°) previamente inyectado en insectos, a las raices de plantas Phaseolus
vulgaris y Panicum virgatum, que era posteriormente incorporado a los aminodcidos de las plantas, lo cual

sugiere un potencial beneficio en el crecimiento y desarrollo de las plantas (Behie et al., 2012; Liao et al.,
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2014). De esta relacion simbidtica con plantas, Metarhizium se ve beneficiado al obtener carbdn fijado a

través de la fotosintesis (Behie et al., 2017), el cual es esencial para su desarrollo (Figura 2).

Actualmente se tienen algunos reportes en donde describen que la aplicacidn de Metarhizium beneficia a
los cultivos, incluso en campos bajo condiciones de estrés, dando como resultado la produccién plantas

de maiz, de tomate y de soya mds grandes, al igual que mayores rendimientos en la produccion de cebollas

(Maniania et al., 2003; Khan et al., 2012; Gonzalez-Pérez et al., 2022).

~~~~~~~ _Nitrogeno
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Figura 2. Relacién simbidtica entre Metarhizium y plantas. El hongo entomopatégeno Metarhizium establece
relaciones benéficas con las plantas, transfiriendo nitrégeno a partir de los insectos que infecta y consume. A su vez,

las plantas transfieren carbono fijado a través de la fotosintesis (modificado de Behie et al., 2017). Imagen creada en
Biorender.com.

Todo lo anterior lleva a sugerir que, en la interacciéon que ocurre entre Metarhizium, insectos y plantas, la
diferenciacidon del hongo y su crecimiento polarizado deben desempefiar un papel importante en la

intercomunicacién, transporte intracelular y de nutrientes entre los miembros de estas relaciones.

1.1.2 El crecimiento polarizado y el citoesqueleto en hongos

El crecimiento polarizado en hongos es un proceso esencial para su desarrollo y morfogénesis (Takeshita,

2016), ya que estos organismos crecen casi exclusivamente por la extensidn polarizada de la punta de la
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hifa (Xiang y Oakley, 2014). Este tipo de crecimiento es multifactorial, donde participan diferentes
complejos proteicos, entre ellos el citoesqueleto, que es fundamental para el transporte intracelular
continuo de organelos hacia la punta de la hifa. El citoesqueleto se compone por microtibulos (Mts),
filamentos intermedios, microfilamentos de actina, septinas y proteinas motoras, los cuales forman una
estructura dindmica, capaz de formar distintas estructuras mediante interacciones entre sus diferentes
componentes, extendiéndose a través de toda la célula sirviendo de unién entre la membrana plasmatica
y organelos. (Alberts et al., 2014; Lodish et al., 2007). En hongos, el citoesqueleto se caracteriza por ser
altamente dindmico que participa en mantener la forma, organizacién y polaridad celular, ademas de
brindar soporte a los componentes citoplasmaticos, controlar los movimientos de la célulay jugar un papel

importante en el transporte intracelular de vesiculas y organelos (Xiang y Oakley, 2014).

El citoesqueleto microtubular estd compuesto por los microtubulos, los cuales estdn formados por la unién
de dimeros de las proteinas a-tubulina y B-tubulina que formar protofilamentos, los cuales se agrupan en
arreglos de trece de ellos. Una caracteristica destacable de los microtubulos es que poseen polaridad, ya
que los dimeros se adicionan en uniones cabeza con cola, dando lugar al extremo (+) en el que se encuentra
un anillo de B-tubulina y la adicién (polimerizacion) y separacién (despolimerizacion) de los dimeros es
mas activa y rapida durante el crecimiento de los microtubulos, mientras que en el otro extremo (-) se
encuentra un anillo de a-tubulina y la polimerizacién y despolimerizacion de dimeros es mas lenta. En los
hongos filamentosos, el citoesqueleto microtubular participa en varios procesos celulares esenciales,
como en la divisién celular, la distribucidon de los nicleos y en el transporte de organelos. Ademas,
mediante las proteinas motoras como la dineina, los microtubulos participan en el transporte a largas

distancias de vesiculas, organelos y particulas de RNA en el citoplasma (Xiang y Oakley, 2014).

Otro de los componentes del citoesqueleto es la actina, cuyo principal componente son filamentos de
actina (F-actina) conformados por la forma globular de actina (G-actina) y la proteina motora miosina. La
G-actina es un polipéptido de 375 aminoacidos que tiene unida una molécula de ATP o ADP. Cabe destacar
que la actina es una de las proteinas mas conservadas entre los eucariotas y que ligeras variaciones en su
secuencia de aminoacidos producen diferencias funcionales. Al igual que los microtubulos los filamentos
de actina poseen polaridad, con extremos con diferencias estructurales importantes: un extremo (+) de
crecimiento rapido y un extremo (-) de crecimiento lento (Alberts et al., 2014). El citoesqueleto de actina
es esencial para el crecimiento polarizado en los hongos y participa en el transporte de membrana celular
y componentes de la pared celular en las zonas de crecimiento de las puntas de las hifas y los septos.
También en el posicionamiento de organelos como mitocondrias y aparato de Golgi (Suelmann y Fischer,

2000; Hubbard y Kaminskyj, 2008).



1.1.3 Dinamica del citoesqueleto de actina

La actina se organiza en diferentes estructuras en los hongos: parches de actina, que son acumulaciones
de F-actina localizadas en la membrana plasmatica, que juegan un papel importante en la invaginacion de
la membrana plasmatica durante la endocitosis; cables de actina, haces de F-actina entrelazado por las
proteinas tropomiosina y fimbrina que sirven como vias para el transporte de diferentes cargos como
parches de actina, peroxisomas, mitocondrias, vacuolas y mRNA; y anillos de actina asociados a los septos,

formados por actina y proteinas asociadas como la proteina Miosina Il (Berepiki et al., 2011).

Todas estas estructuras han sido visualizadas a través de diferentes técnicas de microscopia confocal de
fluorescencia, en donde uno de los reporteros que mejores resultados ha dado es Lifeact, el cual consta
de un pequefio péptido de 17 aminodcidos (MGVADLIKKFESISKEE) proveniente de la proteina Abp140 de
Saccharomyces cerevisiae, que tiene fusionado en su extremo carboxilo la proteina GFP (siglas en inglés
Proteina Verde Fluorescente). Este marcador tiene una gran afinidad por la F-acina, ademas de destacar
por su capacidad de poder seguir las dinamicas de diferentes estructuras de actina In vivo, sin causar

alteraciones o efectos tdxicos como otros colorantes como la faloidina (Riedl et al., 2008).

Gracias a este marcador, la dindmica y localizacion de diferentes estructuras de actina han sido descritas
en hongos modelos como N. crassa, A. nidulansy T. atroviride (Berepiki et al., 2010; Delgado-Alvarez et al.,
2010; Schultzhaus et al., 2016; Gardufio-Rosales et al., 2022), en los cuales se han encontrado arreglos y
estructuras similares (Figura 3), pero no todas las estructuras se encuentran por igual, posiblemente por

aspectos de la fisiologia de cada hongo, como su tasa de crecimiento, tamafio, nicho ecoldgico, etc.

Adicionalmente de los marcadores para visualizar la actina, también se han utilizado algunos compuestos
guimicos que causan alteraciones en el desarrollo normal del citoesqueleto de actina, al producir una
afectacién en el ciclo de polimerizacion de la actina. Dentro de este grupo de compuestos se encuentran
la citocalasina (aislada del hongo Helminthosporum dematoideum) y la Latrunculina (producida por la
esponja marina Latrunculina magnificans), las cuales promueven la despolimerizacién de los filamentos
de actina. (Lodish et al., 2007). El mecanismo de accion de la Citocalasina consiste en la alteracién de la
cinética de polimerizacion de los filamentos en ambos extremos, mientras que el de la Latrunculina (Lat)
consiste en asociarse con los mondmeros de actina (G-actina) previniendo asi la repolimerizacién de los

filamentos (Morton et al., 2000).



A) Neuroposra crassa B) Trichoderma atroviridae
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Figura 3. Diferentes estructuras de acina en hongos modelo. La dindmica y localizacién de la actina (F-actina) se ha
descrito en hongos modelos, como: A) N. crassa, donde se ha reportado la acumulacién de F-actina en la punta de la
hifa en donde se encuentra el Sitzenkérper (flecha) y la presencia de parches de actina (triangulos); B) T. atroviride
con filamento de actina (flechas), en los cuales se posicionan y transportan algunos parches de actina (triangulos); y
C) Aspergillus nidulans, en donde los parches de actina dan lugar al collar subapical (flecha en a), e igualmente se
pueden encontrar cables de actina (b) y la acumulacién de F-actina en la parte apical de la hifa (c), asi como en la
formacion de anillos en el septo (d) o en una red de cables de actina en una hifa en crecimiento. Barras de escala A)
y B) =10 um y C) = 2.5 um. Tomado y modificado de: Berepiki et al., 2010; Delgado-Alvarez et al., 2010; Schultzhaus
et al., 2016; Gardufio-Rosales et al., 2022.

1.1.4 Ejemplos de alteraciones en el citoesqueleto y su efecto en hongos

Existen evidencias en algunos hongos filamentosos de que al afectar uno de los componentes del
citoesqueleto se producen alteraciones en el desarrollo del hongo, asi como en el transporte de elementos
intracelulares. Por ejemplo, en el hongo Neurospora crassa, al afectar uno de los componentes del
complejo dineina-dinactina se producen cambios en la morfologia del hongo, observandose crecimiento

ondulatorio de la hifa, alterando su morfologia colonial con una mayor formacién de vacuolas y una gran
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acumulacidn de proteinas en esta region (Seiler et al., 1999). En otros estudios, también se ha observado
que la interrupcidn de la funcidn tanto de la dineina como de la dinactina causa alteraciones en la
distribucion de elementos cargo como nucleos y vesiculas, ademds de observar desorganizacion
estructural de los Mts (Callejas-Negrete et al., 2015; Mourifio-Pérez et al., 2017). Por otro lado, existen
estudios en donde se ha alterado el citoesqueleto de actina, utilizando la droga despolimerizadora
Latrunculina (Lat). En el caso de la levadura S. cerevisiae, al tratar las células levaduriformes con Lat A,
estas pierden la polaridad durante el crecimiento, provocando un segundo sitio de polaridad lo que da
como resultado la formacién de hasta dos yemas en una sola levadura (Ayscough et al., 1997). En el caso
de hongos filamentosos, como N. crassa, al ser tratado con Lat A se observd en hifas maduras un
crecimiento distorsionado con puntas engrosadas, ademas de que la presencia de cables y parches de
actina se ve afectada, asi como en la distribucion de algunos elementos cargo como nucleos (Ramos-Garcia
SL et al., 2009; Delgado-Alvarez DL et al., 2010). En el oomiceto patégeno de plantas Phytophthora
infestans, al ser tratado con Lat B, sus hifas sufren un crecimiento aberrante, con la formacién de
ramificaciones apicales y el didmetro irregular de las hifas, ademads de que en altas concentraciones de
esta droga las puntas de las hifas crecen en forma de baldn, e incluso el posicionamiento de los nucleos es

alterado, ya que la distancia entre los nucleos y la punta es disminuida (Ketelaar et al., 2012).

En el caso de hongos entomopatdgenos, la descripcion de la dinamica del citoesqueleto ha sido muy poca
o nula. En este sentido, se ha descrito que la delecidn de la B-tubulina en M. acridum causa alteracién en
el crecimiento del hongo, distribucién de nicleos, en la produccidn de conidios y su patogenicidad (Zhang
et al., 2017). Por otro lado, Hernandez Saiz (2022) pudo realizar el etiquetamiento de la B-tubulina en M.
brunneum, y observd que Metarhizium forma pocos haces de microtubulos arreglados longitudinalmente
a lo largo de las hifas en crecimiento y al utilizar benomilo, droga despolimerizadora de Mts, ocurren
alteraciones en la dindmica y distribucién de algunos elementos cargo como peroxisomas, cuerpos
lipidicos, vesiculas y mitocondrias. Sin embargo, aun falta esclarecer el papel del citoesqueleto de actina
en el desarrollo de Metarhizium, para de esta menara comprender mas las interacciones y dindmica con
elementos cargo intracelulares, con la finalidad de entender el papel y los mecanismos de distribucion
intracelular de Metarhizium en la fisiologia, en su actividad biopesticida y como estimulador del
crecimiento de plantas. Esto contribuira a encontrar nuevas herramientas genéticas que conduzcan a un
Metarhizium mas eficiente para llevar a cabo estas funciones, que impactara en fomentar el incremento
del uso de tecnologia amable con el ambiente como biopesticida y mejorador del crecimiento de plantas,
para disminuir con ambas actividades los costos de la produccidn agricola relativos al control de plagas y

fertilizacion de suelos.



1.2 Justificacion

Metarhizium es un género de hongos ampliamente conocido por su papel como entomopatdgeno, capaz
de infectar a un amplio rango de insectos. Por otra parte, también se ha demostrado que este hongo forma
interacciones con la rizosfera de las plantas beneficiando el crecimiento de estas. Mientras interactia con
insectos o plantas, el hongo debe desafiar barreras y compuestos téxicos, que desencadenan eventos de
diferenciacidn celular y transporte de orgdnulos para lograr la homeostasis. En los hongos, la polaridad
celular es un proceso esencial para su correcto crecimiento y morfogénesis, siendo el citoesqueleto uno

de los elementos importantes para estas funciones.

Debido a que solo se tiene informacién de la participacion del citoesqueleto microtubular en Ia
patogenicidad y transporte intracelular en el género Metarhizium, en este trabajo se tiene el interés de
estudiar otro elemento del citoesqueleto, como es la actina, con el fin de conocer su asociacién con
diferentes elementos cargo (peroxisomas, cuerpos lipidicos, mitocondrias y vesiculas), y asi entender de
manera integral el papel y los mecanismos de distribucién intracelular en M. brunneum en la fisiologia, en

su actividad biopesticida y como estimulador del crecimiento de plantas.

1.3 Hipétesis
La correcta organizacién del citoesqueleto de actina en M. brunneum es importante para el desarrollo
morfoldgico del hongo. La alteracion en la formacidon del citoesqueleto de actina afecta el

posicionamiento, transporte y distribucion de diferentes elementos cargo (peroxisomas, cuerpos lipidicos,

mitocondrias y vesiculas), la formacién de la pared celular y funciones como la endocitosis.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Describir la dinamica del citoesqueleto de actina en relacidn con la organizacion intracelular en el hongo

entomopatégeno M. brunneum.
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1.4.2 Objetivos especificos

1.- Construccién de un vector de expresidn para el marcaje de actina en el hongo M. brunneum.

2.- Describir el efecto de alteraciones en el citoesqueleto de actina en el crecimiento polarizado del

hongo entomopatdégeno M. brunneum.

3.- Determinar la asociacién que existe entre la actina y la dindmica de los peroxisomas, cuerpos

lipidicos, mitocondrias y otros elementos cargos como vesiculas.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Cepas

Para el desarrollo del proyecto se utilizaron las siguientes cepas flngicas y bacterianas:

Tabla 1. Cepas utilizadas en los experimentos y la descripcidn de sus caracteristicas

Organismo Cepa Caracteristicas

M. brunneum CARO19 Aislado silvestre obtenido del Centro Nacional de Referencia,
Colima, México.

M. brunneum- | Transformante | Cepa transformante de M. brunneum (CARO19) que
KAT-eGFP de CARO19 contiene una proteina de membrana de peroxisomas (3-
cetoacil-CoA tiolasa (KAT)), etiquetada con la proteina verde
fluorescente (eGFP). Donada por la Universidad de

Guanajuato.
Agrobacterium | AGL1 Necesaria para la transformacion de las cepas de
tumefaciens Metarhizium por agrotransformacién.
Escherichia JM109 recAl endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk—mk+), relAl,
coli supE44, A(lac-proAB), [F" traD36, proAB, laqlqZAM15.

2.2 Vectores

Los vectores utilizados para realizar la transformaciéon de M. brunneum vy las diferentes construcciones

realizadas en este trabajo se enlista continuacion:

Tabla 2. Vectores empleados en el desarrollo de este trabajo

Nombre Caracteristicas

pAGICA113 | Vector binario para Agrobacterium. Promotor TrpC controlando al gen de resistencia
a nourseotricina, promotor TEF para subclonar bajo su control ORFs de interés
dentro de los bordes izquierdo y derecho T-DNA.

PRM49- Vector que contiene el fragmento Lifeact-GFP bajo el promotor cgg-1 de N. crassa,

0C30 el gen de resistencia a ampicilina (AmpR) como marcador de seleccién y los
extremos 3’y 5’ para la recombinacién homologa en el sitio de histidina de N. crassa.

pOCO011 - Vector pGEM-T easy que contiene el fragmento Lifeact-GFP flanqueado por los sitios

AGO4 de restriccion BamHl y Spel.

pOC012.- Vector construido mediante la clonacion en el vector pAGICA113 del fragmento

AGO5 Lifeact-GFP de 792 pb en los sitios de restricciéon BamHI y Spel.
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2.3 Oligonucledtidos

La lista de los diferentes oligonucleétidos utilizados en este trabajo se muestra a continuacién:

Tabla 3. Oligonucledtidos empleados para el desarrollo de los experimentos

Nombre Secuencia Tamaiio (pb) Utilizados para:

Lifeact-BamH| | 5’"GGATCCATGGGTGTCGCAGATT 29 Amplificacién del fragmento
TGATCAAGAA3’ correspondiente a Lifeact y el

eGFP-Spel-R | 5’GGACTAGTTTACTTGTACAGCT 31 ORF di' gen de [a proteina eGFP
CGTCCATGC 3’ (792 pb).

2.4 Medios de cultivo

2.4.1 Medios y condiciones de cultivo para M. brunneum

Medio Minimo (MM). Se utiliz6 medio minimo descrito por Bartnicki-Garcia y Nickerson (1962), que

contiene por cada litro: 20 g de glucosa, 3 g de KH,PO4, 1.8 g de (NHANO3), y 20 mL de concentrado de
sales 50X (MgS0s4 2.5 %, ZnSO4 0.009 %, FeSO, 0.005 %, MnSO4 0.001 % y CuSO40.002 %), el cual fue
esterilizado por autoclave a 120 °C por 15 minutos. En el caso del medio sélido, se adicionaron 20 g de

agar bacteriano (Bioxon) por litro de medio.

Medio M-100. Para preparar un litro de este medio se afadieron 10 g de dextrosa, 3 g de nitrato de potasio
(KNO3), 62.5 ml de M-100 salt solution (16 g de KH2PO4, 4 g de Na2504, 8 g de KCl, 2 g de MgS04 7H20,
1 g CaCl, 8 ml de M-100 Trace Element Solution por litro de agua destilada) y 15 g de agar bacteriano
(Bioxon). Para 500 ml de M-100 Trace Element Solution se afiadieron 30 mg de HsBOs, 70 mg de MnCI2
4H20, 200 mg de ZnCl;, 20 mg Na:Mo0O,4 2H20, 50 mg de FeCl; 6H20, 200 mg CuSO4 5H,0 en 500 ml de

agua destilada.

Medio Dextrosa Sabouraud. Este medio contiene por litro: 40 g de dextrosa, 10 g de peptonay en caso de

que el medio fuera solido se afiadieron 15 g de agar bacteriano (Bioxon). Se esterilizé por autoclave a 120

°C por 15 minutos
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Medio Minimo de Vogel Agar al 1.5 % (MMV 1.5 %). Este medio contiene por litro 20 mL de Sales Vogel

50X (citrato de sodio 15 %, fosfato de potasio monobdsico 2.5 %, nitrato de amonio 10 % y sulfato de
magnesio anhidro 1 %), 7.5 g de sacarosa y 15 g de agar bacteriano (Bioxon), aforando a 1 L. Se esterilizd

por autoclave a 120 °C por 15 minutos.

Medio papa dextrosa Agar (PDA). Se utilizé la mezcla preparada (DB Difco), disolviendo 39 g de esta y se

aforando a 1 L. El medio se esterilizé por autoclave a 120 °C por 15 minutos.

Condiciones de crecimiento. Para la esporulacién de M. brunneum, se inocularon 1000 conidios por caja

Petri en medio MM vy se incubaron a 28 °C de 6 a 10 dias.

2.4.2 Medios de cultivo y seleccidn para A. tumefaciens

Medio YPS. Para un litro de este medio se adicionaron 1 g de extracto de levadura (Bioxon), 10 g de
peptona de caseina (Bioxon), 0.5 g de sacarosa y 0.05 g de MgS04 7H20 y el pH se ajusté a 7.0. Cuando se

requeria medio sélido se afadieron 15 g de agar bacterioldgico (Bioxon).

Medio de induccidn liquido (IMAS). Para preparar 100 ml de este medio, se adicionaron 0.18 g de dextrosa,

0.5 mL de glicerol, 40 mL de solucidn 2.5X (3.625 g de KH2PQ4, 5.123 g de K2HPO4, 0.375 g de NaCl, 1.250
g de MgS047H20, 0. 165 g de CaClz2 2H20, 0.0062 g de FeS0O4 7H20, 1.250 g de (NH4)2S04 en 1 litro de agua
destilada) y se aford a un volumen final de 100 mL con agua destilada. Después de esterilizar por autoclave,

se afiadieron 4 mL de MES 1M y 2 mL de acetosiringona 10mM.

La solucion 1M MES se prepardé disolviendo 19.52 g de MES en 80 mL de agua destilada, el pH fue
ajustado a 5.3 con KOH 5M, se esterilizdé y se dividido en alicuotas de 10 mL. Las alicuotas se
almacenaron a -20°C. La acetosiringona fue preparada disolviendo 0.01962 g en 90 mL de agua estéril,
el pH se ajusté a 8 con KOH 5M, se esterilizd por filtracidn con filtro Millipore de 0.45 um, y se dividié

en alicuotas de 10 mL que fueron almacenadas a -20°C.

Medio de induccidn sélido (IMAS). Se adicionaron 0.09 g de dextrosa, 0.5 ml de glicerol, 40 ml de solucion

2.5X, 1.5 % de agar bacterioldgico (Bioxon) y se aforé a 94 mL con agua destilada. Luego de esterilizar por

autoclave, se afladieron 4 mL de MES 1My 2 ml de acetosiringona.
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Medio de seleccién (M-100 NAT/Cm). El medio selectivo se prepard de igual manera que el medio M-100.

Después de esterilizar y habiendo atemperado el medio, se adiciond el antibiético nourseotricina (NAT) en

una concentracion de 350 pg/mL y cloranfenicol 200 pg/mL.

Medio de seleccion (M-100 NAT/Cm) agar suave. El medio selectivo se prepard de igual manera que el

medio M-100, pero la concentracion de agar bacteriolégico fue menor (0.8 %). Después de esterilizar y
habiendo atemperado el medio, se adicioné nourseotricina (NAT) en una concentracion de 350 ug/mLy

cloranfenicol 200 pg/mL.

Condiciones de crecimiento. El medio utilizado para el crecimiento de A. tumefaciens fue YPS. La seleccién
de clonas por resistencia al antibiético kanamicina. Se adicioné al medio kanamicina (50 pg/mL). Los
cultivos en medio sélido se incubaron a 28 °C durante 48-72 h. Los cultivos en medio liquido se realizaron
en medio YPS liquido con el antibidtico correspondiente y se incubaron a 28 °C por 48 h en un agitador

orbital a 200 r.p.m.

2.4.3 Medios y condiciones de crecimiento de E. coli

Medio Luria-Bertani (LB). Este medio contiene por litro: 10 g de Bacto-Triptona, 5 g extracto de levadura

(BIOXON) y 10 g de cloruro de sodio. En el caso del medio sélido se adicionaron 20 g de agar bacteriano

(Bioxon) por litro de medio. Finalmente, la preparacion se esterilizé en autoclave.

Medio LB-X-Gal-IPTG. Para la transformacion en E. coli por el método descrito por Sambrook y Russell

(2001), se utilizé este medio para la identificacion de clonas recombinantes; cada litro de medio LB fue

suplementado con IPTG (100 mM) y 2.5 mL de X-Gal 2 % en formamida (SIGMA).

Condiciones de crecimiento. El medio utilizado para el crecimiento de E. coli fue Luria-Bertani (LB). La
seleccion de clonas por resistencia a antibidtico. Se adicioné al medio ampicilina (100 pug/mL) o kanamicina
(50 pg/mL). Los cultivos en medio sélido se incubaron a 37 °C durante 18-24 h. Los cultivos de bacterias
para la obtencion de plasmidos se realizaron en medio LB liquido con el antibidtico correspondiente y se

incubaron a 37 °C toda la noche en un agitador orbital a 150 r.p.m.
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2.5 Protocolos de biologia molecular

2.5.1 Extraccion de ADN plasmidico

La extraccién de ADN plasmidico se realizé siguiendo protocolos estandar de Sambrook y Russell (2001).
A partir de células de E. coli transformadas con el plasmido de interés, se prepararon tubos de cultivo con
3 mL de medio LB-Ampicilina (o el antibidtico que fuera necesario). Con un palillo se tomé cada una de las
colonias a analizar y se inoculd al medio contenido en un tubo. Los tubos fueron puestos en agitacion a
120 rpm y se incubaron a 37 °C durante toda la noche. Después del tiempo de incubacidn, cada cultivo fue
recolectado en un microtubo de 1.5 mLy se centrifugd por 1 min a 20800 xg, desechando el sobrenadante
y repitiendo el procedimiento hasta que se recuperaron por completo todas las células del cultivo. La
pastilla celular fue resuspendida en 100 uL de solucién P1 (Tris-HCl 50 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8)
agitando en Vortex. En seguida, se adicionaron 150 uL de solucion P2 (NaOH 0.2N, SDS 1 % (p/v)),
mezclando suavemente por inversién para luego incubar por 5 minutos en hielo. Al microtubo se

adicionaron 200 pL solucién P3 (acetato de potasio 3M) y nuevamente se mezclé por inversion.

El microtubo fue incubado por 10 minutos en hielo y se centrifugd durante 15 minutos a 20800 xg. El
sobrenadante fue transferido a un nuevo microtubo, se afiadieron 2 uL de RNAsa (100 mg/mL) y se incubd
por 5 minutos. Después, se afiadieron 800 plL de etanol absoluto, mezclando por inversién y dejando
incubar a -20 °C durante 30 min. Se centrifugd nuevamente por 15 minutos a 20800 xg, el sobrenadante
fue desechado para en seguida lavar la pastilla con 500 pl de etanol al 70 % y se centrifugd el tubo
nuevamente por 5 minutos a 20800 xg. Finalmente, se descarté el sobrenadante y se resuspendié el ADN

plasmidico obtenido en 80 pL de TE 1/10, almacenandolo a -20 °C hasta su uso.

2.6 Transformacion de células competentes

2.6.1 Protocolo de transformacion de E. coli

La transformacion de E. coli fue realizada por choque térmico siguiendo el protocolo estandar descrito por
Sambrook y Russell (2001), empleando el plasmido adecuado para cada experimento. En un microtubo de

1.5 mL estéril se afiadieron 50 pL de células quimicamente competentes de E. coliy 5 pL de ADN (100 pug),
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mezclando suavemente e incubando posteriormente por 20 minutos en hielo. Después, se incubé por 2
minutos a 42 °C, seguido de una incubacién en hielo por 2 minutos. Se adicionaron 950 pL de medio LB al
microtubo con células competentes y se incubd por 1 hora a 37 °C. En seguida se centrifugd por 1 minuto
a 20,800 xg, se descartaron 900 pL del sobrenadante y la pastilla se resuspendié en los 100 uL restantes,
que fueron espatulados posteriormente con un asa de vidrio en una caja de Petri con medio LB-Amp (o el
antibidtico pertinente). La caja Petri fue incubada toda la noche a 37 °C para la seleccién de

transformantes.

2.6.2 Transformacidén de A. tumefaciens por choque térmico

La transformacién de células de A. tumefaciens se hizo siguiendo el protocolo de Covert et al. (2001) con
algunas modificaciones. A 100 uL de células de A. tumefaciens quimicamente competentes se les
adicionaron 5 pL de plasmido (100-1000 ng). Se incubd en hielo durante 30 min y luego se dio un choque
térmico en nitrégeno liquido por 2 min. Después se incubd a 37°C por 5 min. Se adicionaron 1 mL de medio
YPSy se incubd por 3 horas a 28°C con agitacion de 200 rpm. La suspension fue centrifugada a 6800 xg por
10 min a 4°C. Por ultimo, se sembraron 50 pl de células en placas YPS suplementadas con carbenicilina 50
pg/mL y kanamicina 50 pg/mL. La placa se incubd por 48 h a 28°C o hasta ver la aparicién de colonias

blancas.

2.6.3 Transformacién de conidios de M. brunneum, mediante A. tumefaciens

(Agrotransformacion)

Una colonia de Agrobacterium AGLH1, transformada con el pldasmido de interés se crecié en 5 ml de medio
liquido YPS con carbenicilina 50 pL/mLy kanamicina 50 pL/mL en un matraz de 125 mLy se incubd por 16
horas a 28°C. Luego de laincubacién, 1.5 mL de cultivo fueron descartados y se afiadié 15.3 mL de solucién
IMAS, 800 pL de MES 1 M y 400 uL de acetosiringona 10 mM. En seguida se incubd por 5 horas mas. Por
otro lado, se preparé una solucién de 5x10° conidios/ml, que fue centrifugada a 6800 xg por 5 minutos,
descartando el sobrenadante. La pastilla que se formd fue suspendida con 1 mL del cultivo de células de

Agrobacterium (después de la induccién con la solucién IMAS), mezclando con Vortex por unos segundos.

En una caja de Petri con medio IMAS sélido se colocé un filtro de papel negro de 6 um (Thomas Scientific)

y se dispersaron 100 pL de la mezcla de conidios y células de Agrobacterium. La caja Petri fue incubada
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por 48 h a 28°C en total oscuridad. Después de las 48 horas, el filtro fue removido y colocado en otra caja
Petri que contenia medio selectivo M-100 con 300 pL/mL de cloranfenicol y 350 puL/mL de NAT
(nourseotricina) y se incubé 24 h a 28°C. Al pasar las 24 horas, se vacié una ligera capa de medio de
seleccion M-100, pero en esta ocasidon con una concentracién de agar mas baja (8 %). Nuevamente se
incubd a 28°C hasta la aparicion de colonias sobre la superficie del medio (de 5 a 15 dias) (Covert et al.,
2001). Las posibles colonias transformantes fueron transferidas en tres ocasiones a medio de seleccién M-

100 con cloranfenicol y NAT, para asegurar la estabilidad de las transformantes.

2.7 Construccion del vector para el marcaje fluorescente de F-actina de M.

brunneum mediante el reportero Lifeact-GFP

Para realizar el etiquetado de la F-actina en M. brunneum, se utilizo el reportero Lifeact, un péptido de 17
aminodacidos (proveniente de la proteina Abp140 de S. cerevisiae), el cual tiene fusionada la proteina verde
fluorescente GFP (por sus siglas en inglés, Green Fluorescent Protein). Al unirse este repdrter a la F-actina,
emite fluorescencia y permite hacer la localizacién celular de los diferentes arreglos de actina en células

vivas.

2.7.1 Amplificacion del casete Lifeact-gfp

Se llevd a cabo la amplificacion del fragmento Lifeact-gfp, utilizando como molde el vector PRM49-0C30,
un vector de expresion para N. crassa que contiene la secuencia Lifeact-gfp. En un microtubo de 200 L se
colocaron 0.5 pL (200 ng) del pldsmido PRM49-0C30, 5 pL de 10X LA PCR Buffer Il (libre de Mg?*), 4 uL de
MgCl; 25 mM, 4 uL de mezcla dNTPs 2.5 mM, 2.5 plL de oligo LifeAct BamHIl a 10 mM, 2.5 pL de oligo eGFP
Spel 10 mM, 0.25 pL (1.25 U) de polimerasa TaKaRa LA Taq y agua grado HPLC para completar un volumen
final de 50 L. La mezcla se sometid a reaccién de amplificacién en un termociclador C1000 Touch (Biorad)
de la siguiente manera: 94 °C por 3 minutos, 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos

y 72 °C por 1 minuto, y por ultimo 1 ciclo de 72 °C por 7 minutos.

El producto de PCR fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al 1% a 90 V durante 45 min.
Posteriormente la banda fue purificada utilizando el Kit QlAquick Gel Extraction (QlIAgen®), siguiendo las

recomendaciones del fabricante.
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2.7.2 Clonacién del casete Lifeact-gfp en el vector de clonacién pGEM-T (pOC011-
AGO04)

El cassette Lifeact-gfp previamente amplificado, fue clonado en el vector pGEM-T utilizando el kit pGEM®-
T Easy Vector Systems (PROMEGA). El fragmento quedo flanqueado por los sitios de reconocimiento para
las enzimas de restriccién BamHI y Spel. Para la mezcla de reaccién se tomaron 3 pL del producto de PCR
(Lifeact-gfp) y se adicioné 1 uL del vector pGEM-T Easy, 1 ul de T4 DNA Ligase (Promega) y 5 ulL de
regulador de rapida ligacion 2x. La mezcla se incubd a 4 °C durante toda la noche. Al dia siguiente se llevd
a cabo la transformacién de células competentes de E. coli usando 2 plL del producto de ligacién. La

construccioén final se le denominé como pOC011-AG04.

2.8 Clonacidn y ligacion del casete Lifeact-gfp al vector pAGICA113 (pOC12-
AGO05)

Se realizé una digestién enzimdtica, usando las endonucleasas BamHI y Spel, incubdndose por 2 horas a
37 °C para liberar el cassette Lifeact-gfp del pldsmido pOC11-AG04 y linealizar al vector de expresién
pAGICA113. Posteriormente, solo al vector pAGICA113 fue tratado con 1 pl fosfatasa alcalina de intestino
bovino (Promega) y se incubd por 1 hora mas a 37 °C. Luego de la incubacion, tanto el casete Lifeact-gfp
como el vector pAGICA113 previamente digeridos fueron recuperados en un gel de agarosa al 1 % y
purificados por el Kit QlAquick Gel Extraction (QlAgen®). Posteriormente estos se sometieron a ligacion
mediante el kit Quick Ligation M2200 (New England Biolabs), colocando en diferentes proporciones (1:3y
1:5) de vector mas cassette en nuevos microtubos y se les adiciond 10 puL del regulador Quick Ligase
Reaction Buffer (2X), 1 uL de Quick Ligase y finalmente agua grado HPLC estéril para un volumen final de
20 uL. Lareaccion se incubd a temperatura ambiente (25 °C) durante 5 minutos. Enseguida, se llevd a cabo

la transformacién a células competentes de E. colicon 5 pL de la ligacion.

2.9 Microscopia y analisis de imagenes

Las observaciones de las cepas etiquetadas con GFP, se realizaron por microscopia confocal de barrido
laser, mediante el equipo Olympus FluoView™ FV1000 (Olympus, Japan), usando la técnica de agar

invertido, metodologia empleada para la observacidon y manipulacion de muestras Figura 4 (Hickey et al.,
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2004). Las imagenes y videos fueron tomados utilizando dos canales simultdneamente: uno de luz
fluorescente usando el laser de argdn/2 con filtros eGFP (excitacion a 488 nm; emisidn a 520 nm) y otro
de luz transmitida para obtener imdgenes en contraste de interferencia diferencial (DIC), por sus siglas en
inglés Differential Interference Contrast. Se utilizd el objetivo 60X Plan-Apocromatico de inmersion en

aceite (1.42 A.N.).

Bloque de agar
Micelio

\‘ 0O 200 @S

Aceite de )
inmersion Cubreobjetos
Objetivo
Cubreobjetos\
<-—Bloque de agar
- |—Micelio

Figura 4. Técnica de agar invertido. Consiste en cortar un fragmento del medio sélido con micelio crecido,
colocandolo de manera invertida sobre un cubreobjetos. Modificada de Hickey et al., 2004. Imagen creada con
Biorender.com.

Se tomaron imagenes y videos de la expresiéon individual de Lifeact-GFP y de KAT-eGFP (proteina de
membrana de los peroxisomas). Adicionalmente se analizaron imdagenes y videos de cepas tefiidas con
fluoréforos de interés: BODIPY (2.5 pg/ul) (colorante de cuerpos lipidicos) empleando el filtro de excitacion
488 nm y emisién a 510 nm; FM4-64 (7 uM) (tifie membranas) utilizando el filtro Texas Red (excitacién 543
nmy emisién 591 nm); Calcoflour White al 0.01% (tifie la pared celular) utilizando el filtro DAPI (excitacion
358 nm y emisién 461 nm); y Mitotracker green (30 uM) para observar mitocondrias (excitacién 488 nm;

emision 510 nm).

2.10 Ensayos con droga despolimerizadora de actina

Para establecer la asociacion del citoesqueleto de actina con diferentes elementos cargo como
peroxisomas, cuerpos lipidicos, mitocondrias y vesiculas, se utilizé la droga despolimerizadora de actina

Lat B. A partir de una solucién stock de Lat B (Sigma Aldrich) 1 mg/mL, se prepararon diferentes
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concentraciones de esta droga, las cuales fueron utilizadas para determinar la concentracién que inhibiera
en un 50% la tasa de crecimiento del hongo. Posteriormente, 1000 esporas de M. brunneum (CARO19)
fueron expuestas en Medio Minimo de Vogel (MMV) a las siguientes concentraciones de Lat B: 0.5, 1.0,
1.5y 2.0 ug/mL, y como control MMV sin Lat B. Las placas inoculadas se incubaron a 28 °C hasta por 14
dias. El experimento se realizé por triplicado, haciendo mediciones del didmetro de las colonias a los 3, 5,

7 y 14 dias de incubacion.

Una vez establecida la concentracidn minima inhibitoria, la cepa etiquetada con GFP (KAT-eGFP) fue
expuesta a dicha concentracién, asi como hifas de M. brunneum teiidas con diferentes colorantes vitales.
Las observaciones se realizaron por microscopia confocal y se llevaron a cabo antes y durante la exposicion

a Lat B.

2.11 Ensayos de sensibilidad a Rojo Congo (RC)

El Rojo Congo (RC) es un agente que induce alteraciones en la integridad de la pared celular, con la finalidad
de determinar la tolerancia M. brunneum hacia este colorante, se probaron diferentes concentraciones.
Se prepararon placas con medio sélido PDA con concentraciones de RC de 50, 100, 200, 300, 400 y 500
ug/mL, en las que se inocularon 1x10°8 esporas de M. brunneum. Las placas se incubaron a 28 °C durante
14 dias y se hicieron mediciones del crecimiento radial a los 5, 8, 11 y 14 dias. Como control se usé M.
brunneum crecido en medio PDA. El experimento se realizd por triplicado. Como control se usé M.
brunneum crecido en medio PDA. Una vez determinada la concentracién de RC a la cual M. brunneum
tiene la mayor tolerancia, esta concentracion se utilizé para determinar la sensibilidad de la pared al ser
despolimerizada la actina con Lat B. Se prepararon placas de medio sélido PDA que contenian RC (50
pg/mL) mas Lat B (1.5 pg/mL) y como controles PDA con RC (50 pg/mL) y sélo PDA. En cada placa se
sembraron 1x10° esporas de M. brunneum y se realizaron mediciones del crecimiento radial a los mismos

tiempos del experimento anterior. El experimento también se hizo por triplicado.

2.12 Ensayos de endocitosis

Los ensayos de endocitosis se realizaron siguiendo el protocolo descrito por Echauri-Espinosa et al. (2012).
De un cultivo de M. brunneum crecido en MMV y MMV-Lat B durante 24 h a 30 °C, se cortd un bloque de

agar que contenia micelio y se montd en un cubreobjetos mediante la técnica de agar invertido, se dejo
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incubar a temperatura ambiente durante 15 min para su recuperacién. Una vez colocado el cubreobjetos
con la muestra en el microscopio confocal de barrido Olympus, se observd el micelio y posteriormente se
aplicé 20 pl de FM4-64 a 7.5 uM en el borde del bloque para facilitar la difusion del liquido. Se tomaron
imagenes inmediatamente de la inyeccidon del FM4-64 asi como a diferentes tiempos (3, 6 y 9 min) para

evaluar la internalizacién del FM4-64 por las hifas.

Los analisis y cuantificacion de intensidad de fluorescencia fueron realizados por el programa FlJI, el cual
es un programa de procesamiento de imagen digital de dominio publico programado en Java desarrollado

en el National Institutes of Health (Collins, 2007).

2.13 Medicion de los movimientos de peroxisomas y cuerpos lipidicos

Para determinar los movimientos de los peroxisomas y cuerpos lipidicos, se analizaron videos (obtenidos
por microscopia confocal) de 7 a 8 hifas independientes de ~50 um de longitud mediante el software FlJI
(ImageJ ver. 1.53), junto con la aplicacién de MTrack). En los videos se cuantificé el tamafio, la
direccionalidad y velocidad de desplazamiento de las particulares fluorescentes en presencia y ausencia

de Lat B.

2.14 Analisis estadistico

Los diferentes analisis estadisticos, asi como la elaboracién de las diferentes graficas se llevaron a cabo en

el programa estadistico Graphpad Prisim (ver. 9).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Construccion del vector pOC012-AGO05 (pAGICA113+Lifeact-GFP)

Para la construccién del vector para el marcaje fluorescente (GFP) de la F-actina, se utilizé el reportero
Lifeact. Para esto, se realizé una reaccién de amplificacion (PCR) usando como cadena patrén el vector
pRM49-0C30; vector de expresidn para N. crassa que contiene la fusidn de Lifeact y el gen gfp (Figura 5A).
Los oligonucleétidos utilizados para la reaccién fueron Lifeact-BamHI-F y eGFP-Spel-R como se describe en
materiales y métodos. El producto de la reaccion se sometio a electroforesis en un gel de agarosa al 1%, y
como se muestra en la Figura 5B, se obtuvo una banda de amplificacion del tamafio esperado de
aproximadamente 792 pb correspondiente al cassette Lifeact-gfp. Posteriormente Lifeact-gfp fue

purificado y clonado en el vector de almacenamiento pGEM T-easy, al cual se le denomino pOC011-AG04.

B)

PRM49-0C30 ) :

8551 bp
1000 pb — =
750 pb —* <792 pb

Figura 5. Caracteristicas del vector PRM49-0OC30 y amplificacion del casete Lifeact-gfp. A) Representacidn
esquematica del vector PRM49-0C30 que contiene el casete Lifeact-gfp bajo el control del promotor cgg-1 de N.
crassa. Ademas, este vector contiene el gen de resistencia a Ampicilina (AmpR) como marcador de seleccion y los
extremos 3’ y 5’ truncados del locus his-3, utilizados para recombinacion homodloga en el sitio de histidina en N.
crassa. B) Gel de agarosa que muestra la amplificacion del casete Lifeact-gfp de 792 pb (Carril 1). M: marcador de
peso molecular GeneRuler 1kb DNA Ladder.

Posteriormente el cassette Lifeact-gfp fue clonado al vector binario pAGICA113 (vector de expresidn para
M. brunneum), el cual se realizd por restriccidon enzimatica con las endonucleasas BamHI y Spel (Figura 6A)

y posterior ligacidn como se describe en el apartado de materiales y métodos. El producto de la ligacién
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fue utilizado para transformar en la cepa E. coli IM109, y a partir de 3 colonias transformantes, se realizé
extraccién del plasmido y una posterior comprobacidn de la integracion del inserto (Lifeact-gfp) al vector

pAGICA113 mediante restriccién, usando la misma combinacién de endonucleasas (Figura 6B).

A) B)
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1000 pb—> M
+=792 pb 750 pb—>
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Figura 6. Restricciones enzimaticas y clonaciones para la construccién del vector pOC012-AG05. En A) se muestra en
el carril 1 la doble digestion con vector pOC011-AG04 con las endonucleasas BamHI y Spel que liberan al fragmento
Lifeact-gfp de 792 pb del vector pGEM-T esay de 3015 pb. En el carril 2 se muestra el vector pAGICA113 de 9384 pb
linealizado con las mismas endonucleasas. B) digestion enzimdtica a partir de tres clonas que portaban el vector
pOC012-AGOS5 (carril 1, 2 y 3) muestran la liberacion del casete Lifeact-gfp (792 pb) del vector pAGICA113 (9402 pb).
M: marcador de peso molecular GeneRuler 1kb DNA ladder.
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Figura 7. Caracteristicas del vector pAGICA113 y construccién final del vector pOC012-AG05. A) Representacion
esquematica del vector binario pAGICA113, que contiene como marcador de seleccion el gen de resistencia al
antibidtico nourseotricina (NTC) bajo el control del promotor pGPDA y el terminador (trpC) de A. nidulans y el gen
nptll que da resistencia a A. tumefaciens contra el antibiético kanamicina (KanR). Ademas. El vector contiene los
extremos T izquierdo y derecho necesarios para la transferencia de DNA por conjugacidon de A. tumefaciens a
Metarhizium. B) Muestra la construccion pOC012-AGO05 en la que el fragmento Lifeact-gfp fue clonado en los sitios
BamHlI y Spel, quedando bajo el control del promotor fuerte constitutivo del factor de elongacion tefl de M.
brunneum y el terminador trpC de A. nidulans.
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El cassette Lifeact-gfp quedé flanqueado con el promotor tef1 de Metarhizium y con el terminador trpC
de A. nidulans del vector pAGICA113 (Figura 7A) que tiene como marcador de seleccién para M. brunneum
el gen de resistencia a nourseotricina (NTC), dando como resultado final el vector pOC012-AGO5 (Figura

7B).

3.2 Transformacion de M. brunneum mediante A. tumefaciens

Una vez construido el vector pOC012-AGO05 se realizé la transformaciéon en conidios de M. brunneum
(CARO19) mediante A. tumefaciens. Para esto, primero fue necesario hacer la transformacién por choque
térmico de células competentes AGL1 de A. tumefaciens como se describe en materiales métodos. Las
colonias transformantes fueron seleccionadas por su resistencia al antibidtico kanamicina que le
proporciona el vector pOC012-AGO05 (Figura 8A). Ademas, se hizo comprobacién de la introduccién del
vector deseado mediante extraccién de ADN plasmidico y amplificacidon (PCR) del fragmento Lifeact-gfp,

dando como resultado una banda de amplificacion del tamafio esperado de 792 pb (Figura 8B).

A) B)

1000 pb
750 pb

Figura 8. Transformantes de A. tumefaciens (AGL1) con el vector pOC012-AGO05 y comprobacion de insercién del
vector pOC012-AGO05 en A. tumefaciens. En A) se aprecian colonias transformantes de A. tumefaciens que fueron
seleccionadas por su crecimiento en medio selectivo con kanamicina. B) Gel de agarosa al 1% que muestra en el carril
1 la amplificacién del fragmento Lifeact-gfp (792 pb) usando como cadena molde ADN plasmidico extraido de una
transformante de A. tumefaciens que contenia el vector pOC012-AG05. M: marcador de peso molecular GeneRuler
1kb DNA Ladder
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Las transformantes de A. tumefaciens que portaban el vector pOC012-AGO05, fueron utilizadas para la
transformacidn de conidios M. brunneum. Después de 14 dias de incubacién, fue posible observar la
formacién de colonias transformantes capaces de crecer en medio selectivo con nourseotricina (Figura
9A). Todas las colonias fueron transferidas en tres ocasiones a medio selectivo para asegurar la estabilidad
de las transformantes. Por ultimo, se realizd un muestreo de las colonias aisladas para observar la
fluorescencia mediante un microscopio de epifluorescencia (NIKON OPTIPHQOT) con el filtro GFP HYQ
(excitacién a 488 nm y emision 520 nm), y en algunas de estas colonias fue posible observar fluorescencia
en sus hifas (Figura 9B). Del evento de transformacidn se seleccionaron 6 transformantes que presentaron

fluorescencia.

Figura 9. Transformantes de M. brunneum. A) Las transformantes fueron seleccionadas por su resistencia a la
nourseotricina. Las colonias que lograban crecer eran transferidas a nuevo medio selectivo para asegurar su
estabilidad. B) Al hacer observacién con microscopia de epifluorescencia se pudo apreciar expresion de la
fluorescencia en las hifas de las transformantes, asegurando asi también su transformacion.

Mediante microscopia confocal de barrido laser se analizé la fluorescencia de las cepas transformantes en
diferentes estadios. En conidios (Figura 10A) se aprecié una acumulacion de F-actina mayormente en los
extremos, mientras que en germinulas (Figura 10B) se observa la formacion de pequefios cumulos
circulares, posibles parches, distribuidos en diferentes areas. Por otro lado, en hifas madura (Figura 10C)
también fue posible observar la formacion de posibles parches de actina distribuidos longitudinalmente
en la hifa. Sin embargo, no fue posible observar otros tipos de estructuras de actina como filamentos,
cables o anillos en ninguno de los diferentes estadios. Tampoco se pudo observar la localizacién de la
actina en la punta de la hifa, en una posible formacion de Spitzenkdrper (SPK) como ha sido reportada en

otros hongos.
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Lifeact

Lifeact

Figura 10. Imagenes confocales de la expresion de Lifeact-GFP en M. brunneum. A) La actina etiquetada con Lifeact-
GFP se ve distribuida en todo el conidio con una mayor acumulacién en los extremos B) En la germinula, la actina se
ve como pequefios parches circulares distribuidos a lo largo de esta estructura. C) En hifa madura, la actina
etiquetada también se encuentra en parches circulares de mayor tamafio, distribuidos longitudinalmente por toda
la hifa. Barras de escala =5 pum.
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3.3 Determinacion de concentracion minima inhibitoria de la droga

despolimerizadora de actina Lat B

Uno de los objetivos de este trabajo fue determinar el efecto de alterar el citoesqueleto de actina sobre
el crecimiento polarizado en M. brunneum. Para lo anterior se utilizé la droga despolimerizadora de actina
Lat B para ver el efecto en el desarrollo y organizacién intracelular del hongo. En primer lugar, se buscé la
concentracidén necesaria de Lat B para inhibir el crecimiento de este hongo en un 50%. Se probaron tres
concentraciones: 0.5, 1.0 y 1.5 pg/mL como se describe en materiales y métodos. En la Figura 11A se
observa que, a los 14 dias de incubacién existe una disminucion en la tasa de crecimiento de M. brunneum
conforme fue aumentando la dosis de Lat B, observdndose mas evidente a la concentracion de 1.5 pg/mL.
Ademas, la evaluacidn cuantitativa nos indicé que con esta concentracion se disminuye aproximadamente
un 46.7 % la tasa de crecimiento del hongo en comparacion con la cepa crecida sin esta droga (Control)

(Figura 11B).
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Figura 11. Determinacion de concentracidn minima inhibitoria de Lat B en M. brunneum. A) Morfologia colonial de
M. brunneum (CARO19) cultivado en MMV 1.5% a diferentes concentraciones de Lat B (0.5, 1.0, y 1.5 pug/mL). Las
imagenes se tomaron con una camara fotografica CANON EOS REBEL T6, a los catorce dias de incubacion a 28°C. B)
Gréfico correspondiente a la tasa de crecimiento de las colonias a los 3, 5, 7 y 14 dias de incubacién y los datos
sugieren que la concentracidn que inhibe el crecimiento hifal aproximadamente al 50% fue de 1.5 pug/mL.



28
Por otro lado, al hacer observaciones por microscopia DIC (Siglas en inglés para Contraste de Interferencia
Diferencial), se determind que a la concentracion 1.5 pg/mL produce alteracion en la morfologia de las
hifas, con la formacion de ramificaciones apicales (Figura 12), las cuales no son comun en Metarhizium.
Con esto en cuenta, la concentracion de 1.5 pg/mL de Lat B fue seleccionada para los experimentos

posteriores.

A) M. brunneum

B) M. brunneum + Lat B 1.5 pg/mL

e -

Figura 12. Efecto de Lat B sobre el desarrollo y crecimiento de las hifas de M. brunneum. Mediante microscopia DIC
(Contraste de Interferencia Diferencial) se observaron hifas de M. brunneum, que en condiciones favorables (A)
presentan una forma cilindrica, larga y delgada, mientras que al ser expuestas a Lat B en concentracién de 1.5 pg/mL
(B) produce la formacién de ramificaciones apicales, donde las nuevas surgen de las puntas en vez de los laterales,
como es comun en Metarhizium. Barra de escala = 10 um.

Otro efecto notable en las observaciones microscdpicas fue el engrosamiento de las hifas cuando M.
brunneum era expuesto a Lat B, por lo cual se hicieron mediciones de los didmetros de 7 hifas tratadas con
Lat B 1.5 pg/mL y 7 hifas sin Lat B como control. Mediante el comparativo de los dos tratamientos (Figura
13) se pudo comprobar la diferencia en el didametro de las hifas, siendo mayor en el tratamiento con Lat
B, con un didmetro promedio de 3.04 um mientras que en el tratamiento control sin Lat B el promedio fue

de 2.36 um, lo que representa una diferencia del 23%.
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Figura 13. Variacion en el didmetro de hifas en M. brunneum en presencia de Lat B. Las hifas expuestas a Lat B 1.5
pg/mL mostraron un aumento en el diametro de las hifas en comparacidn a las hifas crecidas sin este compuesto.

3.4 Participacion del citoesqueleto de actina en la distribucidn intracelular de

diferentes elementos cargo

3.4.1 Dindmica de peroxisomas etiquetados con proteina verde fluorescente (KAT-

GFP)

Se ha descrito en organismos como plantas, levaduras y hongos filamentosos que los peroxisomas son
organelos que tienen un papel esencial en el metabolismo de lipidos, ademas de participar en la
desintoxicacion celular. Para realizar estas funciones, los peroxisomas requieren ser transportados y
posicionados por el citoesqueleto de actina y microtubular (Neuhaus et al., 2016; Salogiannis et al., 2016;
Lin y Steinberg, 2017). Con la finalidad de visualizar el efecto que pudiera causar la desorganizaciéon del
citoesqueleto de actina en los peroxisomas, la cepa KAT-eGFP de M. brunneum se expuso a la droga
despolimerizadora de actina Lat B a la concentracion previamente determinada (1.5 pug/mL). Al hacer
observaciones por microscopia confocal de la cepa KAT-eGFP sin tratamiento con la droga, se pudo ver
que los peroxisomas tienen forma de grandes particulas fluorescentes de forma esférica distribuidas a lo
largo de la hifa, desde la regién distal hasta la region apical, ademas de que algunas de estas particulas

fluorescentes tienen movimiento en distintas direcciones y velocidades (Figura 14).
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Figura 14. Distribucién de peroxisomas en cepa de M. brunneum KAT-eGFP. A) Imagen DIC de hifas maduras, con su
forma delgada y alargada. B) Imagen de fluorescencia en la que los peroxisomas tienen forma esférica de =1 um
localizadas a lo largo de toda la hifa. C) Superposicion de Ay B. Barra de escala = 10 um.

A partir de 7 hifas analizadas por tratamiento en una distancia de 50 um, se pudo contabilizar un promedio
de 22 peroxisomas por hifa del control (Sin Lat B), los cuales tienen tres tipos de movimiento: uno de
movimiento rapido que recorre distancia larga, otro que recorren distancias medias y de movimientos
oscilatorios (Movimientos Browniano) (Figura 15). Del total de peroxisomas contados, un 13.1 % de
particulas tienen movimientos rapidos de distancias largas con desplazamientos maximos de hasta 16.4
pum. Estos peroxisomas tienen movimientos anterdgrados y retrégrados y algunos de estos se desplazan a
distancias largas para luego cambiar de sentido. También se observé que algunos de estos peroxisomas
adquirian movimiento oscilatorio luego de recorrer distancias largas. En cuanto a los peroxisomas que
tenian recorrido de distancias medias, representan el 35.7 % del total de la poblacion. En estos, los
movimientos eran muy cortos y oscilatorios con desplazamiento maximo promedio de 3.4 um y en sentido
anterdgrado o retrogrado. Por ultimo, los peroxisomas que solo presentaban movimiento oscilatorio sobre
una misma posicion representaban un 51.0 %. Estos Unicamente vibran en una posiciéon y su movimiento

es minimo.
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Figura 15. Desplazamiento de peroxisomas en hifas de la cepa KAT-GFP. Los peroxisomas presentaban tres tipos de
movimientos: largos (1), medios (2) y oscilatorios en una misma posicién (3). Las lineas rojas representan el recorrido
total del peroxisoma. Barra de escala = 10 pm.

En el caso del movimiento los peroxisomas de las 7 hifas bajo el tratamiento con Lat B, se contabilizé un
promedio de 24 peroxisomas por hifa. Nuevamente se pudo apreciar que los peroxisomas tenian estos

mismos tres tipos de movimiento: largos, medios y oscilatorios (Figura 16).

T 36s 616.8ms

Figura 16. Desplazamiento de peroxisomas en hifas de la cepa KAT-GFP en tratamiento con Lat B a 1.5 pg/mL. Los
peroxisomas presentaban tres tipos de movimientos: desplazamientos largos (1), medios (3) y oscilatorios en una
misma posicidn (2). Las lineas rojas representan el recorrido total del peroxisoma. Barra de escala = 10 um.
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Aguellos que tenian movimientos de distancias largas representaban un 13.4 % con desplazamientos
maximos de 13.4 um en promedio. Estos peroxisomas exhibian un comportamiento similar al tratamiento
sin Lat B, con movimientos anterdgrados y retrégrados con distancias recorridas mayores al cambiar de
sentido. Los peroxisomas que recorrian distancias medias representaban un 31.9 % con desplazamientos
maximos promedio de 3.6 um en sentido anterégrado o retrégrado. Los peroxisomas con movimientos

oscilatorios representaban el 54.7 %.

Al hacer un comparativo entre el porcentaje de cada uno de los tres diferentes tipos de movimientos de
los peroxisomas entre el tratamiento control y el tratamiento de Lat B 1.5 a pug/mL no se apreciaron

diferencias (Figura 17).
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Figura 17. Descripcién de movimiento de peroxisomas por su desplazamiento. Los peroxisomas de 7 diferentes hifas
de 50 um fueron contabilizados bajo tratamiento con Lat B a 1.5 pg/mL. La poblacién total de peroxisomas
presentaba tres tipos de movimiento: desplazamiento largo, mediano y oscilacién.

También se llevo a cabo la determinacion de la velocidad de desplazamiento de los peroxisomas en el
tratamiento control (sin Lat B) y bajo la accidn de Lat B. Estas velocidades fueron determinadas utilizando
la aplicacion de MTrack) de FlJI a partir de las 7 hifas analizadas de cada tratamiento. Los promedios de
velocidades en cada tratamiento se muestra en la Figura 18A y para comprobar si habia o no diferencia
entre el tratamiento con Lat B y el control, se realizé un prueba T de Student con una prueba post hoc de
Mann-Whitney U (P<0.05), con la cual se pudo apreciar que hay una diferencia significativa (P=0.0014), ya
que en el tratamiento control (n=146) los peroxisomas presentan velocidades de desplazamiento
promedio de 0.08 um/s, mientras que el tratamiento de Lat B (n= 169) la velocidad de desplazamiento

promedio fue de 0.09 um/s (Figura 18B).
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Figura 18. Velocidad de desplazamiento de peroxisomas en la cepa KAT-GFP con tratamiento de Lat B. A) Velocidades
promedio registradas de peroxisomas en 7 diferentes hifas bajo el tratamiento control (Sin Lat B) y con Lat B en
concentracion de 1.5 ug/mL. B) Comparativa entre el tratamiento control (n=146) y el tratamiento con Lat B (n=169)
muestra que hay una diferencia significativa entre ambos mediante prueba T de Student y prueba post hoc de Mann-
Whitney U con una P=0.0014.
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Otro aspecto interesante que se observé al hacer el analisis de las imagenes fue que los peroxisomas
parecian tener un tamano diferente en el tratamiento con Lat B. Para esto se midieron los didmetros de 8
diferentes peroxisomas en 7 diferentes hifas en el tratamiento control y el tratamiento con Lat B. Los
promedios de diametros de los peroxisomas en cada hifa se muestran en la Figura 19A. Para ver si habia
alguna diferencia significativa entre los tratamientos se realizd6 una prueba T de Student (P<0.05). El
analisis estadistico mostré que hay una diferincia significativa (P<0.0001) (Figura 19B), ya que el
tratamiento control los peroxisomas tiene un tamafio promedio de 0.79 um y un tamafio maximo de 1.98
pm mientras que el tratamiento con Lat B mostré tamafios menores, con un promedio de 0.60 um y un

maximo de 1.05 pum.
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Figura 19. Grafico del diametro de peroxisomas en la cepa KAT-GFP. A) Didmetros promedios en 7 diferentes hifas
bajo tratamiento control (Sin Lat B) y con Lat B a 1.5 ug/mL. B) Comparativa entre el tratamiento control (n=56) y el
tratamiento con Lat B (n=56) muestra que hay una diferencia significativa entre ambos mediante prueba T de Student
con una P<0.0001.

3.4.2 Dindmica de cuerpos lipidicos

Los cuerpos lipidicos son organelos formados por un nuicleo de lipidos neutros recubierto por una
monocapa de fosfolipidos con proteinas integrales y periféricas. Las funciones de los cuerpos lipidicos
consisten en servir de fuente de energia durante la sintesis de membrana en células y procesos
metabdlicos relacionados con el crecimiento, ademds de participar también en la proteccién contra la
lipotoxicidad (Olzmann y Carvalho, 2018). El citoesqueleto microtubular y de actina participa activamente
en el transporte y posicionamiento de los cuerpos lipidicos (Kilwein y Welte, 2019), por lo cual resulta de

interés ver el efecto que tendria la alteracién del citoesqueleto de actina en la dindmica de los cuerpos
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lipidicos. Para poder visualizar esto, el colorante BODIPY (por sus siglas en inglés de Boro dipirrometano)

es de utilidad para seguir la dindmica de lipidos en distintos organismos, incluidos los hongos (Wang et al.,

2018).

La cepa silvestre de M. brunneum se crecié en medio MMV adicionado con Lat B a 1.5 pg/mL vy sin Lat B
como control, para posteriormente hacer las observaciones por agar invertido afiadiendo una alicuota de
10 pL del colorante BODIPY 2.5 pg/mL. Al hacer las observaciones al microscopio, se pudo apreciar como
el colorante tefiia pequefias particulas esféricas de 0.5-0.9 um de didmetro en ambos tratamientos (Figura
20), ademas de observarse algunas regiones donde se acumulaba este colorante. Estas particulas
fluorescentes se encuentran distribuidas a lo largo de la hifa, y en el tratamiento con Lat B fue posible

observar acumulaciones de estos cuerpos lipidicos.

A) M. brunneum | BODIPY B) M. brunneum / Lat B / BODIPY

BODIPY BODIPY

Figura 20. Tincién de cuerpos lipidicos en M. brunneum empleando el colorante BODIPY. A) En la cepa silvestre de
M. brunneum teiida con BODIPY se aprecian pequeiias particulas fluorescentes esféricas de diferentes tamafios
correspondientes a los cuerpos lipidicos distribuidas a lo largo de la hifa. En B) Hifas tratadas con Lat B, los cuerpos
lipidicos se ven acumulados en diferentes areas de la hifa. Barras de escala = 10 um.

Con el antecedente de que el uso de la Lat B causé una diferencia en la velocidad de transporte en los
peroxisomas, se realizd la medicion de las velocidades de desplazamiento de cuerpos lipidicos de 7 hifas

de M. brunneum de 50 um de longitud tefiidas con BODIPY tratadas con Lat B y sin Lat B como control. En
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ambos tratamientos se aprecia que los cuerpos lipidicos tienen movimientos muy cortos y oscilatorios en

una misma posicion (Figura 21).
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Figura 21. Descripcién de movimiento de cuerpos lipidicos por su desplazamiento. Las vesiculas lipidicas tefiidas con
BODIPY de 7 diferentes hifas de 50 um fueron contabilizadas bajo tratamiento con Lat B a 1.5 pg/mL y sin esta
(control). Los cuerpos lipidicos presentan dos tipos de movimiento: movimiento corto y oscilacion.

Los movimientos de los cuerpos lipidicos en el tratamiento control sin Lat B pueden apreciarse en la Figura
22. La mayoria (78.4 %) presentaban un movimiento oscilatorio en una misma posicién mientras que el

resto (21.6 %) tenian movimientos cortos con un desplazamiento promedio maximo de 3.13 um.

T 4min 21s 563ms . T 5min 37s 234ms

Figura 22. Desplazamiento de cuerpos lipidicos en hifas de M. brunneum tefiidas con BODIPY. Los cuerpos lipidicos
presentan dos tipos de movimientos: cortos (+) y oscilatorios en una misma posicién (*). Las lineas rojas representan
el recorrido total de los cuerpos lipidicos. Barra de escala = 10 pm.
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En el caso de los cuerpos lipidicos en las hifas tratadas con Lat B, los dos tipos de movimiento fueron
similares a los del tratamiento control: cortos (+) y oscilatorios (*) como se observa en la Figura 23. La
mavyoria de las particulas observadas (75.68 %) presentaban movimiento oscilatorio en una misma posicién
y el resto presentaban movimientos cortos (24.31 %) con un desplazamiento maximo promedio de 2.98

pum.

T 2min 30s 572.4ms T 2min 55s 372.56ms

Figura 23. Desplazamiento de cuerpos lipidicos en hifas de M. brunneum tratadas con Lat B a 1.5 a ug/mL y tefiidas
con BODIPY. Los cuerpos lipidicos presentaban dos tipos de movimientos: cortos (+) y oscilatorios en una misma
posicidn (*). Las lineas rojas representan el recorrido total de los cuerpos lipidicos. Barra de escala = 10 um.

Para ver si habia alguna diferencia significativa en la velocidad de desplazamiento de los cuerpos lipidicos
contabilizados en cada una de las hifa (Figura 24A), se realizd una prueba T de Student con una prueba
post hoc de Mann-Whitney U (P<0.05), con la cual se pudo observar que habia una diferencia significativa
(P<0.0001), puesto que los cuerpos lipidicos del tratamiento control (n=177) tienen una velocidad
promedio de desplazamiento de 0.05 um/s, mientras que los del tratamiento con Lat B (n=280)
presentaron una velocidad promedio de desplazamiento de 0.07 um/s (Figura 24B), lo que representé una

diferencia del 28.5%.
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Figura 24. Velocidad de desplazamiento de cuerpos lipidicos en M. brunneum con tratamiento de Lat B. A)
Velocidades promedio de cuerpos lipidicos en 7 diferentes hifas bajo el tratamiento control (sin Lat B) y con Lat B a
1.5 ug/mL. B) Comparativa entre el tratamiento control (n=177) y el tratamiento con Lat B (n=280) muestra que hay
una diferencia significativa entre ambos mediante prueba T de Student y prueba post hoc de Mann-Whitney U con
una P<0.0001.

3.4.3 Dinamica de mitocondrias

En hongos filamentosos las mitocondrias son estructuras tubulares donde una de sus principales funciones
es la de generar energia en forma de ATP. Por otra parte, en recientes estudios se ha descrito que el
citoesqueleto actina juega un papel importante en la regulacién de la dinamica de las mitocondrias para
mantener la homeostasis celular (Hickey y Read, 2009; Jones et al., 2022). Con el fin de analizar la
distribucidn de las mitocondrias en M. brunneum al alterar el citoesqueleto de actina, se utilizd el
fluorocromo MitoTracker Green que tifie especificamente estos organelos. Mediante la obtencion de
imagenes por microscopia confocal, se pudo observar que normalmente M. brunneum presenta
estructuras tubulares alargadas distribuidas en toda la hifa desde la regidn basal hasta la apical y que
aparentemente se mueven mediante el flujo citoplasmatico (Figura 25A). Ademas, en algunas regiones se
observaron acumulaciones de estos filamentos, asi como algunas estructuras semiesféricas (Figura 25A).
Cuando se realizd el tratamiento con Lat B a la concentracién de 1.5 pg/mL, se pudo observar que las
estructuras filamentosas correspondientes a las mitocondrias se encuentran difusas, pero manteniéndose
en algunas regiones casi intactas en su posicionamiento a lo largo de la hifa, sin observarse grandes

alteraciones, pero siendo evidente la ausencia de las estructuras semiesféricas (Figura 25B).
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Figura 25. Dindmica de mitocondrias en M. brunneum. A) Imagenes confocal de hifas de M. brunneum tefiidas con
MitoTracker Green para visualizar mitocondrias. Estas presentaban una forma tubular alargada (flechas blancas) y
también una forma semiesférica (flechas azules). B) Hifas tefiidas con MitoTracker Green y tratadas con 1.5 ug/mL
de Lat B. DIC (Contraste de Interferencia Diferencial). Barra de escala = 5um

3.5 Efecto de la alteracion del citoesqueleto de actina en la pared celular de M.

brunneum

3.5.1 Visualizaciéon del efecto de la alteraciéon del citoesqueleto de actina en la

estructura de la pared celular de M. brunneum

La pared celular en los hongos esta conformada por una gran variedad de elementos que incluyen la

quitina, glucanos y glicoproteinas. Esta estructura es altamente dindmica con funciones esenciales
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relacionadas con diferentes procesos biolégicos, como son el control de la permeabilidad celular y en la
proteccion contra estrés producido por factores mecanicos y quimicos. De igual manera, la alteracién de
esta estructura esencial puede tener efectos graves en el desarrollo morfolégico y crecimiento de las
células, lo que puede producir su muerte (Garcia-Rubio et al., 2020). Por otra parte, también se ha
establecido en hongos filamentosos, que el citoesqueleto de actina tiene una estrecha relacidn con la
pared celular, ya que participa como pistas para el transporte a corta distancia de vesiculas que contienen
enzimas (quitina sintasas y glucano sintasas) y material de membrana para la correcta sintesis de la pared

(Delgado-Alvarez et al., 2010; Riquelme M y Martinez-Nufiez L., 2016).

Con el objetivo de visualizar si existen cambios en la estructura de la pared celular en M. brunneum cuando
se encuentra alterado el citoesqueleto de actina, se utilizé el colorante vital Calcofluor White (CFW). Para
lo anterior, conidios de M. brunneum fueron crecidos en medio MMV (tratamiento control) y medio MMV
adicionado con Lat B a una concentracion de 1.5 pg/mL. Mediante el método de agar invertido, se colocd
el colorante (10 pL) entre la muestra correspondiente a cada tratamiento, para luego realizar
observaciones de varias hifas maduras por microscopia confocal, obteniéndose las imagenes que se

muestran en la Figura 26.

A) M. brunneum / Calcofluor white

Figura 26. Visualizacion de la pared celular en M. brunneum. A) Imagen confocal de M. brunneum tefiido con
Calcoflour White (CFW), se observa una sefial de fluorescencia uniforme y definida en toda la hifa correspondiente a
la pared celular, con un mayor grosor en los septos (flecha) y dpice (asterisco). B) Hifas tratadas con Lat Ba 1.5 pg/mL
y tefiidas con CFW, muestran pérdida de la uniformidad de la pared celular con formacién de depdsitos fluorescentes
y con una disminucién en el grosor del apice. Barras de escala =5 um.
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Los resultados mostraron que en el tratamiento control, la sefial de fluorescencia que corresponde a la
pared celular, tiene una composicidn uniforme en toda la hifa, observandose un incremento de la sefial
de fluorescencia en los septos y en el apice de las hifas, indicando un mayor grosor en la pared celular
(Figura 26A), como previamente fue descrito por Herndndez Saiz en el 2022. Las observaciones realizadas
en hifas tratadas con Lat B, mostraron alteraciones en la pared celular con pérdida de uniformidad a lo
largo de toda la hifa, asi como la acumulaciéon de quitina en forma de pequefios parches irregulares
dispersados en toda la hifa, asi como algunos de estos se encontraron cercanos a los bordes de la pared

(Figura 26 B).

3.5.2 Sensibilidad de M. brunneum ante Rojo Congo

El Rojo Congo (RC) es un agente quimico utilizado como colorante y tiene la capacidad de causar niveles
de estrés a la pared celular en varias especies de hongos, afectando el adecuado desarrollo de esta, ya que
este compuesto altera las enzimas relacionadas con la adecuada sintesis de la pared celular. Debido a que
el citoesqueleto de actina participa en mediar la respuesta a este tipo de estrés, asi como en la sintesis de
nueva pared celular durante el crecimiento de las hifas de los hongos, resulta importante analizar si afectar
el citoesqueleto de actina, empleando nuevamente Lat B, causa una alteracion en la sensibilidad de M.

brunneum ante el colorante RC.

Para esto, primero se llevd a cabo la determinacion de la sensibilidad de la cepa CARO19 de M. brunneum
a diferentes concentraciones de RC: 50, 100, 150, 200, 300, 400 y 500 pg/mL. El hongo fue crecido en
placas con medio que contenian las concentraciones de RC previamente mencionadas. Posteriormente, se
realizaron mediciones del didametro de colonia a los 5, 8, 11 y 14 dias de incubacién. En la Figura 27A se
muestran como a los 14 dias de incubacién hubo una disminucion de la tasa de crecimiento del hongo
conforme aumento la concentracién de RC, siendo la concentracion de 50 ug/mL donde M. brunneum
tiene una tasa crecimiento promedio de 21.80 mm de didmetro, que fue similar al control (sin RC) de 24.03
mm, lo que representd una diferencia del 9.5%. Por otro lado, a partir de la concentracién de 200 pg/mL
de RC es donde se notd un mayor efecto sobre la tasa de crecimiento con 13.28 mm de diametro,

representando una disminucion del 55.3 % en comparacién con el control (Figura 27B).

Otra afectacion que se observé en el crecimiento de las colonias expuestas a mayores concentraciones de
RC (mas de 200 pg/mL) fue la formacidn de una gran cantidad de micelio aéreo, ademas de que las colonias

tenian una forma irregular en comparacion con el tratamiento control (Figura 27A).
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Figura 27. Ensayos de sensibilidad de M. brunneum al Rojo Congo. A) Morfologia colonial de M. brunneum (CARO19)
cultivado en PDA (control) y PDA con diferentes concentraciones de RC (50, 100, 200, 300, 400 y 500 pg/mL). Las
imagenes se tomaron con una camara fotografica CANON EOS REBEL T6, a los catorce dias de incubacion a 28°C. B)
Gréfico correspondiente a la tasa de crecimiento del hongo con los diferentes tratamientos a los 5, 8, 11y 14 dias de
incubacidn, y los datos sugieren que la concentracion a la cual M. brunneum presenta la mayor tolerancia al RC es de
50 pg/ml.
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3.5.3 Efecto en la sensibilidad a Rojo Congo ante la alteracién del citoesqueleto de

actina por la accién de Lat B

Una vez que se determind que M. brunneum tiene la mejor tolerancia a 50 pg/mL de RC, esta
concentracién se utilizd para probar la sensibilidad de la pared celular cuando el hongo tiene el
citoesqueleto de actina alterado. Para esto M. brunneum se crecié en medio PDA suplementado con RC a
50 pg/mL mas Lat B a 1.5 pg/mL (PDA+RC+Lat B) y como controles Unicamente medio PDA y medio PDA
mas RC a 50 a ug/mL (PDA+RC). Los tratamientos fueron incubados durante 14 dias realizando mediciones
del radio de la colonia a los 5, 8, 11 y 14. En la Figura 28A se aprecia que la tasa de crecimiento de M.
brunneum en PDA y PDA+RC fue similar, Unicamente observandose una disminucién del 13.1 % en
PDA+RC, mientras que en el tratamiento de Lat B mds RC se vio una disminucidon notoria en el crecimiento
de la colonia, con una reduccion del 52.5 % en comparacidn con el tratamiento control (Figura 28B), lo

gue indica que la despolimerizacidén de actina produce una mayor sensibilidad de M. brunneum al RC.

A) RC 50 pg/mL +
Control RC 50 pg/mL Lat B 1.5 yg/mL

25=
= Control
20 = 50 pg/mL
B) 50 pg/mL + Lat B
1.5 pg/mL
15+

10+

il

Dias de incubacion

Diametro de colonia (mm)
L3,
1
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Figura 28. Respuesta de M. brunneum al colorante Rojo Congo en presencia de Lat B. Para probar el efecto de Lat B
sobre la sensibilidad de M. brunneum al RC, se utilizé la concentracion de 50 pg/mLy Lat Ba 1.5 ug/mLy como control
el hongo crecido en medio PDA sin colorante ni Lat B, realizando mediciones del didametro de las colonias a los 5, 8
11y 14 dias. En A) se muestra la morfologia colonial a los 14 dias de incubacién, donde la colonia del tratamiento
control y el tratamiento de 50 pg/mL de RC tienen didmetros similares, pero en presencia de Lat B disminuye
considerablemente el diametro de la colonia. Las imagenes se tomaron con una cadmara fotografica CANON EOS
REBEL T6. B) Grafico correspondiente a la tasa de crecimiento del hongo en los distintos tratamientos.
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Teniendo en cuenta que M. brunneum se vuelve sensible al RC en presencia de Lat B y con el fin de ver las
alteraciones que pudieran tener en la estructura de la pared del hongo, se realizaron observaciones
mediante microscopia confocal en hifas crecidas en medio PDA adicionado con RC (50 pg/mL) mas Lat B
1.5 ug/mL. Primero se observaron hifas provenientes de medio PDA (Figura 29A), las cuales presentan una
forma delgada y larga, tipica de Metarhizium. Después se hizo la observacién de hifas crecidas en medio
PDA adicionado unicamente con RC (Figura 29B), donde se aprecié que las hifas mantienen su forma
delgada y alargada. Ademas, el RC reveld6 como la pared celular tiene una sefial de fluorescencia
consistencia casi uniforme, con algunas acumulaciones en algunas regiones. Por ultimo, en las
observaciones de las hifas crecidas en medio adicionado con RC y Lat B (Figura 29C), se aprecia como es
gue las hifas tienen una forma distorsionada, con multiples ramificaciones apicales. De igual manera, el RC
reveld una alteracion considerable en la pared celular, ya que esta no era uniforme y estaba engrosada en

multiples regiones.

A) M. brunneum

B) M. brunneum / Rojo Congo

Rojo Congo

C) M. brunneum / Rojo Congo / Lat B

Rojo Congo

Figura 29. Efecto del colorante Rojo Congo y Lat B en la pared celular de M. brunneum. El hongo fue crecido en A)
medio PDA, B) PDA mas RC 50 ug/mLy C) PDA mas RC 50 pug/mL con Lat B 1.5 pg/mL. Las hifas fueron analizadas por
microscopia confocal y DIC, donde se observé que el RC no produce alteracién en el crecimiento de las hifas, y la
pared celular fue mayormente tefiida de manera uniforme, mientras que en el caso de las hifas crecidas en medio
con RC y Lat B el crecimiento fue aberrante, con ramificaciones apicales y la pared celular engrosada e irregular.
Barras de escala =5 um.
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3.6 Efecto de la alteracion de citoesqueleto de actina en el proceso de

endocitosis en M. brunneum

Se ha descrito que la endocitosis en hongos filamentosos, ademas de participar en la internalizacidn de
moléculas de senalizacidn, también participa en internalizar proteinas y lipidos de la membrana plasmatica
(productos del exceso de membrana generada por la exocitosis) para ser recicladas (Read y Kalkman, 2003;
Lara-Rojas et al., 2016). En las diferentes etapas de la endocitosis participan distintas proteinas, siendo
una de ellas los parches de actina. Con el fin de evaluar si la endocitosis se ve afectada al despolimerizar

actina, se utilizé el colorante lipofilico FM4-64.

Al hacer observaciones por microscopia confocal en hifas de M. brunneum crecidas en presencia de Lat B
y en ausencia (control), se establecié que tras la adicion del FM4-64 la membrana plasmatica se marcé casi
inmediatamente en ambos tratamientos, pero con una menor intensidad en el tratamiento con Lat B
(Figura 32A y 30B). En el tratamiento control la sefial de fluorescencia en el citoplasma se observé primero
en la regién subapical después de 3 min, aumentando rapidamente conforme pasaba el tiempo (Figura
32By Figura 32A). En el tratamiento con Lat B, la intensidad de la fluorescencia en el citoplasma fue menor,
con una reduccién del 70% en comparacion con el tratamiento control después de 3 min de exposicién al

colorante y se mantuvo a este porcentaje durante todo el tiempo (Figura 32A).

A) B)
WT + FM4-64 WT + Lat B + FM4-64

Figura 30. Tasa comparativa de internalizacidon del marcador endocitico FM4-64 en hifas maduras de M. brunneum.
A) Hifas cultivadas en MMV. B) Hifas cultivadas en MMV con Lat B a 1.5 ug/mL. Tiempo: min:seg. Barra de escala =5
pm.
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Por otra parte, en presencia de Lat B no se observd un AVC (Apical Vesicle Crescent) tefiido por FM4-64 a

diferencia de lo observado en el tratamiento control, donde si se observd claramente esta estructura

(Figura 31).

WT + FM4-64

Figura 31. Presencia del Apical Vesicle Cresent (AVC) en M. brunneum. La linea donde se midio la intensidad de
fluorescencia. La flecha sefala al AVC en la punta de la hifa.

Para comparar si el tratamiento con Lat B habia causado una diferencia en la internalizacion del FM4-64,
se realizé un analisis estadistico utilizando una prueba T de Student (a=0.5), mostrando una diferencia
significativa (P<000.1) y siendo la tasa de endocitosis menor en presencia de Lat B en comparacion con el
tratamiento control (Figura 32B).
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Figura 32. Andlisis estadistico de endocitosis en M. brunneum. A) Grafico de la intensidad de fluorescencia en la
region citoplasmatica subapical (5 um desde la punta) en MMV (n=22) y MMV mas Lat B (n=23). B) Comparativa entre
tratamiento control (n=84) y el tratamiento con Lat B (n=92) mostré una diferencia significativa entre ambos por
prueba T de Student (P<000.1).
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Capitulo 4. Discusion

El género Metarhizium comprende una gran variedad de especies fungicas de suma importancia en el
sector agricola, debido a su potencial como agente de control de insectos plaga causantes pérdidas
millonarias, ademds de representar una alternativa a los pesticidas quimicos que han causado dafios
considerables al ambiente y a la salud del ser humano (de la Cruz Quiroz et al., 2019). Otra caracteristica
destacable del género Metarhizium es su capacidad para potenciar el crecimiento de plantas durante su
interaccion benéfica con estas (Behie et al., 2012; Liao et al., 2014), lo que refuerza alin mas aplicacion

como biopesticida en el campo.

Durante el proceso de infeccidn, asi como durante la interaccién con las raices de las plantas, distintos
factores ambientales e intracelulares desencadenan una serie de eventos de diferenciacion y transporte
de organelos, los cuales son necesarios para el crecimiento del hongo, asi como en la produccion de
energia y hasta en desintoxicacion celular, donde el citoesqueleto desempefia un papel esencial (Timonen
y Peterson, 2002). Sin embargo, el conocimiento del citoesqueleto en Metarhizium es casi nulo, por lo que

en este estudio se abordod el papel del citoesqueleto de actina en el desarrollo de este hongo.

4.1 Localizacidn del citoesqueleto de actina en Metarhizium

El citoesqueleto de actina en hongos participa en multiples funciones celulares, como crecimiento celular,
regulaciéon de la polaridad celular, divisién celular (citocinesis), transporte intracelular de organelos,
endocitosis y exocitosis (Berepiki et al., 2010; Delgado-Alvarez et al., 2010). Para visualizar la localizacién
de la f-actina en M. brunneum, en este trabajo se realizd la construccion del vector expresion pOC012-
AGO5, que contiene la secuencia nucleotidica del reportero Lifeact-gfp bajo el promotor tef-al, promotor
fuerte y constitutivo de M. brunneum. Este vector se utilizé para transformar a M. brunneum mediante la
técnica de Agrotransformacion obteniendo cepas transformantes que lograban expresar Lifeact-GFP, ya

que la fluorescencia de estas era visible en las observaciones en microscopia confocal.

La localizacion y dinamica de la actina en hongos se ha reportado en diferentes hongos modelos y se ha
descrito que la actina forma diferentes estructuras como filamentos, cables, parches y anillos. Ademas, en
hongos como N. crassa se ha descrito que los microfilamentos de actina se localizan en la punta de la hifa

en donde se encuentra el SPK, funcionando como sostén y via de transporte de vesiculas mediados por
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proteinas motoras (Delgado-Alvarez et al., 2010). Al analizar conidios de M. brunneum expresando Lifeact-
GFP, se pudo apreciar fluorescencia en todo el conidio, pero con mayor concentracién en los extremos. En
germinulas, se lograron ver cimulos de actina en forma de parches distribuidos mayormente en la hifa en
crecimiento. En hifas maduras, nuevamente se pudo visualizar Unicamente cimulos de actina a lo largo de
toda la hifa, pero estructuras como filamentos o anillos no fueron posibles de visualizar. Tampoco fue
posible ver los arreglos de actina en la punta de la hifa en donde se encontraria el AVC (estructura similar
al Spk). Una caracteristica que podria influenciar en por qué no se ven a detalle las otras estructuras
formadas por la actina en las cepas transformantes de M. brunneum es el tamafiio de sus hifas, ya que en
el hongo modelo N. crassa, el hongo donde se ha hecho una descripcién mas detallada del citoesqueleto
de actina (Delgado-Alvarez et al., 2010; Berepiki et al., 2010), sus hifas tienen un didmetro de entre 10-15
um, mientras que en Metarhizium sus hifas tienen un didmetro de entre 2-4 um. En otros hongos, como
A. nidulans, se ha descrito mayormente la presencia de actina en forma de parches distribuidos a lo largo
de hifas maduras y estructuras como cables son vistos raramente (Fischer et al., 2008; Araujo-Bazan et al.,
2008; Taheri-Talesh et al., 2008), lo cual coincide con lo que se pudo observar en M. brunneum, que tiene

un grosor de hifas similar a A. nidulans (3-5 pum).

Sin embargo, las cepas transformantes de M. brunneum con Lifeact-GFP presentaron dificultades al
momento de ser observadas en microscopia confocal, ya que la fluorescencia emitida era de muy corta
duracion (< 1 min.), e incluso las cepas fueron perdiéndose entre las transferencias que se hacian a nuevos
medios de cultivo. Esto suele pasar en los hongos sometidos al proceso de Agrotransformacion, ya que
estas cepas pueden ser poco estables o incluso las inserciones de material genético externo pueden llegar
a ocurrir en sitios no especificos, interrumpiendo funciones de genes o causando mutaciones que pueden
resultar fatales. Esto abre la posibilidad reintentar la Agrotransformacidn, haciendo variaciones que
promuevan una mayor eficiencia en la obtencién de transformantes, cdmo hacer ajustes en la
concentracién de acetosiringona, los tiempos de incubacion o la temperatura del cultivo, factores claves

en este proceso (Li et al., 2017).

4.2 Participacion del citoesqueleto de actina en la distribucidn intracelular de

M. brunneum

En varios hongos modelo, como S. cerevisiae, A. nidulans, A. oryzae, se ha descrito la participacion del

citoesqueleto de actina en el posicionamiento y transporte de elementos intracelulares (Navarro-
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Espindola et al.,, 2020; Taheri-Talesh et al., 2008; Togo et al., 2017), principalmente en las zonas de
crecimiento activo. Para conducir estudios relacionados con la participacién del citoesqueleto de actina se
ha utilizado la droga despolimerizadora de actina Latrunculina (A y B). Cuando se usa esta droga, las
diferentes estructuras que forma la F-actina se ven alteradas, lo que produce consecuencias en el
desarrollo de los hongos, como en su crecimiento, polaridad, asi como en el transporte de componentes
intracelulares como peroxisomas, vesiculas, endosomas, entre otros. (Ketelaar et al., 2012; Togo et al.,
2017). En este trabajo se probd el efecto de alterar el citoesqueleto de actina con Latrunculina B (Lat B) en
la dindmica del transporte de peroxisomas, empleando la cepa M. brunneum (KAT-GFP), la cual contiene
a los peroxisomas etiquetados en su membrana por la proteina GFP. Cuando esta cepa no tenia el
citoesqueleto afectado, los peroxisomas mostraron 3 tipos de desplazamiento: rdpidos y largos, de
distancia media y oscilatorio en una misma posicién. Los movimientos rapidos a distancias largas pueden
atribuirse a un movimiento mediado a través de los microtubulos, ya que estos abarcan mayores distancias
al interior de las hifas en comparacion a microfilamentos de actina (Guimaraes et al., 2015; Li et al., 2017).
En el caso de los peroxisomas que tenian desplazamientos en distancias mds cortas u oscilatorios, estos
podrian deberse al transporte a través de los microfilamentos de actina o su posicionamiento en forma
estaticas en las redes formadas por los filamentos de actina. En un estudio en A. nidulans (Steinberg, 2016),
en el cual también se utilizé una cepa con los peroxisomas etiquetados con GFP, se pudo ver una dindmica
similar, con tres tipos de movimiento similares, ademas de que las velocidades y distancias recorridas por
los peroxisomas en este hongo eran similares a las vistas en este trabajo con M. brunneum. Asi mismo, al
alterar el citoesqueleto microtubular en M brunneum se pudo apreciar que los peroxisomas que en
condiciones normales tienen un desplazamiento largo y de velocidad alta disminuyen hasta en un 82%,
mientras que los peroxisomas de movimientos cortos y de menor velocidad o de movimiento oscilatorio
no se ven afectados (Hernandez Saiz, 2022). Esto sugiere que en M. brunneum el citoesqueleto
microtubular participa en el desplazamiento de los peroxisomas a largas distancias, mientras que los

movimientos cortos u oscilatorios estan relacionados con el citoesqueleto de actina.

La afectacion en el transporte de otro elemento intracelular fue probada con el colorante BODIPY, para
ver la relacién del citoesqueleto de actina con el transporte de cuerpos lipidicos. Este colorante ha sido
utilizado para el estudio de la dindmica de lipidos en hongos como Penicillium sp., Magnaporthe oryzae, y
Phaeosphaeria sp., en donde se observé que los cuerpos lipidicos presentan una forma semiesférica y
estan distribuidos a lo largo de las hifas (Wang et al., 2018; Kuroiwa et al., 2012). Las observaciones en
microscopia confocal en M. brunneum tefiido con BODIPY mostraron que las vesiculas lipidicas tenian
forma semiesférica y se distribuian a lo largo de la hifa madura. Adicionalmente, se analizé el movimiento

de los cuerpos lipidos y se observd que tenian dos tipos de movimiento, uno oscilatorio con
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desplazamientos cortos (<25 %) y otro de oscilacién tUnicamente (75 %) en ambos tratamientos ya que la
direccion de su movimiento era en sentido anterégrado y retrégrado. Sin embargo, los cuerpos lipidicos
en general presentaban una velocidad de desplazamiento mayor en el tratamiento con Lat B en
comparacién al tratamiento control. Sin bien se ha descrito que los cuerpos lipidicos pueden ser
transportados a través de los microtubulos y el citoesqueleto de actina (Kilwein y Welte, 2019b) en las
observaciones realizadas no fue posible apreciar movimientos largos y rapidos caracteristicos del
transporte a través de microtubulos, sino Unicamente movimientos cortos, lo que podria indicar un

transporte mayor Unicamente a través del citoesqueleto de actina.

Por dltimo, se probd el efecto de la alteracidn del citoesqueleto de actina en la dindmica de las
mitocondrias. Las observaciones en microscopia confocal permitieron ver que las mitocondrias de M.
brunneum tiene una forma tubular alargada que se encuentran distribuidas a lo largo de toda la hifa, asi
como la presencia de cumulos circulares. Esto concuerda con lo observado en otros hongos como en el
patégeno de humanos Candida albicans, en el cual se ha descrito que las mitocondrias pueden encontrarse
en cumulos circulares distribuidos en citoplasma en su forma levaduriforme, mientras que en su forma
filamentosa se aprecian algunos cumulos, pero también se precian redes tubulares de mitocondrias
distribuidas longitudinalmente en las hifas. En el caso Aspergillus fumigatus, un hongo filamentoso
patdgeno de humanos, también se ha visto que las mitocondrias se encuentran formando redes tubulares,
asi como redes fragmentadas que se encuentran dispersas en el citoplasma de las hifas (Navarro-Espindola
et al,, 2020). La posicién y el movimiento de las mitocondrias en los hongos dependen tanto del
citoesqueleto microtubular como el de actina, pero esto varia entre especies o estadios de desarrollo. En
la levadura S. cerevisiae se ha reportado que el movimiento de las mitocondrias estd mediado por los
microfilamentos de actina, asi como en el hongo filamentoso A. nidulans (Westermann y Prokisch, 2002) .
Sin embargo, en otra especie de levadura, Schizosaccharomyces pombe, la distribucién de las mitocondrias
se da a través de los microtibulos, al igual que en los hongos filamentosos Fusarium acuminatum, N.
crassa, Uromyces phaseoli, entre otros (Westermann y Prokisch, 2002). Los resultados de este trabajo
mostraron que la distribuciéon de las mitocondrias en M. brunneum no se veia alterada cuando el
citoesqueleto de actina era afectado, Unicamente las mitocondrias se encuentran mds dispersas. Por otro
lado, en el trabajo de Hernandez Saiz (2022), al alterar el citoesqueleto microtubular de M. brunneum las
mitocondrias se aglomeraban formando en diferentes areas a lo largo de toda la hifa, lo que podria indicar
que el citoesqueleto microtubular en M. brunneum es el que tiene una mayor participacion en la dindmica

de las mitocondrias.
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4.3 Relacion del citoesqueleto de actina con la pared celular de M. brunneum

Dado que la pared celular de los hongos representa la primera barrera contra los factores de estrés
ambientales, mantiene la integridad y forma de las células y participa en los procesos de infeccién de
hongos patdgenos, como C. albicans, un adecuado desarrollo de la pared celular es esencial (Arana et al.,
2009; Hopke et al., 2018). Ademds, la pared celular tiene un papel importante en la definicién del papel

ecolégico y la interaccién de los hongos con los sustratos y otros organismos.

Uno de los agentes utilizados en estudios relacionados con la integridad de la pared celular de los hongos
ha sido el Rojo Congo (RC). Este agente quimico es un colorante que tiene la capacidad de inducir estrés
en la pared celular, debido a su capacidad de intercalarse con la quitina y B 1-3-glucanos, inhibiendo las
enzimas necesarias para la sintesis de quitina y de enzimas que unen a la quitina con los B 1-3-glucanos
(Lima et al., 2021). Sin embargo, se ha reportado la capacidad de varias especies de hongos de tolerar la
presencia de RC e incluso la capacidad de degradarlo, aunque eso depende en gran medida de cada
especie. En este trabajo se determind la concentracion de RC necesaria para inhibir el crecimiento de la
cepa CARO19 de M. brunneum, siendo esta de 200 pug/mL y que produjo una reduccién del 55% en el
didmetro de colonia. Esto concuerda con lo observado en el trabajo de Lima et al., en el 2021, en donde
probaron la sensibilidad al RC de varias cepas de Metarhizium y se observé que Metarhizium tiene una
baja tolerancia al RC puesto que hay cepas (M. acridum ARSEF 324, M. anisopliae ARSEF 2341, M.
brunneum ARSEF 1187) que con concentraciones de 100 a 300 pg/mL tienen disminucion en el didmetro
de colonia de mas del 50%. Esta diferencia en la tolerancia al RC esta relacionada con los diferentes

ambientes en los que se encuentran cada cepa, asi como los insectos hospederos de cada una de las cepas.

Puesto que el citoesqueleto de actina participa en el transporte de los diferentes componentes que
conforman la pared celular, asi como participar en la mediacién de la respuesta inmune ante agentes que
causan dafio a la pared celular, en este trabajo se analizé el efecto de altera el citoesqueleto de actina con
Lat B y su respuesta a la sensibilidad al RC. Los resultados mostraron un incremento altamente marcado
en la sensibilidad al RC en presencia de Lat B, ya que con la concentracion minima probada de 50 pg/mL,
la colonia tenia una disminuciéon del 52 % en el diametro, similar a la diferencia observada cuando se tiene
Unicamente el RC en concentraciones mayores a 200 pg/mL. Un analisis microscopico de la pared celular
mostré que cuando M. brunneum es crecido en presencia de RC 50 pg/mL, la pared celular mantiene una
estructura uniforme a lo largo de la hifa, ademas de presentar un incremento en la punta de la hifa. Cuando
el hongo es crecido en RC y afectado por Lat B, las hifas crecen distorsionadas y la pared celular sufre

cambios, pues se pierde su estructura uniforme, algunas zonas se engrosan y otras mas se adelgazan, asi
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como la aparicidn de parches fluorescentes y disminucidn del grosor de la pared en las puntas de las hifas.
Esto puede deberse a un mal transporte de los componentes de la pared celular a través del citoesqueleto
desestabilizado por la accién de Lat B, por lo cual el citoesqueleto de actina es esencial para una formacion
adecuada de la pared celular. Por otro lado, Hernandez Saiz (2022) reportdé que cuando el citoesqueleto
microtubular es afectado en M. brunneum, la pared el grosor celular y los septos no se ve afectado,
manteniendo una forma bien definida, pero hay una disminucién muy notoria en el grosor del apice de la
hifa, indicando una mayor participacidn del citoesqueleto de actina en la adecuada formacion de la pared
celular. Todo esto deja una ventana para posteriormente probar si hay un cambio en la virulencia de este
hongo cuando hay alteracién del citoesqueleto de actina, asi como la pared celular de este, ya que en
patégenos de humanos se ha visto que, al haber afectacién de alguno de estos factores, la virulencia se ve

disminuida (Arana et al., 2009).

4.4 Participacion del citoesqueleto de actina en la endocitosis en M. brunneum

La endocitosis en hongos filamentosos consiste en la internalizacién de compuestos ambientales a través
de la membrana plasmatica, para su procesamiento y reciclado de vuelta a esta o para su degradacion al
interior de la célula por los lisosomas (Steinberg, 2014). Se ha descrito que este proceso es mediado por
el citoesqueleto de actina especificamente por los parches de actina junto con proteinas asociadas (MYO-
1, Coronina, Fimbrina y complejo ARP-2/3) y que al ser alterados cualquiera de estos elementos, causa una
fuerte disminucién en la endocitosis(Delgado-Alvarez et al., 2010; Lara-Rojas et al., 2016). Por otra parte,
existen reportes en levaduras como S. cerevisiae y S. pombe, donde se describe la mediacién de la
endocitosis mediante la internalizacion del colorante lipofilico FM4-64 (Commer y Shaw, 2021). Sin
embargo, en hongos filamentosos como Aspergillus nidulans, Ustilago maydis y Neurospora crassa, se ha
visto que el transporte de vesiculas durante la endocitosis se da principalmente a través del citoesqueleto
microtubular (Commer y Shaw, 2021). Teniendo esto en cuenta, en este trabajo se utilizé6 FM4-64 como
marcador de endocitosis en M. brunneum, y se establecié que al alterar el citoesqueleto de actina con Lat
B produce una disminucién del 70% en la internalizacion del FM4-64 (cinco veces menor en comparacion
con el tratamiento sin Lat B), el cual refleja una disminucion de la endocitosis. Lo anterior probablemente
es debido a que los parches de actina son posicionados y transportados por los filamentos de actinay que
al estar despolimerizados los filamentos no cumplen con su funcidn. Por otra parte, no se observa el AVC
caracteristico en la punta de la hifa, este tipo de estructura se compone principalmente de vesiculas

secretoras y este grupo de vesiculas ademas de ser trasportados hacia la membrana apical por filamentos
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de actina, también funcionan en la estratificacion del AVC (Roberson, 2020), que al ser desplolimerizada

la actina pierden estabilidad las vesiculas.
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Capitulo 5. Conclusiones

Las cepas transformantes Lifeact-GFP de M. brunneum mostraron actina en forma de pequefios parches a
lo largo de la hifa. Sin embargo, no fue posible ver otras estructuras tipicas como los filamentos, cables o
anillos de actina o acumulacién en el en el AVC. La concentracion de 1.5 pg/mL de Lat B disminuye el
crecimiento del hongo en aproximadamente un 50% y produjo alteraciones evidentes en la polaridad
celular con la formacion de hifas distorsionadas y ramificacién apical. La desorganizacidn del citoesqueleto
de actina produce alteracién en el transporte y posicionamiento de elementos cargo, como los
peroxisomas y cuerpos lipidicas, vesiculas y mitocondrias. También se pudo ver que las alteraciones en
citoesqueleto de actina afectan la endocitosis y la correcta deposicién de la pared celular a través de la
exocitosis. Todo esto sefiala que en M. brunneum, el citoesqueleto de actina tiene un papel muy
importante en la organizacién intracelular, dindmica de organelos y en el proceso de secrecion y

endocitosis.
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