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LOCALIZACION Y DINAMICA DE LAS PROTEINAS GRB Y APS-1
DURANTE LA DIVISION NUCLEAR EN EL HONGO FILAMENTOSO
Neurospora crassa

Resumen aprobado por:

Dra. Rosa Reyna Mourifio Pérez
Director de Tesis

La y-tubulina es responsable de la formacion de novo de Microtubulos (Mts)
a partir de los Centros Organizadores de Microtubulos. Las pericentrinas son
proteinas para el reclutamiento del complejo de la y-tubulina a la placa interna del
SPB (por sus siglas en inglés Spindle Pole Body), y son importantes para
promover el correcto ensamblaje del huso mitético. Mientras que otro grupo de
proteinas se encargan del reclutamiento del complejo a la placa externa del SPB,
y son importantes para posicionamiento nuclear en hongos. En este trabajo se
describe la localizacion y dinamica de las proteinas GRB y APS-1, homologas a
Pcp-1 y Mto1 de Schizosaccharomyces pombe, en el hongo filamentoso
Neurospora crassa. Estas proteinas fueron marcadas con las proteinas
fluorescentes GFP o mCHFP. Tanto la GRB como la APS-1 se observaron como
puntos brillantes asociados a los nucleos, durante todos los estadios del ciclo de
vida de N. crassa. Estas co-localizan con la y-tubulina en SPBs. La GRB se
encuentra embebida en la membrana nuclear. Ademas de interactuar con los Mts
citoplasmaticos en interfase y con los Mts del huso acromatico en mitosis. Algunos
nucleos presentan dos puntos de GRB localizada en extremos opuestos, previo a
la formacién del huso. La GRB se localiza muy cercanamente a la histona
centromérica CenH3. La delecion del gen grb es letal. La APS-1, se observd
también libre en el citoplasma, pero no se localizé en los septos. La mutacion
Aaps-1 indica que esta proteina es esencial en N. crassa. En base a las
observaciones se puede decir que tanto GRB como APS-1 son parte de los SPBs
y son esenciales ya que estan involucradas en los procesos de mitosis.

Palabras Clave: Neurospora crassa, mitosis, SPBs, y-tubulina, pericentrina, Pcp-
1, Mto1



ABSTRACT of the thesis presented by Rosa Maria Ramirez Cota as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in LIFE SCIENCES with
orientation in MICROBIOLOGY. Ensenada, Baja California, México. December
2010.

LOCALIZATION AND DINAMICS OF THE GRB AND APS-1 DURING NUCLEAR
DIVISION IN THE FILAMENTOUS FUNGUS Neurospora crassa

The y-tubulin associated with the Microtubule Organizing Centers (MTOC) is
controlling the de novo synthesis of Microtubules (Mts). The pericentrin proteins
are responsible of the recruitment of the y-tubulin complex to the inner plate of the
Spindle Pole Body (SPB), and are important to ensure the correct mitotic spindle
assembly. The positioning of the y-tubulin complex on the outside of the SPB plate
is carried out by other proteins, important in the positioning of the nuclei in fungi. In
this work we describe the positioning and dynamics of GRB and APS-1, homolog’s
of Pcp-1 and Mto1 of Schizosaccharomyces pombe, in the filamentous fungus
Neurospora crassa. GRB and APS-1 were tagged with the fluorescent proteins
GFP or mCHFP, and observed as bright spots on the nuclei surface and
associated with y-tubulin at the SPBs, during all the stages of the life cycle of N.
crassa. GRB is embedded in the nuclei membrane, and also associated with the
cytoplasmic Mts and with the Mts of the spindle during mitosis. GRB is sometimes
found on two opposite ends of the nucleus before the spindle is formed. GRB is
localized closed to the centromeric histone CenH3. The deletion of the gen grb is
lethal. APS-1 was not localized at the septa but could be found within the
cytoplasm. The mutation Aaps-1 shows this protein to be essential in N. crassa.
These observations suggest that both GRB and APS-1 are part of the SPBs and
are essential because they form part of the mitosis machinery

Keywords: Neurospora crassa, mitosis, SPBs, y-tubulin, pericentrin, Pcp-1, Mto1
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1 Estructura y composiciéon del SPB. EI SPB esta embebido en la
membrana nuclear, tiene una placa externa en contacto con el
citoplasma con Mts citoplasmaticos y una cara interna en el
nucleoplasma con Mts nucleares. La placa central se asocia a
las proteinas de membrana nuclear Ndc1, Mps2 y Bbp1. Las
placas internas se encuentran entre la placa central y la placa
externa. El puente medio conformado por varias proteinas es el
sitio de ensamblaje del SPB hijo (Imagen adaptada de
Jaspersen y Winey, 2004). 9

2 Duplicacion del SPB. 1) La duplicacion del SPB se inicia con la
elongacion del puente medio y la acumulacion de los materiales
que forman al SPB satélite, 2) continua con la expansion del
SPB satélite formando las placas central, intermedias y externa,
3) posteriormente ocurre la insercion del SPB a la membrana y
la formacién de la placa interna, 4) seguida por la migracion de
los SPBs a extremos opuestos del nucleo (Imagen adaptada de
Jaspersen y Winey, 2004) 12

3 Diagrama de los vectores utilizados para la expresion de GRB-
GFP y GRB-mCHFP. (a) El plasmido pMF272 se caracteriza por
la presencia del gen sgfp (5013-5732), cuya expresion esta
regulada por el promotor de N. crassa ccg-1 (4060-4979). Las
secuencias 5’ A-his-3 (8460-6350) y 3’ his-3 (4005-2379) sirven
para dirigir el plasmido al locus del gen his-3 de N. crassa. El
gen [-lactamasa (468-1328) confiere resistencia a ampicilina a
las células de E. coli que lo contienen. El plasmido pJV15-2
derivado de pMF272 contiene la secuencia de la mchfp en lugar
de la gfp (6031-5720) y su expresion es regulada por el promotor
fuerte ccg-1 al igual que en el pMF272. (b) El plasmido
pPMF272+grb derivado del pMF2-72 se caracteriza por la
presencia del ORF del gen grb (4986-9560) seguido por la gfp
(9569-10288), y el plasmido pJV15-2+grb derivado del pJV15-2
se caracteriza por presentar el ORF del gen grb (4986-9560)
seguido por la mchfp (9571-10287) 23
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Diagrama del plasmido pZero pMF357 pPP43. El plasmido se
caracteriza por expresar el ORF del gen gfp (2979-3695)
sequido por el gen hph (4120-5145), la secuencia 10Xgly (2970-
2999) produce una bisagra de 10 glicinas y la secuencia
loxP(5172-5205) es reconocida por la enzima recombinasa Cre
en bacterias que es Uutil para recombinacion entre dos
secuencias loxP, resultando en la escision, recombinacion o
traslocacion del DNA (Van Duyne, 2001), el plasmido posee
ademas el gen de resistencia al antibidtico kanamicina (1182-
1976). (d) Diagrama del pRR1_Omcherry derivado de Ila
clonacion de mchfp en el pZero pMF357 pPP43, se caracteriza
por expresar el ORF del gen mchfp (2979-3686) seguido por el
gen hph (4120-5145)

PCR de fusion para el marcaje endégeno de proteinas en el
hongo N. crassa. (a) amplificacion de los fragmentos 5’ y 3’ de
los genes de interés y del cassette 10Xgli (que cddifica para 10
glicinas) sequido de la secuencia que codifica para la proteina
fluorescente (GFP o mCHFP) y del gen de resistencia a
higromicina (hph). (b) PCR de fusion del fragmento 5 con el
cassette 10XGli_FP_1/2Hph y del fragmento 3’con 1/2Hph. (c)
los dos cassettes construidos se utilizan en la transformacion de
DNA genomico de N. crassa, mediante recombinacion homologa
se reemplaza el gen nativo de la proteina de interés por los
cassettes que contienen el 5°_10Xgli_FP_hph.

Método del bloque de agar invertido. EI método consiste en
cortar un fragmento del agar con micelio y colocarlo de manera
invertida sobre el cubreobjetos (Modificado de Hickey et al.,
2004 en Ramirez-Cota, 2008)

Construccion de los plasmidos pJV15-2+grb y pMF272+grb (a)
electroforesis de pMF272, pJV15-2 y el ORF de grb digeridos
con las enzimas de restriccion Xbal y Pacl para su posterior
ligacion, (b) PCR de colonia de las recombinantes de E. coli que
contienen el gen grb ligado a pJV15-2 y pMF272, las flechas
sefialan las clonas positivas para el grb, (c) digestion enzimatica
con Xbal y Pacl para corroborar la correcta integracion del ORF
del gen grb en los plasmidos pJV15-2 y pMF2-72. Gel de
agarosa al 1%, A= marcador de peso molecular
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Construccion del plasmido pRR1_Omcherry (a) Electroforesis
gen mchifp y del vector pZero_ pMF357 pPP43 digeridos con las
enzimas de restriccion Xbal y Pacl para su posterior ligacion, (b)
PCR de colonia de las recombinantes de E. coli que contienen el
gen mchfp ligado al vector pZero_ pMF357 _pPP43, (c) digestion
enzimatica con Ncol para corroborar la integracion correcta del
ORF del gen mchfp en el pZero pMF357 pPP43, las flechas
sefialan las clonas positivas. Gel de agarosa al 1%, A= marcador
de peso molecular.

Construccion de los cassettes para marcaje enddégeno de las
proteinas GRB, APS-1 y ptubulina con las proteinas
fluorescentes GFP y mChFP. (a) electroforesis de los cassettes
GFP-Hph y mCHFP-Hph amplificados a partir de los plasmidos
pZero pMF357 pPP43 y pRR1_0Omcherry, respectivamente. (b)
electroforesis de los fragmentos 5" y 3'de los genes gtub, aps-1
y grb amplificados por PCR a partir de DNA gendémico de N.
crassa N39. (c) electroforesis de los productos del PCR de
fusion de los fragmentos 5y 3°de los genes con los cassettes
GFP+Hph y CHFP+Hph para posteriormente ser utilizados en la
transformacion genética de N. crassa.

Southern blot de las cepas transformantes de N. crassa para
corroborar la correcta integracion del DNA. (a) DNA de la cepa
N. crassa GRB-mCHFP digerido con las enzimas Pvll y Avll, (b)
DNA de las transformantes N. crassa APS-1-mCHFP (8,7 y 2) y
N. crassa APS-1-mCHFP (4,3 y 2) digeridos con las enzimas
Sacll y Ndel, (c) DNA de la cepa N. crassa y-tubulina-GFP y N.
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Imagen de conidias que muestran la expresion de la GRB-GFP y
GRB-mCHFP regulada por el promotor ccg-1 y por el promotor
endogeno. (a)-(c) N. crassa GRB-GFP; P-ccg1, (d)-(f) N. crassa
GRB-mCHFP; P-ccg1 y (g)-(i) N. crassa GRB-mCHFP; P-
endogeno. (a), (d) y (g9) Canal fluorescente que muestra la GRB
con los diferentes marcajes; (b), (e) y (h) canal de contraste
fases; y (c), () é (i) sobreposicion de las imagenes del canal de
fluorescencia y de contraste de fases. Escala=5 um

Imagen de germinulas de 6 h de crecimiento, que muestran la
expresion de la GRB-GFP y GRB-mCHFP regulada por el
promotor ccg-1 y por el promotor endogeno. (a)-(c) N. crassa
GRB-GFP; P-ccg1, (d)-(f) N. crassa GRB-mCHFP; P-ccg1 y (g)-
(i) N. crassa GRB-mCHFP; P-enddgeno. (a), (d) y (g) Canal
fluorescente que muestra la GRB con los diferentes marcajes;
(b), (e) y (h) canal de contraste fases; y (c), (f) é (i) sobreposicion
de las imagenes del canal de fluorescencia y de contraste de
fases. Escala=10 um.

Imagen de hifas maduras de las cepas que expresan el marcaje
de la GRB con proteinas fluorescentes, cuya expresion es
regulada por el promotor ccg-1 o por el promotor endégeno. (a)-
(c) N. crassa GRB-GFP; P-ccg1, (d)-(f) N. crassa GRB-mCHFP;
P-ccg1 y (g9)-(i) N. crassa GRB-mCHFP; P-enddgeno. (a), (d) y
(g) Canal fluorescente que muestra la GRB con los diferentes
marcajes; (b), (e) y (h) canal de contraste fases; (c), (f) é (i)
sobreposicion de las imagenes del canal de fluorescencia y de
contraste de fases. Escala=10 um.

Imagen de ascosporas de la cepa N. crassa GRB-mCHFP per-1
tomada por microscopia confocal. (a) y (c) canal de
fluorescencia, (b) y (d) superposicion del canal de fluorescencia
y el canal de contraste de fases, en donde se observa la
distribucion de la GRB-mCHFP en el asca (a) y (b) y de una
ascospora (c) y (d).
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Asociacion de la GRB con los nucleos durante diferentes
estadios celulares de N. crassa. (a) Canal de fluorescencia de
una conidia de N. crassa que expresa la GRB-GFP en verde y
los nucleos dRFP-H1 en rojo, (b) distribucion de la GRB en una
germinula de 6h de crecimiento, (c) acercamiento de dos
nucleos que muestran la asociacion de la GRB en el SPB, (e)
hifa madura con 12 h de crecimiento en donde se observan
nucleos en interfase y en mitosis, (d) y (f) acercamiento de dos
nucleos en mitosis.

Asociacion de la GRB con la y—tubulina en una hifa madura de
N. crassa. (a) Canal de fluorescencia que muestra la distribucion
de la y-tubulina-GFP, (b) canal de fluorescencia que muestra la
distribucion de la proteina GRB-mCHFP y (c) superposicion de
(a) y (b), (d) y (e). Acercamiento de una zona subapical y basal
de la hifa en (c) que muestra la co-localizaciéon de la GRB con la
y-tubulina en los SPBs. Escala= 10 um.

Localizaciéon de la GRB en relacion a la membrana nuclear de
conidias de N. crassa. Imagen confocal de la superposicion de
dos canales de fluorescencencia de conidias que expresa la
GRB en rojo y la membrana nuclear en verde.

Asociacion de la GRB con los Mts. (a) Region basal de una hifa
madura que muestra la GRB-GFP asociada a los Mts marcados
con la p-tubulina-mCHFP, (b) acercamiento de un huso mitético
con la GRB asociada en los extremos del mismo, (c) y (d)
acercamiento de dos nucleos con la GRB-GFP localizada en
extremos opuestos, previo a la formacion del huso, region apical
y Subapical de una hifa madura.

Asociacion de la GRB con la histona Cen-H3. (a), (b), (d) y (e)
son acercamientos de SPBs de una hifa madura (c) que expresa
la proteina GRB-mCHFP y la proteina CenH3-GFP.

Imagen de 2D de una conidia que muestra la distribucion de la
APS-1. (a) Canal de fluorescencia. (b) Canal de contraste de
fases. (c) Composicion de (a) y (b). Rebanada focal de 0.9 um.
Escala=5um.
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Localizacion de la APS-1 en una germinula con 6 h de
crecimiento. La APS-1 se distribuye en forma de acumulaciones
fluorescentes aparentemente asociadas a los nucleos a lo largo
de todo el citoplasma. (a) Canal de fluorescencia. (b) Canal de
contraste de fases. (c) Composicion de (a) y (b). Rebanada focal
de 0.9 um. Escala=10 um.

Localizacion de la APS-1 en hifas maduras. La APS-1 se
distribuye a lo largo de la hifa, aparentemente asociada a los
nucleos, las hifas presentan un crecimiento afectado. (a) Canal
de fluorescencia. (b) Canal de contraste de fases. (c)
Composicion de (a) y (b). Rebanada focal de 0.9 um.
Escala=10um.

Asociacion de la APS-1 con la y—tubulina en una hifa madura de
N. crassa. (a) Canal de fluorescencia que muestra la distribucion
de la APS-1-GFP, (b) canal de fluorescencia que muestra la
distribucion de la proteina y—tubulina -mCHFP y (c)
superposicion de a y b. Las flechas muestran la co-localizacion
de APS-1 con la y-tubulina en los SPBs y los asteriscos indican
la APS-1 que no co-localiza con la y-tubulina. Escala=10 um.

Imagen en 2D de hifas maduras de la cepa que expresa APS-1-
GFP tenidas con FM4-64. (a)-(c) Zona apical y (d)-(f) zona distal
de hifas las hifas. (a) y (d). Canal de fluorescencia que muestra
la distribucion de la APS-1-GFP, (b) y (e) canal de fluorescencia
que muestra la tincion con el FM4-64 y (c) y (f) superposicion de
(a) y (b). Escala=10 um.

Imagen de peritecio, ascosporas y germinulas generadas de la
cruza de las mutantes AAPS-1 y AGRB1 con la cepa NMF61.
Escala=200 um.

PCR para corroborar la delecion de la GRB. (+) DNA genémico
de la cepa tipo silvestre, (-) agua, (AH) DNA genomico del
heterocarion, (45-47) DNA gendmico del homocarion obtenido a
partir de la cepa. Las bandas corresponden al tamario del ORF
del gen grb.
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Diagrama representativo de la localizacion de GRB en N. crassa.
La GRB se encuentra embebida en la membrana nuclear,
asociada con la jy-tubulina en los SPBs de los nucleos. En los
nucleos en interfase la GRB y la CenH3 se encuentran en una
posicion muy cercana, mientras que en la mitosis estan alejadas.
La GRB se asocia a un extremo de los Mts citoplasmaticos que
emanan del SPB, y en mitosis se localiza en los extremos
opuestos del huso mitotico.
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I. Introduccién

Los hongos son organismos eucariotas que afectan nuestra vida en
diversos aspectos como en la ecologia, la industria, la medicina y la agricultura
entre otros. Muchos hongos son utilizados por el humano debido a sus
caracteristicas benéficas como la alimentacion, la produccién de antibidticos,
procesos de fermentacion, etc. Al mismo tiempo, los hongos son una amenaza
para la salud de plantas y animales. Las enfermedades de plantas producidas por
hongos, generan grandes peérdidas economicas en la agricultura. En humanos
también causan diversas enfermedades como la candidiasis (Candida spp) y la
aspergilosis (Aspergillus) entre otras. Los hongos pueden estar en el ambiente en
forma de levadura o en forma micelial. A estos ultimos se les denominan hongos

filamentosos.

Las células de los hongos filamentosos son llamadas hifas, se caracterizan
por tener forma tubular, con crecimiento polarizado en el apice, son septadas y
generalmente multinucleadas. El principal punto de crecimiento de estos hongos
se encuentra en la punta de las hifas y ocurre por secrecion de materiales como
enzimas, precursores de membrana y pared celular (Bartnicki-Garcia y Lippman,
1969; Trinci, 1978; Harold, 1990, 1997; Riquelme et al., 2000; Bartnicki-Garcia,
2002). Este crecimiento apical esta asociado a una acumulacion de vesiculas en el
apice de la hifa que se denomina Spitzenkorper (Spk), que se ha hipotetizado
como el director del crecimiento polarizado (Bartnicki-Garcia y Lippman, 1969;
Grove y Bracker, 1970; Howard y Aist, 1977; Trinci, 1978; Howard, 1981; Harold,
1990, 1997; Riquelme et al., 2000; Bartnicki-Garcia, 2002).



Se ha establecido que el transporte de materiales hacia el Spk esta
regulado por el citoesqueleto celular, que es una red de macromoléculas, que
permite coordinar los movimientos al interior de la célula para la organizacion
citoplasmatica y el crecimiento celular. Los microtubulos (Mts) y los filamentos de
actina son los elementos mas importantes del citoesqueleto en hongos
filamentosos, los primeros son considerados como los principales responsables
del transporte a larga distancia de vesiculas secretoras al Spk, mientras que los
filamentos de actina estan involucrados principalmente en el movimiento a corta
distancia del Spk a la membrana (Howard y Aist, 1977, 1980; Howard, 1981;
Gooday, 1983; Roberson y Fuller, 1988; Gow, 1989; Hasek y Bartnicki-Garcia,
1994; Heath, 1994; McDaniel y Roberson, 1998; Harris et al., 2005; Mourifio-Pérez
et al, 2006). Los Mts intervienen ademas en el posicionamiento de diversos
organelos, la regulacion de los movimientos intracelulares, asi como durante la
formacion del huso mitético. La polimerizacién de los Mts ocurre en los Centros
Organizadores de Microtubulos (MTOCs- por sus siglas en inglés Microtubule
Organizing Centers) que en hongos filamentosos corresponden a los SPBs (por

sus siglas en ingles Spindle Pole Bodies).

El SPB es un organelo laminar en forma de disco que se encuentra
embebido en la membrana nuclear (Bullitt et al., 1997; O Toole et al., 1999; Adams
y Kilmartin, 1999), con una cara al citoplasma y una cara nuclear, donde se

polimerizan tanto los Mts nucleares como los citoplasmaticos.

El principal componente de los MTOCs es la y-tubulina, una proteina
conservada en células eucariotas, responsable de la formacién de novo de Mts a
partir de dimeros de a- y B-tubulina (Oakley y B. Oakley, 1989; Oakley et al., 1990;
Horio et al., 1991; Stearns et al., 1991; Zheng et al., 1991; Oakley, 1992). En la
levadura de gemacidn Saccharomyces cerevisiae, la polimerizacion de Mts
nucleares esta regulada por la proteina Spc110p, que se encarga del
reclutamiento del complejo de la Tub4 (y-tubulina) (Friedman et al., 2001),

mientras que la proteina Spc72p es responsable del reclutamiento del complejo de



la Tub4 en la placa externa del SPB (Pereira et al., 1999; Hoepfner et al., 2000).
En la levadura de fisiobn Schizosaccharomyces pombe, la proteina Mto1 se
encarga del reclutamiento y la polimerizacion de los Mts citoplasmaticos en la
placa externa del SPB (Sawin y Tran, 2006) y la proteina Pcp1, ortélogo de la
Spc110, se encarga del reclutamiento del complejo de la y-tubulina hacia su placa
interna, su mutacion causa defectos en la formacién del huso mitético (Fong et al.,
2010).

Pese a la importancia de las proteinas de reclutamiento del complejo de la
y-tubulina al SPB, poco se sabe de ellas en hongos filamentosos. Hasta el
momento solo se ha descrito el papel de la proteina ApsB, ortélogo de Mto1, en
Aspergillus nidulans. La cual se encarga de la organizacién de los Mts en la cara
citoplasmatica del SPB, en los septos y en el citoplasma de A. nidulans (Veith et
al., 2005; Zekert et al., 2010), la mutaciéon de esta proteina no es letal, pero si
ocasiona defectos en el desplazamiento de los nucleos (Clutterbuck, 1994).
Aunque Flory y colaboradores (2002) demostraron la existencia del ortélogo de la
pericentrina en A. nidulans, el gen hipotético AF365926, hasta el momento no se
han reportado estudios que confirmen su funcionalidad. ElI hongo filamentoso
Neurospora crassa es un buen candidato para el estudio de las proteinas de
reclutamiento de la y-tubulina, debido a que sus nucleos son haploides, posee un
gen por cada proteina (Beadly y Tatum, 1941), su genoma ha sido totalmente
secuenciado (Galagan et al, 2003), presenta hifas de gran tamano
(aproximadamente 10 um de diametro) y el uso de técnicas de marcaje con

proteinas fluorescentes facilita el estudio de la dinamica de proteinas in vivo.

Mediante la comparacion de secuencias de las proteinas Mto1 y Pcp1 en el
genoma de N. crassa se identificaron los genes que codifican para estas, se
analizé su dinamica y localizacion, asi como su asociacion con la y-tubulina y los

Mts durante la interfase y mitosis en el hongo filamentoso N. crassa.



Il. Antecedentes

[I.1 Hongos filamentosos

Las células de los hongos filamentosos son llamadas hifas, se caracterizan
por presentar forma tubular, pueden ser septadas o aseptadas y generalmente son
multinucleadas. El crecimiento en las hifas ocurre por la secrecion polarizada de
vesiculas que transportan enzimas y material de crecimiento en el apice de las
células (Bartnicki-Garcia et al., 1989; Gow, 1994; Bartnicki-Garcia, 2002; Harris y
Momany, 2004; Harris et al., 2005). El Spk parece ser el principal orquestador del
crecimiento polarizado regulando el proceso de exocitosis, se encarga de recibir,
organizar y distribuir las vesiculas exociticas que seran secretadas en el apice
(Bartnicki-Garcia, 2002). El citoesqueleto juega un papel fundamental en el
crecimiento y la morfogénesis hifal (Heath et al., 1982; Heath y Kaminskyj, 1989;
Bartnicki-Garcia, 2002). Los Mts son considerados como los principales
responsables del transporte de vesiculas a largas distancias hacia el Spk,
mientras que el citoesqueleto de actina se encarga del transporte de vesiculas a
cortas distancias del Spk hacia la membrana (Howard y Aist, 1977,1980; Howard,
1981; Gooday, 1983; Gow, 1989; Roberson y Fuller, 1988; Hasek y Bartnicki-
Garcia, 1994; Heath, 1994; McDaniel y Roberson, 1998; Harris et al., 2005).

El citoesqueleto microtubular es esencial para varios procesos celulares de
las hifas como la mitosis, el crecimiento y la organizacion celular (Horio y Oakley,
2005; Fuchs et al., 2005), la distribucién y transporte de organelos (Seiler et al.,
1999; Straube et al., 2001) y el mantenimiento de la polaridad celular (Riquelme et
al., 1998; Heath et al., 2000; Riquelme et al., 2003; Horio y Oakley, 2005).



I1.2 MicrotUbulos

Los Mts son polimeros cilindricos de 25 nm de diametro que conforman la
unidad basica del citoesqueleto microtubular. Estan compuestos por dimeros de o
y PB-tubulina ensamblados alternadamente, con una terminal negativa y una
positiva que es mas dinamica. Los extremos de los Mts poseen inestabilidad
dinamica caracterizada por el acortamiendo y alargamiento de la longitud (Desai y
Mitchison, 1997).

La dinamica de los Mts es regulada por diferentes proteinas que se asocian
a ellos interactuando principalmente con sus terminales positiva y negativa. En el
extremo positivo se encuentran varias proteinas que interactian con el Mt
regulando su inestabilidad dinamica. Dentro de las proteinas asociadas a los Mts
(MAPs, por sus siglas en inglés-Microtubule Associated Proteins) se encuentran
aquellas que los estabilizan y promueven su polimerizacion, las que inducen la
despolimerizacién y las que se asocian a lo largo del Mt para el transporte de

organelos y vesiculas.

En el extremo negativo del Mt se encuentra la y-tubulina, una proteina
altamente conservada en células eucariotas, que se encarga de la nucleacién de
los Mts (Oakley y Oakley, 1989, Oakley el al., 1990). La nucleacion de los Mts

ocurre en sitios especificos llamados MTOCs.

[1.3 y-tubulina

Los MTOCs se encargan del arreglo temporal y espacial de los Mts
(Brinkley, 1985; Mazia, 1987; Kimble y Kuriyama, 1992; Pereira y Shiebel, 1997;
Erickson, 2000; Moritiz y Agard; 2001). La y-tubulina es el elemento central de los
MTOCs, en células de mamiferos esta asociada a los centrosomas y en células de
hongos a los SPBs (Oakley y Oakley, 1989; Oakley et al., 1990; Horio et al., 1991;



Zheng et al., 1991; Raff et al., 1993; Liu et al., 1994; Lopez et al., 1995; Sobel y
Snyder, 1995; Zheng et al., 1995; Marschall et al., 1996).

La y-tubulina se descubrié en 1989 en A. nidulans, localizada en los SPBs
(Oakley et al., 1990). La y-tubulina pertenece a la familia de las tubulinas (Oakley y
B. Oakey, 1989), es una proteina altamente conservada en células eucariotas (B.
Oakley et al., 1990; Horio et al., 1991; Stearns et al., 1991). Esta proteina no forma
parte del filamento del Mt, pero es un componente importante para la formacion y
la dinamica del mismo. Se encuentra localizada en la regidn negativa del Mt,

confiriéndole una mayor estabilidad.

En células eucariotas, la y-tubulina se encuentra asociada a otras proteinas
formando dos complejos: el complejo pequefio de y-tubulina (y-TuSC), que esta
formado de dos subunidades de y-tubulina y el complejo grande en anillo de y-
tubulina (y-TuRC) formado de 12 a 14 unidas a las proteinas GRIPs (Gamma Ring
Proteins por sus siglas en inglés) ensambladas en espiral con un diametro de 25

nm aproximadamente (Zheng et al., 1995; Erickson, 2000).

La y-tubulina se distribuye de manera dispersa en el citoplasma y se
acumula en los MTOCs (Mead y Schroer, 1995; Moudjou et al., 1996; Straube et
al., 2003; Ramirez-Cota, 2008). En células animales la concentracion de la y-
tubulina en los centrosomas cambia durante el ciclo celular (Stearns et al., 1991;
Zheng et al., 1991; Joshi et al., 1992) con un incremento repentino en el inicio de
la mitosis (Khodjakov y Rieder, 1999). Dictenber y colaboradores (1998)
encontraron que los niveles de la y-tubulina y de la pericentrina se incrementan
progresivamente en los centrosomas de la fase G1, alcanzando su pico maximo
en metafase e inmediatamente después alcanza los niveles basales. El rapido
reclutamiento de la y-tubulina a los MTOCs durante la mitosis ha sido asociado a
las pericentrinas en mamiferos y a sus ortélogos en el resto de células eucariotas.

En mamiferos la pericentrina (kendrina) se localiza en la matriz pericentriolar



interactuando con la y-tubulina formando un entramado desde donde se
polimerizan los Mts (Dictenber et al., 1998) y en hongos el ortélogo de la
pericentrina se localiza en la placa interna del SPB (Knop y Schiebel, 1997, 1998;
Flory et al., 2002).

11.3.1 Pericentrina

La pericentrina es una proteina altamente conservada en células
eucariotas. En todos los casos se han visto implicadas en la nucleacién de los Mts
del huso mitético mediante el ensamblaje del complejo de la y-tubulina durante la
mitosis (Knop y Schiebel, 1997, 1998; Zimmerman et al., 2004; Muller et al., 2005;
Zhang y Megraw, 2007). En S. cerevisiae la proteina Spc110p interactua con el
complejo de Tub4p, homdlogo de la y-tubulina (Knop y Schiebel, 1997, 1998) y su
mutacion genera la deslocalizacion del complejo hacia el nucleoplasma (Yorder et
al., 2005). Esta proteina se asocia a la placa interna del SPB a través del dominio
de union de calmodulina en el extremo C-terminal, mientras que con el extremo N-
terminal interactua con las proteinas Spc97p y Spc98p del complejo de la Tub4p.
Dichos dominios se encuentran conservados en la proteina Pcp1 de la levadura de
fision S. pombe, la delecidn de esta proteina afecta la viabilidad del hongo (Flory
et al., 2002). Al igual que sus ortdlogos en otros organismos, esta involucrada en
el correcto ensamblaje del huso mitdtico (Rajagoplan et al, 2004). Fong y
colaboradores (2010) demostraron que la mutante sensible a temperatura de Pcp1
afecta el reclutamiento de la y-tubulina al SPB y la incorrecta formacion de si

mismo.

[1.3.2 Reclutamiento de la y»tubulina en la placa externa del SPB

En hongos, el SPB es el principal nucleador de Mts, y se encarga tanto de
la formacion de Mts nucleares como de la formacion de Mts citoplasmaticos. Como

se mencion6 anteriormente las proteinas Pcp1 de S. pombe y Spc110p de S.



cerevisiae, se encargan el reclutamiento del complejo de la y-tubulina a la placa
interna del SPB. Mientras que el reclutamiento del complejo de la y-tubulina en la
cara citoplasmatica del SPB es realizada por las proteinas Spc72p en la levadura
de gemacion y por Mto1 en la levadura de fisidon. La proteina Spc72p interactua
con el complejo de la Tub4p mediante el dominio N-terminal en la cara
citoplasmatica del SPB. La mutacion de esta proteina genera malformacion de los
Mts citoplasmaticos y en consecuencia células polinucleadas y anucleadas. La
sobre expresion de esta proteina genera multiples Mts citoplasmaticos. La
proteina Mto1 es requerida para el reclutamiento de la y-tubulina en los MTOCs
citoplasmaticos, incluyendo la cara citoplasmatica del SPB (Sawin et al., 2004;
Venkatram et al., 2004).

[I.4 Estructura'y composicion del SPB

Aunque el SPB se ha identificado en hongos filamentosos, su estructura y
composicién no ha sido descrita. Afortunadamente existe un vasto conocimiento
del SPB en levaduras, principalmente en S. cerevisiae. Meditante trabajos de
microscopia electronica, en esta levadura de gemacion, se ha logrado describir la
estructura del SPB, la cual esta conformada por una placa externa electrodensa
en contacto con el citoplasma, la placa central asociada en la membrana nuclear,
la placa interna en contacto con el nucleoplasma y dos placas intermedias (IL-1 y
IL-2) que se encuentran localizadas entre la placa externa y la placa central
(Figura 1) (Robinow y Marak 1966; Moens y Rapport, 1971; Byers y Goetsch,
1974, 1975; - de la revision Jaspersen y Winey, 2004). Un extremo de la placa
central estd asociado a una estructura conocida como el puente-medio (half-
bridge), en donde se acumulan los elementos para formar el SPB hijo (Byers y
Goetsch, 1974, 1975; Adams y Kilmartin, 1999).
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Figura 1. Estructura y composicion del SPB. El SPB esta embebido en la
membrana nuclear, tiene una placa externa en contacto con el citoplasma con Mts
citoplasmaticos y una cara interna en el nucleoplasma con Mts nucleares. La placa
central se asocia a las proteinas de membrana nuclear Ndc1, Mps2 y Bbp1. Las
placas internas se encuentran entre la placa central y la placa externa. El puente
medio conformado por varias proteinas es el sitio de ensamblaje del SPB hijo
(Imagen adaptada de Jaspersen y Winey, 2004).

De acuerdo a Jaspersen y Winey (2004) los componentes del SPB son
aquellas proteinas que lo forman, cuya mutacién o delecion resulta en un defecto
dramatico en su funcién y estructura. El nucleo del SPB esta conformado por la
proteina coiled-coil Spc42 (Donaldson y Kilmartin, 1996), aproximadamente
10,000 moléculas de esta proteina se ensamblan en un arreglo hexagonal dando
lugar a la placa IL-2 (Bullit et al., 1997). La region N-terminal de Spc42 interactua
con Spc29, la cual conforma la estructura de la placa central e interactua con la
region C-terminal de Spc110p (Stirling et al., 1994; Kilmartin y Goh, 1996; Spang



10

et al., 1996; Sundberg et al., 1996 Elliott et al., 1999). La longitud de Spc110
determina la distancia de la placa central y la placa interna (Kilmartin et al., 1993;
O'Toole et al., 1999). La region N-terminal de Spc110 se encuentra dirigida a la
placa interna e interactua directamente con Spc98, proteina de union a Tub4p
homologo de la y-tubulina (Kilmartin y Goh, 1996; Knop y Schiebel, 1997;
Sundberg y Davis, 1997; Nguyen et al., 1998; Vinh et al., 2002). Tanto Tub4p,
como Spc98p y Spc97p se localizan en la placa externa, Spc97 interactua con la
region N-terminal de la proteina Spc72 (Knop y Scheibel, 1998). La region C-
terminal de Spc72 interactua con la regién C-terminal de Nudi1p en la placa
externa (Gruneberg et al., 2000) y con la proteina de unién a Mts Stu2 mediante
un dominio en la regién central (Usui et al., 2003). La proteina Cnm67p de la placa
IL-1, funciona como enlace entre la placa externa y la placa IL-2, asociandose a la
proteina Nud1p mediante la regién N-terminal y mediante la regién C-terminal con
la C terminal de Spc42 (Adams y Kilmartin, 1999; Schaerer et al., 2001).

Las proteinas que componen al SPB carecen de dominios
transmembranales, por lo que el mantenimiento del SPB en la membrana depende
de la interaccién de la placa central con las proteinas de la membrana nuclear
Ndc1, Mps2 y Bbp1. Ndc1 y Mps son proteinas membranales que se localizan en
los extremos de la placa central del SPB, la mutacion de estas proteinas impide la
insercion del nuevo SPB en la membrana nuclear (Winey et al., 1991, 1993; Chial
et al., 1998; Munoz-Centeno et al., 1999). La proteina Mps2 se une a la proteina
Bbp1, la cual es necesaria para que se inserte el SPB en la membrana (Scharmm
et al., 2000). Dicha proteina no es membranal, pero interactua con Mps2, asi como
con la proteina de la placa central Spc29 y la proteina del puente medio Kar9
(Scharmm et al., 2000). La cara citoplasmatica del puente medio es el sitio de
ensamblaje del nuevo SPB (Byers y Goetsch, 1975). La estructura del puente
medio es mantenida por las proteinas transmembranales Kar1 y Mps3 (Rose y
Fink 1987; Vallen et al., 1992; Spang et al., 1995; Jaspersen et al., 2002;). Estas

proteinas interacttan con Cdc31, homodlogo de la centrina en la cara
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citoplasmatica del puente medio, a su vez Cdc31 se asocia a la proteina Sfi1, la
cual es necesaria para la duplicacion del SPB (Byers, 1981; Baum et al., 1986;
Spang et al., 1993,1995; Biggins y Rose 1994; Vallen et al., 1994; Jaspersen et al.,
2002; Kilmartin, 2003; Li et al., 2006).

[1.4.1 Duplicacion del SPB

La duplicacién del SPB puede dividirse en tres etapas (Figura 2); la primera
etapa ocurre durante la fase del ciclo celular G1, consiste en la elongacién del
puente medio y la formacion de un SPB satélite en la placa externa del puente
medio (Byers y Goetsch, 1974, 1975). En esta etapa se ensamblan las proteinas
Spcd2, Spc29, Cnm67 y Nud1 que le confieren estructura al SPB satélite (Adams
y Kilmartin, 1999), ademas se requieren de la actividad de las proteinas Cdc31,
Kar1, Mps3, Sfi1 y Mps1 (Byers, 1981; Rose y Fink, 1987; Winey et al., 1991;
Castillo et al., 2002; Jaspersen et al., 2002; Kilmartin, 2003). En la segunda etapa
ocurre la duplicacién del puente medio, la formacion de la placa externa, las
placas intermedias y central del SPB (Byers y Goetsch, 1974, 1975; Adams y
Kilmartin, 1999). En la tercera etapa ocurre la fusion del puente medio y el
reclutamiento de proteinas de membrana asociadas al SPB, generando un poro
nuclear que permite la insercién de este en la membrana nuclear, al mismo tiempo
ocurre el ensamblaje de la placa interna (Byers y Goetsch, 1974, 1975). Las
proteinas Mps2, Ndc1, Bbp1 son requeridas para la insercion del SPB (Winey et
al., 1991, 1993; Schutz y Winey 1998; Schramm et al., 2000), mientras que las
proteinas Spc110, Cmd1 y el complejo de la y-tubulina son ensambladas en la
placa interna del SPB. La delecién de Spc110 genera un SPB sin placa interna y
Mts nucleares (Kilmartin y Goh, 1996; Sundberg et al., 1996; Sundberg y Dauvis,
1997). Finalmente ocurre la ruptura del puente medio y la migracion del SPB hijo
en direccion opuesta al SPB madre. La ruptura del puente medio depende de la
proteina Cdc28 en asociacion con las ciclinas mitéticas Clb1-4 y la actividad del

complejo upiquitin ligasa p1-Cullin-rF-box por las siglas en Ingles ers
lejo ubiquitin ligasa Skp1-Cullin-F-box (SCF por las sigl inglés) (Byers y
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Goetsch, 1974, Fitch et al., 1992; Mathias et al., 1996), mientras que la migracion
del SPB es dependiente de los Mts y de las cinesinas Cin8 y Kip1 (Jacobs et al.,
1988; Roof et al., 1992).

SPB madre SPB- satélite Placas duplicadas SPB duplicado Separacién
I S ||| B || ||
: W i Ly
Auiii, —_— — — ="
KAR1 sPc42 MPS1 CcMD1

=

coca SPC29 MPS2 CN8
MPS1 MPS1 NDC1 l I KP1
MPS3 cDC28 BEP1 cbc2s
SR1 SPC110

RPT4 MTs
DSK2RAD23

il

Figura 2. Duplicacion del SPB. 1) La duplicacion del SPB se inicia con la
elongacion del puente medio y la acumulaciéon de los materiales que forman al
SPB satélite, 2) continua con la expansion del SPB satélite formando las placas
central, intermedias y externa, 3) posteriormente ocurre la insercion del SPB a la
membrana y la formacion de la placa interna, 4) sequida por la migracion de los
SPBs a extremos opuestos del nucleo (Imagen adaptada de Jaspersen y Winey,
2004).

[I.5 Mitosis en hongos filamentosos

A diferencia de los eucariotas superiores, en hongos filamentosos el huso
mitético es formado a partir del ortélogo de los centromeros, los SPBs y la mitosis
es cerrada, es decir que el proceso de segregacion de los cromosomas ocurre
dentro del nucleo mientras que en los eucariotas superiores la membrana nuclear

es totalmente desensamblada.

La mitosis en ascomicetos y basidiomicetos inicia con un nucleo en

interfase que posee un SPB anclado a la membrana nuclear, el cual se encuentra
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asociado a los cromosomas a través de los filamentos de cromatina (Aist y Morris,
1999 y referencias citadas). Antes de la sintesis del DNA el SPB se duplica y
durante la profase temprana migra hacia el polo opuesto del nucleo desde donde
se polimerizan los Mts que daran origen al huso mitético (Aist y Morris, 1999 vy
referencias citadas). Durante la metafase ocurre la condensacion de los
cromosomas Y la asociacion de estos con los Mts del huso mitético a través de los
centromeros (Knox-Davies, 1966; Motta, 1967; Robinow y Caten, 1969; Girbardt,
1971; Aist y Williams, 1972; Aist y Morris, 1999). La anafase ocurre en dos etapas,
en la primera etapa denominada como anafase A, los cromosomas migran
asincronicamente hacia los polos opuestos en direccion a cada SPB, cuando
llegan se inicia la polimerizacién de Mts citoplasmaticos o Mts astrales (Lu, 1964;
Aist, 1969; Robinow y Caten, 1969; Aist y Bayles, 1988). En la anafase B, el huso
mitético incrementa su tamano hasta tres veces y los Mts astrales alcanzan su
mayor tamafo, mientras que la membrana nuclear colapsa en el centro dando
lugar a dos nucleos hijos (Aist, 1969; Aist y Williams, 1972; Aist y Bayles, 1988).
Finalmente en los nucleos post-mitdticos desaparece el uso mitético y los
microtubulos astrales disminuyen, inmediatamente después entran a un periodo
de rapida migracion. EI movimiento nuclear posterior a la anafase B ha sido
relacionado a los Mts astrales asociados al SPB que ejercen una fuerza que jala la
membrana nuclear en direccion al movimiento del nucleo (Aist, 1969; Aist y Morris,
1999).
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lll. Plateamiento del problema

Pese a que la organizacién y dinamica microtubular en Neurospora crassa
ha sido ampliamente estudiada, se desconoce la existencia de los elementos
moleculares que estan involucrados en la nucleacion y organizacion de los Mts en
los SPBs y en sitios alternos a estos, que no esta asociado al factor ya estudiado
que es la y-tubulina. La proteina GRB (NCU02411) y APS-1 (NCU12039) parecen
ser buenos candidatos para funcionar como MTOCs dependientes o

independientes de y-tubulina.
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IV. Hipétesis

Las proteinas GRB y APS-1 funcionan como MTOCs dependientes o
indepencientes de y-tubulina en Neurospora crassa. La GRB se encuentra
asociada a la y-tubulina en el SPB, constituyendo un MTOCs del huso mitético.
Mientras que la APS-1 forma parte de los MTOCs dependientes de y-tubulina en el

SPB y de MTOCs independientes de y-tubulina en el citoplasma.
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V. Objetivos

V.1 Objetivo General

Determinar la localizacion y la dinamica de las proteinas APS-1 y GRB durante la

divisién nuclear del hongo Neurospora crassa.

V.2 Objetivos Especificos

Describir la distribucion celular de las proteinas APS-1 y GRB en diferentes

estadios celulares de N. crassa.

Identificar la relacion espacial de las proteinas APS-1 y GRB con la Y-tubulina y los
Mts.
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VI. Metodologia

VI.1 Organismos y medios de cultivo

Los organismos utilizados se enlistan en la Tabla |I. Las células de
Escherichia coli DH5-a. se cultivaron en Medio Luria Bertani (LB) y en LB
ampicilina (100 pg ml™") a 37°C. Las cepas de N. crassa se mantuvieron y
cultivaron en Medio Minimo de Vogel (VMM- por sus siglas en inglés Vogel’s
Minimal Medium) con sacarosa (1.5 %) y agar (1.5 %) a una temperatura de 28°C.
Las cepas de N. crassa con genotipo his® hph* fueron cultivadas en VMM
enriquecido con histidina (0.5 mg ml”") e higromicina (0.2 mg ml”') a 28°C. Para la
obtencion de homocariones las cepas se crecieron en medio sintético de cruzas
con 1% de agar (SCM- por sus siglas en inglés Synthetic Crossing Medium)
(Westergaard y Mitchel, 1947) a 25°C en oscuridad, hasta la maduracion de los
peritecios. Las conidias electroporadas se crecieron en medio FIGS (MMV+
fructosa 0.05%, glucosa 0.05%, sorbosa 2%) a 28 °C hasta que aparecieron las

colonias transformantes.

VI.2 Bioinformatica

La busqueda de las proteinas homologas de Mto1 (SPCC417.07c) y Pcp1
(SPAC6G9.06¢c) de S. pombe en el genoma de N. crassa fue realizada utilizando
el programa blastp (Protein query/Protein database) de N. crassa database (©

2010 Broad Institute) en la siguiente direccion electrénica:

http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora/Blast.html;jsessionid=D37263331AA7
657629A04350ECF84250.route9807sp=Sblastp.
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Se identifico el gen de la proteina anucleate primary sterigmata protein B
(NCU12039.4) con 23 % de identidad con la proteina Mto1, el cual se denominé
como APS-1, y una proteina hipotética (NCU02411.4) con 20 % de identidad con
la proteina Pcp1, a la cual lamamos como GRB (por sus siglas en inglés- Gamma-
tubulin Ring complex Binding protein). El analisis de las secuencias nucledtidicas y
el disefo de oligonucleoétidos se realizé mediante el software Ape-A plasmid Editor
v1.12 (©M. Wayne Davis, 2003-2005).

Tabla I. Organismos utilizados en este estudio.

ORGANISMO GENOTIPO REFERENCIA
Escherichia coli F~ @80/acZAM15 A(lacZYA argF)U169 Promega ®
DH5-a deoR recA1 endA1 hsdR17(rk’, mk™) phoA

SUpE44 thi" gyrA96 relA1 A-
N. crassa
Tipo silvestre mat a FGSC #4200
N150 74-OR23-1VA mt A FGSC # 2489
Amus-51::his-> delta mus-51::bar+; his-3 mat A FGSC #9717
N3011 mus-51 delta::bar; his-3 mat a FGSC #9538
NMF138 drfp:: h1 mat A Michael Freitag
NMF160 Sad-2; hph+ mat A Michael Freitag
NMF 161 Sad-2; hph+ mat a Michael Freitag
N2525 rid™"* his'3*::Pccg-1 Bml::sgfo* mat a Michael Freitag
XPP95 cen-h3-gfp ndc-1 mat a Pallavi Phatale
NMF140 gfp-son1 mat a Michael Freitag
per-1 A csp-2;per-1 mat a FGSC #6662
per-1a csp-2;per-1 mat a FGSC #6663
Agrb Agrb hph+ het mat a FGSC#11615
Aaps-1 Aaps-1 hph+ het mat a FGSC#16154
TRM19-OC12 S-tubulina-mchfp his>* :: pccg-1 mat a Callejas-Negrete
TRMO01-RR01 tbg::sgfp mat a::pccg-1 Ramirez-Cota, 2008
TRM61-RR04 grb::sgfo his®* :;pccg-1 mat a Este trabajo
TRM63-RR06 grb::mchfp his™*::pccg-1 mat a Este trabajo
TRM66-RR07 grb::mchfp his® hph* mat a Este trabajo
TRM67-RR08 tbg::gfp his® hph" mat a Este trabajo
TRM68-RR09 tbg::mchfo his™ hph* mat a Este trabajo
TRM69-RR10 aps-1::gfo his™® hph* mat a Este trabajo
TRM70-RR11 aps-1::mchfp his® hph* mat a Este trabajo
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VI.3 Oligonucledétidos

Para realizar el marcaje fluorescente de GRB expresado bajo el control del
promotor ccg-1 (Freitag et al., 2004), se disefiaron oligonucleétidos en base al
marco de lectura abierto (ORF- por sus siglas en inglés Open Reading Frame) del
gen grb (NCU02411.4) con una secuencia de reconocimiento para la enzima de
restriccion Xbal hacia el extremo 5" y una secuencia de reconocimiento para la
enzima de restriccion Pacl en el extremo 3°. Estas secuencias se encuentran en
los sitios de clonacién multiple de los vectores que se utilizaron para las

construcciones.

Para el marcaje endogeno de los genes grb, aps-1y tbg, se disefiaron dos
pares de oligonucledtidos para cada gen; un par para amplificar el fragmento 5
que corresponde aproximadamente a 1 kb de la regidon terminal del ORF
excluyendo el coddon de paro, y otro para el fragmento 3’ que corresponde
aproximadamente a 1kb de la secuencia rio abajo de cada gen. Los
oligonucleotidos glyF y LoxpR se utilizaron para amplificar el cassette que contiene
el ORF de proteina fluorescente (GFP o mCHFP) unido al gen de resistencia a
higromicina (hph- por sus siglas en inglés Higromycin Phosphotransferase) (Tabla
II). Para la construccion de los cassettes 5 de cada gen unido al ORF de la
proteina fluorescente y a la secuencia hph interrumpida (1/2 hph), se utilizaron los
oligonucleotidos 5’ sentido de cada gen en combinaciéon con el oligonucledtido
hphSM antisentido. Para la construccién de los cassettes hph + 3'de cada gen, se
utilizé el oligonucleotido hphSM sentido en combinacion con el oligo 3’ antisentido

de cada gen.

VI.4 Extraccion de DNA genémico de N. crassa

El DNA de las cepas de interés se extrajo de micelio cultivado en MMV

liquido a 30°C durante 3 d. El micelio se filtré y se lavé con agua destilada-estéril.
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Se dejo secar, se deposito en tubos de 1.5 ml y se almacené a -80°C por 48 h.
Posteriormente se transfirid a un mortero frio y estéril, donde se agrego nitrégeno
liquido y se macerd hasta tener un polvo fino. El polvo se procesé con el Kit
DNeasy® plant (QUIAGEN, Cat. No. 69104) siguiendo el protocolo del fabricante.

Tabla Il. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo

OLIGO- DESCRIPCION REFERENCIA
NUCLEOTIDOS

GRBxbaF 5 GCT CTAGAAATGGTCCAGCCGGGCG TC 3 Este trabajo

GRBpacR 5 CCTTAAT TAAGATAGCAGCCCCCCTCA 3’ Este trabajo

APS-15'F 5" AGCGTGACCTGTGGAGAGAATATCA 3’ Este trabajo

APS-15'R 5" CCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCCG  Este trabajo
GATCCCCTTTCGCCGTT 3

APS-13'F 5 TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCGA Este trabajo
TGGTATGGACCGTAGCCGG 3’

APS-13'R 3’ 5 ATATAAGAACGAGAATGAGTAAAA 3’ Este trabajo

GRB5’F 5" AAAAAGCTCGAGCGGGCGAGAA 3’ Este trabajo

GRB5'R 5" CCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCCG  Este trabajo
ATAGCAGCCCCCCTCAT 3

GRB3'F 5" TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCGT Este trabajo
CATGGTCATGACAACGTA 3

GRB3'R 5 TTGAAAGTCAAAATACCGAGTCTTCTT & Este trabajo

Tbg5'F 5 TTCTTTCCTACTCGAGCGACTGAA 3’ Este trabajo

Tbg5'R 5" CCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCCA  Este trabajo
GCCATTCTCTTGTCCGT 3’

Tbg3'F 5 TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCGG Este trabajo
TCTTAGCCGGACAGATGAT 3

Tbg3'R 5 TTTTCTTCCTGGGGAAGTTGGAGCAA 3 Este trabajo

GlyF 5" GGCGGAGGCGGCGGAGGCGGAGGCGGAG 3 Michael Freitag

LoxpR 5 TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCG ¥ Michael Freitag

hphSMF 5" AAAAAGCCTGAACTCACCGCGACG 3 Michael Freitag

hphSMR 5 GGTCATTGACTGGAGCGAGGCGA 3 Michael Freitag

FPPacF 5 TTAATTAACATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG 3 Michael Freitag

FPEcoR 5'CGAGCTCGGATCCATAACTTCGTATAGCA 3 Michael Freitag
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Tabla Ill. Plasmidos utilizados en este trabajo

PLASMIDOS DESCRIPCION REFERENCIA
pMF272 N. crassa his-3, ccg1, sitio de clonacion multiple (Xba  Freitag, 2004
I, Spe I, Bam HI, Xma | y Pac I'), sgfp carboxi terminal;
amp®
pJV15-2 N. crassa his-3, ccg1, sitio de clonacion multiple (Xba  Jorge Verdin

I, Spe I, Bam HI, Xma | y Pac | ), mCHFP carboxi
terminal; ampR

pMF272+GRB N. crassa his-3, ccg1, sitio de clonacion multiple Q(ba Este trabajo
I, Spe I, Bam HI, Xma | y Pac | ), GRB::sgfp; amp

pJV15-2+GRB N. crassa his-3, ccg1, sitio de clonacién multiple (Xba  Este trabajo
I, Spe I, Bam HI, Xma | y Pac | ), GRB::mCHFP,; aimpR

pZero pMF357_pPP43  kan; gfp; 10xgly; hph; loxp Pathale et al.

pRR1_0mCherry kan; mCHFP; 10xgly; hph; loxp Este trabajo

VI.5 Construccion de plasmidos

VI.5.1 Plasmidos pMF272+grb y pJV15-2+grb

El marco de lectura abierto del gen grb (~4,600 pb) se amplificé por PCR
utilizando la enzima Supermix Platinium (Invitrogen®). La mezcla de reaccién
contenia 1.5 ul de oligonucleétido GRBxbaF sentido (10 uM), 1.5 ul de
oligonucledétido GRBpacR antisentido (10 uM), 2 ul de DNA gendémico de N. crassa
silvestre y 45 ul de supermix, en un volumen final de 50 ul. La mezcla se introdujo
en un termociclador BIORAD modelo (iCyclerTM Sealing Ring for iCycler 96 Well
Reaction Module 170-8731) con el siguiente ciclo: 2 min a 94°C mas 35 ciclos de
30 s a 94°C de desnaturalizacién, 30 s a 59°C de alineamiento y 5 min a 68°C de

extension, terminando con un ciclo de 7 min a 68°C de extension final.

Los productos de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al
1% (Sambroock y Russell, 2001) en tampdn TAE 1X (Tris 40 mM; acido acético
glacial 20 mM; EDTA 5 mM; pH 8.0) y bromuro de etidio al 0.1%. La separacién de
los fragmentos se llevd a cabo aplicando un voltaje constante de 75 V. Las bandas
de DNA se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta. El tamano de las
bandas se determin6 por comparacion con el marcador de peso molecular A (DNA

del fago A cortado con EcoRI y Hind 1ll), y las bandas de DNA correspondientes al
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grb se purificaron mediante el kit de purificacion Promega ® (Wizard SV Gel and
PCR Clean-up System, Cat. #A9281), siguiendo las recomendaciones del
proveedor.

El gen grb se inserto al sitio de clonacién multiple entre la secuencia de
reconocimiento para Xbal (TACTAGA) y Pacl (TTAATATAA) de pMF272 y pJV15-
2, dando lugar a pMF272+GRB y pJV15-2+GRB respectivamente (Figura 3). Para
ello se digirieron tanto el grb y los plasmidos con las enzimas Pacl y Xbal. La
mezcla de reaccion para la digestion del inserto contenia 38 ul de grb, 5 ul NE
Buffer 4, 5 ul de BSA 10 X, 1 pl de Xbal (20 U ul™") y 1 pl de Pacl (10 U pl™") en un
volumen final de 50 ul, ambas enzimas de New Endgland Biolabs ®. Esta mezcla
se incubo durante 3 h a 37 °C. Para la digestion de los plasmidos la mezcla de
reaccion contenia 5 pl del plasmido (pMF272 o pJV15-2), 5 ul NE Buffer 4, 5 ul de
BSA 10 X, 1 ul de Xba / (20 U ul™") y 1 ul de Pac / (10 U ul™), en un volumen final
de 50 ul. Las digestiones se incubaron 3 h a 37°C y después de 2 h de incubacién

se agrego6 1.5 ul de fosfatasa alcalina de camardn al los plasmidos (Promega ®).

Tanto la digestion del inserto y de los plasmidos se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa al 1% para su posterior purificacion con el kit
Promega ® (Wizard SV Gel and PCR Clean-up System, Cat. #A9281). Los
plasmidos e insertos se ligaron a una proporcion de 1 ul:3 ul en un volumen final
de 15 ul, utilizando la enzima T4 DNA ligasa Promega®. La mezcla se dej6
incubando a 35°C durante toda la noche. Esta mezcla se utilizd en la

transformacién de células quimicamente competentes de E. coli DH5-a.
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a) pMF272 (Pccg-1-sgfp) 8479 pb

Xbal Spel Bam HI Xmal Pacl
(4981) (4987) (4993) (4998) (5004)

TCTAG A ACTAG T| GGATC [ C[CC GGG | TTAATT AA

EcoRl Apal
(5733)(5779)

f-lactamasa 3’his-3 Pececg-1 sgip 5°A-his-3
(468-1328) (4060...2374) (4060...4979) (5013...5732) (8460...6350)

pJV15-2 (Pceg-1-mchfp) 9036 pb

Not! EcoRlApal
(4052) (5733)(5779)
[}-lactamasa 3'his-3 Pccg-1 sgfp 5°A-his-3
(468-1328) (4060...2374) (4060...4979) (5013...5720) (8460...6916)
b) pMF272+grb (Pccg-1-grb-sgfp) 13035 pb
Notl Xbal Pacl
(4051) (4980) (9561)
f}-lactamasa 3'his-3 Peceg-1 grb sgfp 5°A-his-3
(468-1328) (4005...2374) (4060...4979) (4986...9560) (9569...10288) (10906...13016)

pJV15-2+grb (Pccg-1-grb-mchfp) 13594 pb

Not! Xbal Pacl
(4051) (4981) (9562)
f-lactamasa 3'his-3 Pecg-1 grb mchfp 5 A-his-3
(468-1328) (4005...2374)  (4060...4979) (4986...9560) (9571...10287) (13575...11474)

Figura 3. Diagrama de los vectores utilizados para la expresion de GRB-GFP y
GRB-mCHFP. (a) El plasmido pMF272 se caracteriza por la presencia del gen
sgfp (6013-5732), cuya expresion esta regulada por el promotor de N. crassa ccg-
1 (4060-4979). Las secuencias 5 A-his-3 (8460-6350) y 3’ his-3 (4005-2379)
sirven para dirigir el plasmido al locus del gen his-3 de N. crassa. El gen -
lactamasa (468-1328) confiere resistencia a ampicilina a las células de E. coli que
lo contienen. El plasmido pJV15-2 derivado de pMF272 contiene la secuencia de
la mchfp en lugar de la gfp (5031-5720) y su expresion es regulada por el promotor
fuerte ccg-1 al igual que en el pMF272. (b) El plasmido pMF272+grb derivado del
pMF2-72 se caracteriza por la presencia del ORF del gen grb (4986-9560) seguido
por la gfp (9569-10288), y el plasmido pJV15-2+grb derivado del pJV15-2 se
caracteriza por presentar el ORF del gen grb (4986-9560) sequido por la mchfp
(9571-10287).
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Para la transformacion de células competentes se adicionaron 5 ul de la
mezcla de ligacion pMF272+grb o pJV15-2+grb a 50 ul de células competentes de
E. coli DH5-a. La mezcla se incubd 30 min en hielo, posteriormente se le dio un
choque térmico a 42°C durante 2 min, y finalmente se mantuvo 2 min en hielo. Se
agregaron 900 nul de LB liquido y se incub6 a 37°C durante una hora en agitacién a
200 rpm, se centrifugd un minuto a 13,000 rpm y se eliminaron 850 ul del
sobrenadante. La pastilla celular de las recombinantes pMF272+grb y pJV15-
2+grb se sembrd en placas de LB- ampicilina y se incubaron a 37°C toda la
noche.Para corroborar la clonaciéon de los fragmentos de interés en los plasmidos
se realiz6 un PCR de colonia. El cual consistio en utilizar como cadena patron una

suspension bacteriana de las distintas recombinantes.

A cada suspension bacteriana de las clonas transformadas con el
pMF272+GRB y el pJV15-2+GRB se le agregé 0.5 pl de buffer 10X, 2.5 ul de
MgCl 25 Mm, 2.5 ul de dNTPs 1mM, 1.25 pl de los oligonucleétidos GRBxbaF 10
uM y GRBpacR 10 uM, y finalmente 0.3 pl de la enzima Go-Taq flexy (Promega®)
en un volumen final de 20 pl. Para la PCR se utilizé el ciclo descrito anteriormente

para la amplificacion del gen grb.

Las colonias positivas mencionadas anteriormente se sembraron en 5 ml de
LB-ampicilina liquido y se incubaron 37°C en agitacion a 250 rpm durante toda la
noche. La suspensidn bacteriana fue transferida a tubos de 1.5 ml y se
centrifugaron durante un min a 13,000 rpm. El sobrenadante se desechd, y la
pastilla celular se resuspendié en 100 pl de la solucién P1 (Tris-Hcl pH 8 50 mM,
EDTA 10 mM, RNASA 0.1 mg ml™"). Después se agregé 150 pl de la solucién P2
(NaOH, 200 mM, SDS 1%) y se mezclé suavemente por inversion (7 tiempos), se
incubd 5 min en hielo. Pasada la incubacién se agregaron 200 pl de la solucién P3
(Acetato de Potasio 1M pH 5.5) y se mezcl6 por inversion (7 tiempos), se incubo
10 min en hielo, y se centrifugo 15 min a 13,000 rpm. Se recuperd el sobrenadante

y se coloco en un tubo de 1.5 ml. EI DNA se precipitd con 2 volumenes de etanol
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al 96% y se incubo a -20°C durante 30 min, se mezcld por inversién varias veces y
se centrifugd 15 min a 13,000 rpm. El sobrenadante se descarté y el DNA se lavo
con 500 pul de etanol al 70%, después se centrifugd 5 min a 13,000 rpm, se
desecho el sobrenadante y el precipitado se dejo secando a temperatura ambiente
durante 10 min. El DNA plasmidico se resuspendié en 80 pl de agua HPLC libre

de nucleasas.

Para corroborar la integridad del ORF del gen grb, se digirieron los
plasmidos pMF272+grb y pJV15-2+grb con las enzimas de restriccion Xbal y Pacl.
Para esto se utilizaron 2 pl de plasmido (100 ng pl™"), 0.25 pl de Xbal (20 U), 0.5 i
de Pacl (10 U), 2 ul de buffer NEB #2 10X, 2 pl de BSA 10X y 13.25 ul de agua
HPLC, para obtener un volumen final de 20 ul. La mezcla se incub6 2.5 h a 37°C.
Los fragmentos de DNA fueron separados por electroforesis en un gel de agarosa
al 1%.

IV.5.2 Plasmido pRR1_OmCherry

El ORF de la proteina fluorescente mCherry contenido en el pJV15-2 (Tabla
[Il) se amplifico con la técnica de PCR. La mezcla de reaccion contenia 2.5 ul del
buffer Pfu Taq 10x, 0.25 ul de dNTP’s 20 mM, 0.5 ul del oligonucleétido sentido
FPPacF 10 uM, 0.5 ul del oligonucleétido antisentido FPEcoRI 10 uM, 1 ul de
pJV15-2 y 0.5 ul de Pfu DNA polymerase (casera, aportada amablemente por el
Dr. Michael Freitag) en un volumen final de 25 ul (la mezcla de reaccién se hizo
por duplicado). La reaccion se colocé en el Termociclador DNA Engine Peltier®
Thermal Cycler (BioRad) y se someti6 a las siguientes condiciones de
temperatura: 2 min a 94°C mas 35 ciclos de 20 s a 94°C de desnaturalizacion, 30
s a 55°C de alineamiento y 1 min 30 segundos a 72°C de extension, terminando

con un ciclo de 5 min a 72°C de extension final.
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El producto de PCR se separaron por electroforesis en gel de agarosa al
0.8% (Sambroock y Russell, 2001) en tampdn TAE 1X (Tris 40 mM; acido acético
glacial 20 mM; EDTA 5 mM; pH 8.0) y bromuro de etidio al 0.1%. La separacién de
los fragmentos se llevé a cabo aplicando un voltaje constante de 75 V en una
camara especial para tal fin. Las bandas de DNA se visualizaron en un
transiluminador de luz ultravioleta. El tamano de las bandas se determind por
comparaciéon con el marcador de peso molecular A (DNA del fago A cortado con
EcoRl y Hind Ill), y las bandas de DNA correspondientes mCHFP se purificaron
siguiendo el protocolo del kit de purificacion Promega ® (Wizard SV Gel and PCR
Clean-up System, Cat. #A9281).

El gen mchfp se insert6 en el sitio de clonacién multiple entre las enzimas
Pacl (TTAATATAA) y EcoRI (GMAATTC) de pZero_pMF357_pPP43 dando lugar al
pRR1_0OmCherry (Figura 4). Para ello se realizdé la doble digestion de mCHFP
(inserto) y de pZero pMF357_pPP43 con las enzimas Pacl (New Endgland
Biolabs) y EcorRI (Invitrogen). Para la mezcla de reaccién del inserto se utilizaron
35 ul de mCHFP y para la mezcla de reaccion del plasmido se utilizaron 5 pl
pZero pMF357 pPP43, ambas digestiones contenian 5 ul NE Buffer 4, 5 ul de
BSA 10 X, 1 ul de Pacl (10 U pI") y 1 ul de EcoRI (10 U pl™"), en un volumen final
de 50 pl. La reaccién se incubd a 37°C durante 3 h, después de 2 h de incubacion
se agrego 1.5 ul de fosfatasa alcalina de camaréon (Promega ®) a la digestion del

plasmido y se incubd una hora mas.
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a) pZero_pMF357_pPP43 (5504 pb)

Necol Pacl EcoRI Ncol

(1742) (2970) (3699) (4481)
Kanamicina 10XGly gfp hph loxP
(1182...1976) (2970...2999) (2979...3695) (4129...5145) (5172...5205)

D)  pRR1_Omcherry (5495 pb)

Ncol Pacl Neol EcoRI Ncol

(1742) (2970) (3412)  (3690) (4472)
Kanamicina 10XGly mchfp hph loxP
(1182...1976) (2940...2968) (2979...3686) (4120...5145) (5163...5195)

Figura 4. Diagrama del plasmido pZero pMF357 pPP43. El plasmido se
caracteriza por expresar el ORF del gen gfp (2979-3695) seguido por el gen hph
(4120-5145), la secuencia 10Xgly (2970-2999) produce una bisagra de 10 glicinas
y la secuencia loxP(5172-5205) es reconocida por la enzima recombinasa Cre en
bacterias que es util para recombinacion entre dos secuencias loxP, resultando en
la escision, recombinacion o traslocacion del DNA (Van Duyne, 2001), el plasmido
posee ademas el gen de resistencia al antibidtico kanamicina (1182-1976). (d)
Diagrama del pRR1_Omcherry derivado de la clonacion de mchfp en el
pZero_pMF357 pPP43, se caracteriza por expresar el ORF del gen mchfp (2979-
3686) seguido por el gen hph (4120-5145).

Para la transformacion de células competentes, se adicionaron 5 pl de la
mezcla de ligacion pZero pMF357 pPP43+mCHFFP a 50 ul de células
competentes de E. coli DH5-a. La mezcla se incubé 30 min en hielo,
posteriormente se le dio un choque térmico a 42°C durante 2 min, y finalmente se
mantuvo 2 min en hielo. Se agregaron 900 ul de LB liquido y se incubd a 37°C
durante una hora en agitacion a 200 rpm, se centrifugé un minuto a 13,000 rpm y
se eliminaron 850 pl del sobrenadante. La pastilla celular de las recombinantes se
sembré en medio Broth agar-kanamicina, las placas se incubaron a 37°C toda la

noche.
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Para corroborar la clonaciéon de los fragmentos de interés en los plasmidos,
se realizé un PCR de colonia. El cual consistio en utilizar como cadena patrén una
suspension bacteriana de las distintas recombinantes. Las suspensiones
bacterianas de las recombinantes que contienen el
pZero pMF357 pPP43+mCHFP, se utilizaron en la mezcla de reaccién para
amplificar el ORF de mCHFP con la enzima Pfu DNA polimerasa bajo las mismas

condiciones de reaccidn mencionadas anteriormente.

Las colonias positivas se sembraron en 5 ml de LB-kanamicina y se
incubaron a 37°C en agitacién a 250 rpm durante toda la noche. La suspensién
bacteriana fue transferida a tubos de 1.5 ml y se centrifugaron durante un min a
13,000 rpm. EI DNA plasmidico se purific6 como se explicd en el apartado V.5.1.
Los plasmidos extraidos fueron digeridos con la enzima de restriccion Ncol
(Biolabs). Para esto se utilizaron 2 pl de plasmido (100 ng plI™"), 0.5 ul de Nco I (10
U), 2 pl de buffer NEB #3 10X y 16.5 ul de agua HPLC, para obtener un volumen
final de 20 ul. la mezcla se incubd 2 h a 37°C. Los fragmentos de DNA fueron

separados por electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

VI.6 Construccion de cassettes para marcaje endégeno

Los cassettes para el marcaje endoégeno de las proteinas GRB, APS-1y y-
tubulina con las proteinas fluorescentes GFP y mCHFP, se construyeron mediante
la técnica de PCR de fusion (Figura 5). Para ello se amplificaron los fragmentos de
DNA de los genes gfp_hph y mchfp_hph contenidos en los plasmidos
pZero_ pMF357 pPP43 y pRR1_Omcherry, los cuales se fusionaron con los
fragmentos 5° (aproximadamente de 1kb de DNA correspondiente a la region
terminal del ORF del gen) o 3" (secuencia rio abajo de gen de aproximadamente

1k) del grb, aps-1y tbg.



29

VI.6.1 PCR del cassette gfp_hph y mchfp_hph

La mezcla de reaccién para amplificar los fragmentos gfp_hph y mchfp_hph
contenia 2.5 ul de Pfu Buffer 10X, 0.5 ul de oligonucleétido sentido GlyF 10 uM,
0.5 ul de oligonucleoétido antisentido LoxpR 10 uM, 0.25 pl de DNTP’s 20 mM, 0.5
ul de DNA templete (pZero_pMF357_pPP43 o pRR1_OmCherry), 0.5 ul de Pfu
DNA polimerasa (Enzima casera; Michael Freitag), en un volumen final de 25 pnl.
La mezcla de reaccion se coloco en un Termociclador DNA Engine Peltier®
Thermal Cycler (BioRad) bajo las siguientes condiciones: 2 min a 94°C mas 35
ciclos de 20 s a 94°C de desnaturalizacion, 30 s a 60°C de alineamiento y 4 min
40 s a 72°C de extension, terminando con un ciclo de 5 min a 72°C de extension
final. Los productos de PCR se separaron por electroforesis en un gel de agarosa
al 0.8% (bromuro de etidio al 0.1 %) a 80 V. Las bandas correspondientes a los

cassettes se purificaron mediante el kit QlIAquick Gel Extraction Kit (QIAgen®).

VI.6.2 PCR de los fragmentos 5'y 3’ de los genes grb, aps-1y tbg

Para la amplificacién de los fragmentos 5° de cada gen la mezcla de
reaccion contenia 2.5 ul de Pfu Buffer 10X, 0.25 ul de DNTP’s 20 mM, 0.5 ul de
Pfu DNA polimerasa, 0.5 ul de oligonucleétido sentido (6°F o 3'F de cada gen), 0.5
ul de oligonucledtido antisentido (5°R o 3'R de cada gen) y como templete se
utilizé 0.5 pul de DNA gendomico de N. crassa, la reaccion se llevd a un volumen
final de 25 ul. La mezcla de reaccién se colocod en un Termociclador DNA Engine
Peltier® Thermal Cycler (BioRad) bajo las siguientes condiciones: 2 min a 94°C
mas 35 ciclos de 20 s a 94°C de desnaturalizacion, 30 s a 55°C de alineamiento y
2 min 30 segundos a 72°C de extensién, terminando con un ciclo de 5 min a 72°C
de extension final. Los productos de PCR se separaron por electroforesis en un

gel de agarosa al 0.8% (bromuro de etidio al 0.1 %) a 80 V. Las bandas
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correspondientes a los cassettes se purificaron mediante el Kit QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAgen®).

VI.6.3 PCR de fusién de los fragmentos 5’y 3’ de los genes grb, aps-1y tbg
con gfp_hph y mchfp_hph

Los cassettes generados mediante la técnica de PCR de fusién, recibieron
la denominacion 50 3" seguido del nombre de la proteina y el marcaje sgfp o
mchfp. Los fragmentos 5° consisten en una secuencia 5’de cada gen seguida por
una bisagra de 10 glicinas, el gen de la sgfp o mchfp y la secuencia incompleta del
gen hph (1/2hph). Los fragmentos 3 estan formados por una secuencia incompleta

del gen hph seguido por la secuencia 3" de cada gen (Figura 5b).

La mezcla de reaccion para amplificar el cassette
5'x_10XGli_gfp’0"mchfp_1/2hph (en donde x=grb, aps-1 o gtub): 12.5 ul de 2X
Phusium mix (Tinnzymes ®), 1.0 ul del oligonucledétido sentido 5°F de cada gen 10
mM (tbg, grb o Aps-1), 1.0 ul del oligonucledtido antisentido HPH-SM R 10 mM,
como cadena patron 1.0 ul del cassette gfp_hph o mchfp_hph y 1.0 ul del
fragmento 5° (tbg, grb o aps-1). La mezcla de reaccion para amplificar el cassette
1/2hph_3’x ((en donde x=grb, aps-1 o tbg) de cada gen contenia los mismos
reactivos que la mezcla anterior con las siguientes modificaciones: 1.0 ul del
oligonucledtido sentido HPH-SM F 10 mM, 1.0 ul del oligonucleétido antisentido
3'R 10 mM de cada gen y 1.0 ul del fragmento 3" del gen tbg, grb o aps-1. Ambas
mezclas de reaccion se llevaron a un volumen final de 25 pl y se colocaron en un
Termociclador DNA Engine Peltier® Thermal Cycler (BioRad) bajo las siguientes
condiciones: 2 min a 94°C mas 35 ciclos de 20 s a 94°C de desnaturalizacion, 30 s
a 55°C de alineamiento y 3 min segundos a 72°C de extension, terminando con un

ciclo de 5 min a 72°C de extension final.
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Los productos de PCR se separaron por electroforesis en un gel de agarosa
al 0.8% (bromuro de etidio al 0.1 %) a 80 V. Las bandas correspondientes a los

cassettes se purificaron mediante el Kit QIAquick Gel Extraction Kit (QIAgen®).

a)

— — —
— <« —
b)
— —>
o <
c) % hph
>
10X Gli Y2 hph
d) o rare

Figura 5. PCR de fusion para el marcaje enddégeno de proteinas en el hongo N.
crassa. (a) amplificacion de los fragmentos 5’ y 3’ de los genes de interés y del
cassette 10Xgli (que codifica para 10 glicinas) seguido de la secuencia que
codifica para la proteina fluorescente (GFP o mCHFP) y del gen de resistencia a
higromicina (hph). (b) PCR de fusion del fragmento 5 con el cassette
10XGli_FP_1/2Hph y del fragmento 3'con 1/2Hph. (c) los dos cassettes
construidos se utilizan en la transformacion de DNA gendmico de N. crassa,
mediante recombinacion homologa se reemplaza el gen nativo de la proteina de
interés por los cassettes que contienen el 5_10Xgli_FP_hph.

VI.7 Transformacién de N. crassa

Las cepas de N. crassa FGSC # 9717 (delta mus-51::bar+; his-3 mat A) y
FGSC #9538 (mus-51 delta::bar; his-3 mat a) se sembraron en MMV enriquecido
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con histidina, e incubaron a 28°C durante una semana, y se expusieron a luz solar
a temperatura ambiente por 3 d. Las conidias maduras se extrajeron agregando
agua estéril, agitando vigorosamente el matraz hasta desprender las conidias. El
sobrenadante se filir6 con una gasa estéril en un tubo de 50 ml. Este
procedimiento se repitidé en varias ocasiones. El total del sobrenadante filtrado se
centrifugd por 5 min a 5,000 rpom y se desechd el sobrenadante. La pastilla de
conidias se lavo 3 veces con sorbitol 1 M estéril. Finalmente se resuspendieron en
80 ul de sorbitol 1 M. Las conidias de la cepa FGSC #9717 se transformaron con
los plasmidos pMF272+GRB y pJV15-2+GRB, mientras que las conidias de la
cepa FGSC #9538 se transformaron con los cassettes 5x_10XGli_gfp o
mchfp_1/2hph y 1/2hph_3’x.

En una celda de electroporacion estéril de 0.2 mm se mezclaron 80 ul de
conidias de la cepa FGSC # 9717 con 20 ul de plasmido pMF272+GRB o pJV15-
2+GRB (100 ng pl") y se incubaron 15 min en hielo. De la misma manera, para el
marcaje endogeno, se mezclaron 50 ul de conidias de la cepa FGSC #9538 con
10 pl de cada uno de los cassettes. Para el marcaje endégeno con GFP se
utilizaron los fragmentos 5°'x_10XGli_gfp_1/2hph y 1/2hph_3’x, y para el marcaje
endoégeno con mMCHFP se utilizaron los fragmentos 5°x_10XGli_mchfp_1/2hph vy
12mchfp_3x. Tanto para el marcaje exdégeno (plasmidos) y enddgeno
(fragmentos de DNA), el ensayo de transformacién genética se hizo en el
electroporador Biorad Gene Pulser Electroporator bajo las siguientes condiciones:
600 OHMS, 25 uF, 1.5 KV por 12-14 milisegundos. Posterior al pulso eléctrico se
agregaron 900 pl de sorbitol frio. Las conidias electroporadas con los plasmidos se
transfirieron a un tubo de 25 ml estéril y se mezclaron con 4 ml MMV-liquido,
incubandose durante 2 h en agitacién (200 rpm) a 30°C en oscuridad. Después de
la incubacién se centrifugd a 5,000 rpm durante 5 min, descartandose 4.8 ml del
sobrenadante y las conidias se resuspendieron en el volumen restante,
posteriormente se sembraron en 4 placas de medio FIGS agar. Mientras que las

conidias electroporadas con los fragmentos de DNA para marcaje enddgeno, se
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transfirieron a tubos de cultivo con 5 ml con medio de recuperacion (3 tubos por
cada transformante) y se incubaron a 30°C durante 2 h a 200 rpm, posteriormente
cada cultivo se transfirid a un tubo de cultivo con 5 ml de medio top agar
(almacenados a 55 °C). Inmediatamente se vaciaron sobre las placas con medio
bottom agar solido con histidina (0.5 mg ml™") e higromicina (0.3 mg ml™"). Las
placas se incubaron a 30°C hasta que aparecieron las primeras colonias. Para el
control negativo se realizé el mismo procedimiento, pero no se agregé ningun

plasmido o cassette de DNA a las conidias.

La recuperacion de las colonias transformantes se realizé transfiriendolas
individualmente en tubos de 5 ml con MMV agar incubandolas a 28°C. Las
colonias que expresaban la GFP o mCHFP, se seleccionaron de acuerdo a la
emision de fluorescencia observada con el microscopio confocal LSM Meta 510
(Carl Zeiss), con una longitud de onda de excitacion de 488 nm y de emision de
510 nm para la GFP, y una longitud de onda de excitacion de 505-530 nm y de
emision de 596-703 nm para la mCHFP.

VI.8 Southern Blot
VI.8.1 Digestion Enzimética

La integracion correcta de los cassettes, para el marcaje enddogeno de los
genes tbg, grb y aps-1 en el genoma de N. crassa, se corroboré por la técnica de
Southern Blot (Sambrook y Rusell, 2001). Para ello se realizé la extraccion casera
de DNA gendmico de las cepas transfomantes. EI DNA gendmico obtenido fue
digerido con distintas enzimas de restriccion. Las transformantes que contienen
tbg-gfp y tbg-mchfp (TRM67-RR08 y TRM68-RR09 respectivamente) se digirieron
con las endonucleasas Hindlll (Invitrogen) y Smal (Invitrogen). La mezcla de
reaccion para la digestion con Hindlll contenia 10 ul de DNA gendmico de las

cepas TRM67-RR07 o TRM68-RR08, 2 ul de Reactante 2 y 0.5 ul de enzima
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Hindlll en un volumen final de 20 ul, se incub6 toda noche a 37°C. La mezcla de
reaccion para Smal contenia 10 ul de DNA gendmico (TRM67-RR08y TRM68-
RRO09), 2 ul de Reactante 2 y 0.5 ul de enzima Smal en un volumen final de 20 pl,
y se incubo a 30°C durante toda la noche; La transformante GRB-mCHFP
(TRM66-RR07) se digiridé con las enzimas Sac/ (New England Biolabs) y Pstl
(Invitrogen). La mezcla de reaccion para la digestién con Sac/ contenia 10 ul de
DNA gendmico de la cepa TRM66-RR07, 2 ul de NEB | 10X, 2 ul de BSA 10 Xy
0.5 ul de enzima Sacl en un volumen final de 20 pl. La mezcla de reaccion para la
digestién con Pstl contenia 10 ul de DNA gendmico de la cepa TRM66-RR07, 2 ul
de Reactante 10 y 0.5 ul de enzima Pst/ en un volumen final de 20 pl. Ambas
digestiones se incubaron durante toda la noche a 37°C. EI DNA de las cepas que
expresan la APS-1-GFP y APS-1-mCHFP (TRM69-RR10 y TRM70-RR11) se
digirieron con las enzimas Ndel y Sacll, ambas enzimas de New England Biolabs.
La mezcla de reaccion contenia 10 ul de DNA gendémico (TRM69-RR10 o TRM70-
RR11), 2 ul de NEB buffer 4 10X y 0.5 ul de enzima Ndel o Sacll en un volumen
final de 20 pl, y se incubaron a 37°C durante toda la noche. Para todas las
digestiones se utiliz6 DNA de la cepa silvestre y de la cepa parental como control

negativo.

VI1.8.2 Transferencia del DNA a la membrana de nitrocelulosa

El DNA digerido con las diferentes enzimas se separd en geles de agarosa
al 0.8% con bromuro de etidio al 0.1% a 100 V durante 8 horas. El gel se cubri6
con una solucion de HCI 0.2 M incubandose de 10-20 min para su depurinacion,
posteriormente se transfirid a una solucién de NaOH 0.4 M durante 10-20 min para
la desnaturalizacion del DNA. Para realizar la transferencia del DNA a la
membrana de nitrocelulosa (Zetabind), a la camara de transferencia se agregoé %
de la solucién de NaOH 0.4 M, se colocé una base de vidrio en la parte superior

del recipiente y se cubrié con papel filtro sumergido en la misma solucion, el gel se
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depdsito arriba del papel filtro humedecido, posteriormente arriba del gel se coloco
la membrana de nitrocelulosa (claramente etiquetada y previamente humedecida
en agua), posteriormente se colocd otra capa de papel filtro humedecido con la
solucion de NaOH 0.4 M y se agregd una capa gruesa de papel secante,
finalmente se puso una base de vidrio para generar mayor presion y ayudar en la
transferencia del DNA del gel de agarosa a la membrana de nitrocelulosa que esta

cargada positivamente (la transferencia se dejo por dos dias).

V1.8.3 Marcaje de la sonda con P*

El DNA de las cepas transformantes se hibridé utilizando como sonda el
ORF del gen de resistencia a higromicina (hph) obtenido por PCR. Para el marcaje
radiactivo de la sonda, se utilizaron de 50-100 ng de DNA de hph resuspendidos
en 10 ul de TE. Dicho DNA fue desnaturalizado a 100°C durante 3 min, posterior a
la incubacion se colocd en hielo y se agregd 2ul del rxn mix 10X (contiene los
oligonucleotidos en buffer), 3 ul de dNTP’s (la mezcla no tiene dCTP’s), 0.5 ul de
la enzima Klenow polimerasa y 4 pl de P*CTP. La mezcla se llevo a un volumen
final de 20 ul y se incubd a 37°C por una hora, terminando la incubacion se colocé
en hielo y se llevd a un volumen final de 150 ul con H,0 mQ, posteriormente se
colocéd durante 3 min a 100°C para desnaturalizar el DNA ya marcado
radiactivamente. Inmediatamente se coloco en hielo y se utilizé para la hibridacion

de la membrana de nitrocelulosa.

VI1.8.4 Hibridacion del DNA

Después de realizar la transferencia de DNA se removi6 el papel secante y
el papel filtro, el gel y la membrana de nitrocelulosa se voltearon, se retiro el gel y
se le fijo el DNA a la membrana utilizando una camara de U.V. (aproximadamente
5 min). La membrana se transfierié a un tubo de hibridacion, adicionandole 50 mi
de la solucién de pre-lavado (1 M NaPOg4, 4 M NaCl, 0.5 M EDTA, 10% SDS) y se
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incubd 15 min en agitacion a 67°C, se descartd la solucion de pre-lavado y se
agregaron 50 ml de la solucién de pre-hibridacion y se incub6 en agitacion durante
15 min a 67°C. Posterior a la incubacion se agrego la sonda previamente marcada
y desnaturalizada a la solucién de pre-hibridacién sin tocar la membrana, se dejé
incubando durante toda la noche a 67°C en un horno de hibridacion Techne

Hybridization.

VI1.8.5 Revelado de la membrana de nitrocelulosa

Para el revelado de la membrana se descarté la solucién de hibridacion y
se lavo 4 veces con 50 ml de la solucion Zeta wash y se incubo a 67°C en
agitacion durante diferentes tiempos: el primero lavado durante 20 min, el segundo
lavado 18 min, el tercer lavado 15 min y el cuarto lavado 12 min. Posteriormente la
membrana se cubrié perfectamente en papel plastico (Saran wrap) para evitar el
contacto directo de la membrana con la camara de revelado. La membrana se
expuso en una placa autoradiografica durante un dia y la imagen de la membrana

se tomo utilizando un escaner GE Storm 820 phosphoimager.

VI.9 Cruzas de N. crassa

Para la obtencion de los homocariones de las transfomantes, se realizaron
las cruzas de las transformantes con las cepas de N. crassa Sad-2; hph+ mat a y
Sad-2; hph+ mat A. Primero se inoculd micelio de las cepas transformantes en
Medio Sintético de Cruzas y se incubd a 25°C durante 5 d. Posteriormente se re-
inoculd el cultivo con micelio de la otra cepa, continuando la incubacion a 25°C en
oscuridad total hasta la aparicion y maduracion de peritecios. De los peritecios se
recuperaron ascosporas con agua desionizada estéril, que se sembraron en
placas de MMV o MMV-histidina en el cual se sometié a un choque térmico a 60°C
durante 1 h para activarlas. Posteriormente se incubaron a 28°C toda la noche y

las colonias individuales se aislaron en tubos de 5 ml con MMV agar. Nuevamente



37

se observaron bajo microscopia de fluorescencia para seleccionar aquellas que

expresaran la sGFP o mCHFP.

VI.10 Fusion de cepas de N. crassa

La fusion de hifas, es un proceso que ocurre de manera natural entre hifas
de una misma colonia o hifas de diferentes cepas que tienen el mismo tipo de
apareamiento. Este proceso consiste basicamente en el reconocimiento de dos
hifas (maduras o germinales) que se encuentran muy cercanas, la remocion de
pared y membrana celular de ambas hifas y su posterior fusiéon, que continua con
el flujo del componente citoplasmatico y los organelos hacia la hifa contraria,
dando lugar a una colonia o cepa heterocarion (nucleos con diferente informacién

genética).

Para observar la relacion de las proteinas GRB y APS-1, con los nucleos, el
citoesqueleto microtubular y con la y-tubulina se realizé la fusién de cepas que
tienen los diferentes marcajes. Para ello se resuspendieron esporas de un cultivo
joven (2 0 3d en MMV a 28°C) en 500 ul de H,O destilada estéril de las cepas a
fusionar, se colocaron 40 ul de la suspension de conidias de las diferentes cepas
en una placa de MMV y se incubaron por 12 h a 28°C, y se analizaron por

microscopia confocal.

VI.11 Microscopia y analisis de imagenes

Las cepas transformantes de N. crassa se observaron por microscopia
confocal, utilizando el método de agar invertido (Figura 6) (Hickey et al., 2004).
Las cepas fueron observadas a alto aumento con un objetivo de 100 X; 1.3 A. N.
plan-apocromatico de inmersion en aceite, utilizando un microscopio confocal LSM
Meta 510 Carl Zeiss (Goéttingem, Alemania). Se tomaron imagenes

simultaneamente en dos canales: uno de luz fluorescente, utilizando un laser de
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Argon para la excitacion de la GFP (488 nm) y otro de luz transmitida para la
obtencion de imagenes en contraste de fases. Para la excitacion de la dRFP y de
la mCHFP se utilizé un Iaser de HeNe a una longitud de onda de excitacion de 543
nm. Se grabaron imagenes en dos dimensiones y series de tiempo con el software

LSM 510 version 3.2 y se analizaron con el software LSM examiner version 3.2.

Eloque de agar

Miceho

4—Cubreobjetos

Aceite de
inmersion

\ Objetivo

Figura 6. Método del bloque de agar invertido. EI método consiste en cortar un
fragmento del agar con micelio y colocarlo de manera invertida sobre el
cubreobjetos (Modificado de Hickey et al., 2004 en Ramirez-Cota, 2008).
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VII. Resultados

VII.1 Construccion de los plasmido pMF272+grb y pJV15-2+grb

En la figura 7 se muestra la construccion de los plasmidos pMF272+grb y
pJV15-2+grb, que se generaron a partir de la clonacion de grb en los sitios de
clonacion multiple Xbal y Pacl de pMF272 y pJV15-2 (Figura 7a). El PCR de
colonia de las clonas de E. coli que se transformaron con estos plasmidos se
muestra en la figura 7b, las clonas 1, 4, 5y 7 contienen el ORF de grb en el vector
pPMF2-72+grb y las clonas 6, 7 y 9 lo contienen en el vector pJV15-2+grb. Ademas
se muestran los resultados de la liberacién de los fragmentos posterior a la

digestion enzimatica con Xbal y Pacl (Figura 7c).

El plasmido pRR1_Omcherry derivado del pZero pMF357 pPP43, se
caracteriza por contener la secuencia genética de la mCHFP seguida de la
secuencia del gen de resistencia a higromicina (hph). En la figura 8 se muestra la
clonacion del gen mchfp en el sitio de clonacion multiple Xbal y Pacl del
pZero pMF357 pPP43. La integracion correcta del gen fue corroborada por PCR
de colonia y por la digestién con la enzima Ncol (Figura 8b y c), encontrandose 6
clonas positivas (las clonas 1, 4, 5, 7, 8 y 9) de 10 analizadas. El plasmido
pZero pMF357 pPP43 y el pRR1_Omcherry de la clona No. 1 fueron utilizados
para la generacion de constructos para el marcaje endégeno de las proteinas
GRB, APS-1 y y-tubulina.
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Figura 7. Construccion de los plasmidos pJV15-2+grb y pMF272+grb. (a)
Eelectroforesis de pMF272, pJV15-2 y el ORF de grb digeridos con las enzimas de
restriccion Xbal y Pacl para su posterior ligacion, (b) PCR de colonia de las
recombinantes de E. coli que contienen el gen grb ligado a pJV15-2 y pMF272, las
flechas sefalan las clonas positivas para el grb, (c) digestion enzimatica con Xbal
y Pacl para corroborar la correcta integracion del ORF del gen grb en los
plasmidos pJV15-2 y pMF2-72. Gel de agarosa al 1%, A= marcador de peso
molecular.
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pZero_pMF357
* _pPP43  mchfp

4787

Figura 8. Construccion del plasmido pRR1_0Omcherry. (a) Electroforesis gen mchfp
y del vector pZero_ pMF357 pPP43 digeridos con las enzimas de restriccion Xbal
y Pacl para su posterior ligacion, (b) PCR de colonia de las recombinantes de E.
coli que contienen el gen mchfp ligado al vector pZero pMF357 pPP43, (c)
digestion enzimatica con Ncol para corroborar la integracion correcta del ORF del
gen mchfp en el pZero pMF357 pPP43, las flechas sefialan las clonas positivas.
Gel de agarosa al 1%, A= marcador de peso molecular.
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VII.2 Construccién genética para el marcaje endégeno de las proteinas GRB,
APS-1y y-tubulina

Los cassettes para el marcaje endogeno de las proteinas GRB, APS-1y y-
tubulina con las proteinas fluorescentes GFP y mCHFP, construidos mediante la
técnica de PCR de fusidbn se muestran en la figura 9c. Las bandas
correspondientes a los fragmentos de DNA de los genes gfp_hph y mchfp_hph
contenidos en los plasmidos pZero pMF357 _pPP43 y pRR1_Omcherry se
muestran en la figura 9a y los fragmentos 5" y 3" de los genes grb, aps-1 y tbg se

muestran en la figura 9b.

Estos cassettes se utilizaron para transformar conidias de N. crassa como
se mencion6 en materiales y métodos, de un total de 6 transformaciones solo se
obtuvieron 5 cepas transformantes con el siguiente genotipo; N. crassa his-3,hph+,
grb-mchfp (TRM66-RR07), N. crassa his-3,hph+, APS-1-gfp (TRM69-RR10), N.
crassa his-3,hph+, APS-1-mchfp (TRM70-RR11), N. crassa his-3,hph+, y-tubulina-
gfp (TRM67-RR08) y N. crassa his-3,hph+, y~tubulina —mchfp (TRM68-RR09). EI
analisis de Southern blot de las colonias de las diferentes transformantes
demostro la correcta integracion genética de los cassettes en el DNA gendémico de
la cepa parental N. crassa N3011 (Figura 10). Todas las colonias de las cepas
TRM66-RR07, TRM69-RR10 y TRM70-RR11 mostraron una correcta integracion
genética, mientras que solo la colonia No. 4 de la cepa TRM67-RR08 y la colonia

No. 2 de la cepa TRM68-RR09 tuvieron una correcta integracién (Figura 10c).
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Figura 9. Construccion de los cassettes para marcaje endoégeno de las proteinas
GRB, APS-1 y stubulina con las proteinas fluorescentes GFP y mChFP. (a)
Electroforesis de los cassettes GFP-Hph y mCHFP-Hph amplificados a partir de
los plasmidos pZero pMF357 pPP43 y pRR1_Omcherry, respectivamente. (b)
Electroforesis de los fragmentos 5” y 3°de los genes gtub, aps-1 y grb amplificados
por PCR a partir de DNA gendémico de N. crassa N39. (c) electroforesis de los
productos del PCR de fusion de los fragmentos 5y 3°'de los genes con los
cassettes GFP+Hph y CHFP+Hph para posteriormente ser utilizados en la
transformacion genética de N. crassa.



44

a) Pvil Avrll

1 7 1 N30 wt 1 7 1 N30 wt

-w. s

6.0000—> Sl s

b) Sacll Ndel

mCHF? GFP mCHFP GFP
8 7 2 1 4 3 2 1N30Twt8 7 2 1 4 3 2 1 N30DIwt

9. 500 — s T & 8 R e e, | —— 5500

2O e o . e
WML N Fdenespam <1129
Smal Hindll
C) mCHF= GFP mCHFP GFP
9 8 3 2 5 4 2 1N3Iwt 9 B 3 2 5 4 2 1 N301wt

Figura 10. Southern blot de las cepas transformantes de N. crassa para
corroborar la correcta integracion del DNA. (a) DNA de la cepa N. crassa GRB-
mCHFP digerido con las enzimas Pvil y Avll, (b) DNA de las transformantes N.
crassa APS-1-mCHFP (8,7 y 2) y N. crassa APS-1-mCHFP (4,3 y 2) digeridos con
las enzimas Sacll y Ndel, (c) DNA de la cepa. N. crassa y-tubulina-GFP y N.
crassa y-tubulina-mCHFP digerido con las enzimas Smal y Hindlll. EI DNA de
todas las digestiones fue hibridado con la sonda radioactiva Hph-P*, las flechas
sefalan el tamarno de los fragmentos de DNA correspondientes a una correcta
integracion del DNA transformante en el genoma de N. crassa N3011, las cepas
N3011 y wt (N39) fueron utilizadas como controles negativos.
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VII.3 Caracterizacion de la localizacion y dinamica de la GRB

VI1.3.1 Localizacion de GRB

Mediante microscopia confocal, se determiné la localizacién celular de
GRB-mCHFP o GRB-GFP en diferentes etapas del ciclo celular del hongo
filamentoso N. crassa. La GRB en conidias se localizé como un punto fluorescente
intenso asociado a los nucleos (Figura 11). No se observd diferencias en la
distribucion de la proteina al ser regulada por el promotor ccg-7 o el promotor
endogeno (Figura 11-13). Por lo que, el analisis de la GRB se realiz6 de manera

indistinta en ambas cepas.

Figura 11. Imagen de conidias que muestran la expresion de la GRB-GFP y GRB-
mCHFP regulada por el promotor ccg-1 y por el promotor enddégeno. (a)-(c) N.
crassa GRB-GFP; P-ccg1, (d)-(f) N. crassa GRB-mCHFP; P-ccg1 y (g)-(i) N.
crassa GRB-mCHFP; P-endogeno. (a), (d) y (g) Canal fluorescente que muestra la
GRB con los diferentes marcajes; (b), (e) y (h) canal de contraste fases; y (c), (f) é
(i) sobreposicion de las imagenes del canal de fluorescencia y de contraste de
fases. Escala=5 ym.



46

La sefial de la GRB en germinulas con 6 h de crecimiento conservo el
mismo patron de distribucién que la GRB de conidias (Figura 12). Aunque, la
cantidad de puntos fluorescentes fue mayor a la observada en las conidias. En
hifas maduras la sefal de la GRB es mayor, esto coincide con que hay mayor
cantidad de nucleos, ademas los puntos fluorescentes presentan una mayor
dinamica siguiendo el movimiento nuclear en direccion anterograda o retrograda
(Figura 13).

Figura 12. Imagen de germinulas de 6 h de crecimiento, que muestran la
expresion de la GRB-GFP y GRB-mCHFP regulada por el promotor ccg-1 y por el
promotor enddgeno. (a)-(c) N. crassa GRB-GFP; P-ccg1, (d)-(f) N. crassa GRB-
mCHFP; P-ccg1 y (9)-(i) N. crassa GRB-mCHFP; P-endbgeno. (a), (d) y (g) Canal
fluorescente que muestra la GRB con los diferentes marcajes; (b), (e) y (h) canal
de contraste fases; y (c), (f) é (i) sobreposicion de las imagenes del canal de
fluorescencia y de contraste de fases. Escala=10 um.



47

‘win ) L=e|easy ‘Sesej ap 8)Seljuod ap A elousasalon|) ap jeued [ap sausbewi se| ap uoioisodaiqos (1)o (1)(2)

1B23-g

ouabopua-d 1629-4
diHow-gys (B ddnowgue (P (@ dioswo (e



48

La localizacién de la GRB en ascosporas se determind mediante el analisis
de la cepa que produce la GRB-mCHFP en un trasfondo genético con la mutacion
per-1, la cual se caracteriza por producir ascosporas sin color, facilitando la toma
de imagenes de contraste de fases en este estadio celular. Los resultados de
microscopia confocal mostraron que la GRB se distribuye de manera similar en
ascosporas que en conidias, a manera de puntos brillantes asociados a los

nucleos (Figura 14d).

GRB-mChFP; per-1

GRB-mChFP; per-1

Figura 14. Imagen de ascosporas de la cepa N. crassa GRB-mCHFP per-1
tomada por microscopia confocal. (a) y (c) canal de fluorescencia, (b) y (d)
superposicion del canal de fluorescencia y el canal de contraste de fases, en
donde se observa la distribucion de la GRB-mCHFP en el asca (a) y (b) y de una
ascospora (c) y (d).

VII.3.2 Asociacion de la GRB con los nucleos

Para corroborar la asociacion de GRB a los nucleos de N. crassa se realizd

la fusion de las cepas que expresan las proteinas GRB-GFP y la dRFP-H1. El
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producto de esta fusién da origen a un heterocarion que expresa la proteina GRB
en verde y los nucleos en rojo (Figura 15), la toma de imagenes de microscopia
confocal de este heterocarion hizo evidente la asociaciéon de la GRB con los
nucleos. Esta asociacion se mantiene durante los diferentes estadios celulares, se
observa desde conidias con 0 h de crecimiento (Figura 15a), germinulas e hifas

maduras (Figura 15e).

La mayoria de los nucleos poseen un acumulo brillante de GRB asociado a
ellos (Figura 15c), aunque ocasionalmente se observan nucleos que presentan
dos puntos brillantes de GRB localizada en extremos opuestos de los nucleos (15d
y f), aparentemente la localizacion de la GRB esta asociada a los SPBs de los
nucleos y los nucleos que presentan un punto brillante de GRB podrian
corresponder a nucleos en interfase y los nucleos con dos puntos brillantes de

GRB asociados a ellos podrian corresponder a nucleos en mitosis.

a)  GRB-gfp; rfp-H1

Figura 15. Asociaciéon de la GRB con los nucleos durante diferentes estadios
celulares de N. crassa. (a) Canal de fluorescencia de una conidia de N. crassa que
expresa la GRB-GFP en verde y los nucleos dRFP-H1 en rojo, (b) distribucién de
la GRB en una germinula de 6 h de crecimiento, (c) acercamiento de dos nucleos
que muestran la asociacion de la GRB en el SPB, (e) hifa madura con 12 h de
crecimiento en donde se observan nucleos en interfase y en mitosis, (d) y (f)
acercamiento de dos nucleos en mitosis.
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VII.3.3 Asociacion de la GRB con la »+tubulina

Para comprobar la hipétesis de que la GRB se localiza en los SPBs se
tomaron imagenes de microscopia confocal del heterocarion que produce la GRB-
mCHFP y la y-tubulina-GFP. Observandose que la GRB se distribuye como puntos
brillantes que co-localizan completamente con la y-tubulina en hifas maduras de N.
crassa (Figura 16d y e). Las imagenes de series de tiempo mostraron que la GRB
y la y-tubulina se mueven a la par siguiendo la direccién de movimiento de los

nucleos.

y-tubulin-GFP

a) b) GRB-mChFP

Figura 16. Asociacion de la GRB con la y—tubulina en una hifa madura de N.
crassa. (a) Canal de fluorescencia que muestra la distribucion de la y-tubulina-
GFP, (b) canal de fluorescencia que muestra la distribucion de la proteina GRB-
mCHFP y (c) superposicion de a y b, (d) y (e) acercamiento de una zona subapical
y basal de la hifa en (c) que muestra la co-localizacion de la GRB con la y-tubulina
en los SPBs. Escala= 10 um.

Para determina si la GRB se localiza en la placa externa o en la placa intera

del SPB se tomaron imagenes de conidas heterocariones que expresan la GRB-
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mCHFP y la nucleoporina Son-1 en verde, marcada con GFP. Las imagenes de
esta cepa mostraron que la GRB esta asociada a la membrana nuclear en un
extremo del nucleo, y aparentemente se encuentra embebida en la membrana

nuclear (Figura 17).

Figura 17. Localizacion de la GRB en relacion a la membrana nuclear de conidias
de N. crassa. Imagen confocal de la superposicion de dos canales de
fluorescencencia de conidias que expresa la GRB en rojo y la membrana nuclear
en verde.

VII.3.4 Interacciéon de la GRB con el citoesqueleto microtubular

La cepa heterocarion con el doble marcaje de la GRB-GFP y la p-tubulina-
mCHFP muestra que la GRB se encuentra asociada a los Mts citoplasmaticos en
hifas maduras (Figura 18a) y que en nucleos en mitosis la GRB esta localizada en
los extremos opuestos del huso mitético (Figura 18b). Ademas se observo que en
nucleos que aparentemente van a iniciar la formacién del huso mitético la GRB se

encuentra en ambos polos (Figura 18 c y d).
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Figura 18. Asociacion de la GRB con los Mts. (a) Region basal de una hifa
madura que muestra la GRB-GFP asociada a los Mts marcados con la p-tubulina-
mCHFP, (b) acercamiento de un huso mitético con la GRB asociada en los
extremos del mismo, (c) y (d) acercamiento de dos nucleos con la GRB-GFP
localizada en extremos opuestos, previo a la formacion del huso, region apical y
subapical de una hifa madura.

VII.3.5 GRB y la histona centromérica CenH3

La histona centromérica CenH3 es un componente estructural del
cinetocoro de los cromosomas en hongos. Mediante microscopia confocal del
heterocarion que produce CenH3-GFP y la GRB-mCHFP se observé que en
nucleos en interfase, la CenH3 se encuentra acumulada en una regidbn muy
adyacente a la GRB (Figura 19), y en nucleos en mitosis se encuentra en la region

central del nucleo.



53

CenH3-GFP

b)
.
Figura 19. Asociacion de la GRB con la histona Cen-H3. (a), (b), (d) y (e)
Acercamiento de los SPBs de una hifa madura que expresa la proteina GRB-

mCHFP y la proteina CenH3-GFP. (c) Region apical y subapical de una hifa
madura.

VII.4 Caracterizaciéon de la localizacion y dinamica de la APS-1
VII.4.1 Localizacion celular de la APS-1

Se observaron conidias, geminulas e hifas maduras de la cepa que expresa
la APS-1-GFP, utilizando microscopia confocal. En conidias la APS-1 se aprecia
acumulaciones pequefias a manera de puntos brillantes distribuidos en el

citoplasma, aparentemente asociados a los nucleos (Figura 20).
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Figura 20. Imagen de 2D de una conidia que muestra la distribucion de la APS-1.
(a) Canal de fluorescencia. (b) Canal de contraste de fases. (c) Composicion de
(a) y (b). Rebanada focal de 0.9 um. Escala=5um.

En germinulas la APS-1 se observa como acumulaciones puntuales
fluorescentes, distribuidas desde la esfera germinal hasta el tubo germinal (Figura
21). En hifas maduras, la APS-1 se localiza a lo largo de las hifas en forma de
acumulaciones fluorescentes, que al igual que en conidias y germinulas parecen
estar asociadas a los nucleos (Figura 22). Los puntos fluorescentes son moviles
en todos los estadios celulares, sin embargo son mas dinamicos en las hifas
maduras, cuyo movimiento corresponde al desplazamiento nuclear que es mas

activo en las hifas maduras (Figura 22).
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Figura 21. Localizacién de la APS-1 en una germinula con 6 horas de crecimiento.
La APS-1 se distribuye en forma de acumulaciones fluorescentes aparentemente
asociadas a los nucleos a lo largo de todo el citoplasma. (a) Canal de
fluorescencia. (b) Canal de contraste de fases. (c) Composiciéon de (a) y (b).
Rebanada focal de 0.9 um. Escala=10 um.

Tanto las conidias y germinulas presentan una morfologia celular similar a
la cepa tipo silvestre (Figura 20 y 21). Sin embargo, las hifas maduras presentan
una morfologia aberrante con abultamientos en algunas regiones de las hifas, un
crecimiento lento, presentando ramificaciones apicales y subapicales muy

cercanos al apice de la hifa (Figura 22).
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VIl.4.1 Asociacién de la APS-1 con estructuras celulares

Para determinar si la APS-1 se encuentra localizada en los SPBs de los
nucleos, se tomaron imagenes de microscopia confocal de la cepa heterocarion
que expresa la APS-1-GFP y la y-tubulina-mCHFP. Las imagenes obtenidas,
mostraron que la APS-1 co-localiza con algunas sefales de la y-tubulina, pero no
con todas, ademas también se observaron puntos fluorescentes correspondientes

a la APS-1 que no co-localizaban con la y-tubulina (Figura 23).

Probablemente los puntos que co-localizan corresponden a una poblacion
de APS-1 asociada a los SPBs, mientras que los que no co-localizan

corresponden a una poblacion libre en el citoplasma (Figura 23-c).

Figura 23. Asociacion de la APS-1 con la y—tubulina en una hifa madura de N.
crassa. (a) Canal de fluorescencia que muestra la distribucion de la APS-1-GFP,
(b) canal de fluorescencia que muestra la distribucion de la proteina y—tubulina -
mCHFP y (c) superposicion de a y b. Las flechas muestran la co-localizacion de
APS-1 con la jytubulina en los SPBs y los asteriscos indican la APS-1 libre.
Escala=10 um.
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El marcaje de membranas con FM4-64 de hifas maduras de la cepa que
expresa la APS-1-GFP, no mostr6 asociacion de la APS-1 con el Spk (Figura 24-

c), ni con los septos (Figura 24-f).

a) )

Figura 24. Imagen en 2D de hifas maduras de la cepa que expresa APS-1-GFP
tenidas con FM4-64. (a)-(c) Zona apical y (d)-(f) zona distal de las hifas. (a) y (d)
canal de fluorescencia que muestra la distribucion de la APS-1-GFP, (b) y (e)
canal de fluorescencia que muestra la tincibn con el FM4-64 y (c) y (f)
superposicion de a y b. Escala=10 um.

VII.5 Caracterizacion de las cepas mutantes AAPS-1 y AGRB.

VII.5.1 Cruzas para obtener los homocariones de las cepas mutantes

Las cepas mutantes obtenidas comercialmente son cepas heterocariones,
es decir que contienen nucleos que expresan las proteinas APS-1 y GRB nativas,
y nucleos que tienen la mutacién por delecién de los genes para estas proteinas.
Para determinar el efecto de la mutacion de estas proteinas se procedio a realizar

las cruzas para obtener homocariones con estas mutantes.
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La figura 25 muestra los peritecios y ascosporas obtenidos de las cruzas de
las cepas mutantes con la cepa NMF160. El numero y tamafio de las ascosporas
producidas de la cruza de la cepa AAPS-1 fue muy reducido (Figura 25). Ademas,

las ascosporas no fueron fértiles.

Peritecios Ascosporas Germinulas

9 N

AAPS-1

AGRB |

200 pm

Figura 25. Imagen de peritecio, ascosporas y germinulas generadas de la cruza
de las mutantes AAPS-1 y AGRB con la cepa NMF60. Escala=200 um

La cruza de la cepa AGRB, produjo ascosporas fértiles, que dieron origen a
colonias homocariones. EI DNA gendomico de estos y de la cepa comercial se
analizaron por PCR para corroborar la mutacién del gen grb (Figura 26). EIl PCR
amplifico el ORF del gen grb tanto en el control positivo como en las cepas
mutantes, demostrando que tanto el heterocarion como los homocariones no
poseen la delecion del gen. El analisis por Southern blot de la cepa heterocarion

corrobord estas observaciones.
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A (+) () AH A5 A7 A8

4,500

Figura 26. PCR para corroborar la deleciéon de la GRB. (+) DNA genémico de la
cepa tipo silvestre, (-) agua, (AH) DNA gendémico del heterocarion, (A5-A7) DNA
genomico del homocarion obtenido a partir de la cepa. Las bandas corresponden

al tamafo del ORF del gen grb.
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VIIIl. Discusiones

VIII.1 Localizacion y dindmica de la GRB

En este trabajo realizamos la caracterizacién de la GRB, homodloga de Pcp1
de S. pombe en el hongo filamentoso N. crassa. Aunque se ha reportado la
presencia de la secuencia homodloga para la proteina tipo pericentrina en A.
nidulans (Flory et al., 2002), este es el primer reporte que describe la localizacion y

dinamica de estas proteinas en un hongo filamentoso.

Para describir la localizacion in vivo de la GRB se realizé el marcaje de la
proteina con las proteinas fluorescentes GFP y mCHFP, expresada bajo el
promotor fuerte ccg-7 y el promotor endégeno de la misma. El empleo de la
técnica de marcaje de proteinas con proteinas fluorescentes en hongos ha
permitido la observacion in vivo de proteinas y estructuras celulares (Fernandez-
Abalos et al., 1998; Freitag et al., 2004; Horio y Oakley, 2005; Sampson y Heath,
2005; Mourifio-Pérez et al., 2006). En Neurospora crassa el plasmido pMF272 y
sus derivados han permitido el marcaje con proteinas fluorescentes de proteinas
como la B-tubulina, la H1, y-tubulina, fimbrina, entre otras (Freitag et al., 2004;
Mourifio-Pérez et al., 2006; Ramirez-Cota, 2008; Delgado-Alvarez et al., 2010).
Sin embargo, el uso de este marcaje ha generado algunas controversias, debido a
que las cepas transformantes con este tipo de plasmidos expresan dos
poblaciones de la proteina de interés, aquella que no esta marcada con la proteina
fluorescente y la que si estda marcada. Por lo que existe la posibilidad de que la
poblacion endégena este cumpliendo su papel de manera normal y la proteina
marcada no esté realizando las mismas funciones. Para resolver estas
controversias se desarrollé la técnica de marcaje endoégeno (Szewczyk et al.,

2007), que consiste en generar cepas transformantes en las que el gen que de la
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proteina quimerica reemplaza al gen enddgeno. La expresion de esta proteina es

regulada por su propio promotor.

En el presente trabajo se demostré que no hay diferencias en la distribucién y
dinamica de la GRB-GFP o GRB-mCHFP, cuando su expresion es regulada por el
promotor exdgeno ccg-1 o por el enddgeno. La GRB se distribuye como
acumulaciones fluorescentes asociadas a los nucleos tanto en ascosporas, como
conidias, germinulas e hifas maduras. Este patrén de distribucion se ha observado
en los homologos de GRB en levaduras y mamiferos (Moser, et al., 1997; Hagan y
Hyams, 1988; Flory, et al., 2002;Fong et al., 2010).

Las cepas que expresan el marcaje en el extremo carboxi-terminal no
mostraron efectos negativos en el crecimiento y morfologia. En todos los casos se
encontré una localizacién puntual asociada a los nucleos. Esto concuerda con lo
reportado por Flory et al. (2002), en el que el marcaje endégeno de la GRB con
GFP tanto en el extremo carboxi- o amino-terminal se localiza en los SPBs y las

células no presentan defectos en crecimiento.

Las imagenes obtenidas por microscopia confocal del heterocarion que
expresa el doble marcaje de los nucleos en rojo (dRFP-H1) y la GRB en verde,
demostraron que la asociaciéon de la GRB a los nucleos es constante a través del
ciclo de divisidn nuclear. Algunos nucleos poseen un punto fluorescente intenso de
GRB asociado a ellos y otros presentan dos puntos fluorescentes localizados en
extremos opuestos. Debido a que en levaduras las proteinas tipo pericentrinas se
encuentran asociadas al SPB de los nucleos en interfase y en mitosis (Flory et al.,
2002), suponemos que los nucleos que presentan un solo punto brillante
corresponden a nucleos en interfase y los que presentan dos puntos fluorescentes

corresponden a nucleos en mitosis.

La co-localizacién de la GRB con la y-tubulina en los nucleos, indica que en

N. crassa la GRB se encuentra asociada a los SPBs al igual que sus homélogos
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en levaduras. EI SPB es una estructura granular que consta de diferentes laminas
ancladas a la membrana nuclear. Una de estas laminas es la lamina externa que
entra en contacto con el citoplasma celular y la otra es la lamina interna que esta
en contacto con el nucleoplasma. Para determinar la localizacion de GRB en las
placas del SPB realizamos la fusion de la cepa que expresa GRB-mCHFP con la
cepa que expresa la nucleoporina GFP-SON1. Las imagenes de microscopia
confocal mostraron que la GRB se encuentra embebida en la membrana nuclear.
Sin embargo, la resolucion de estas imagenes no permiten determinar si la GRB
se encuentra en la placa interna o en la placa externa del SPB. Para determinar
con presicidon la localizaciéon de la GRB con respecto a las placas del SPB es
necesario realizar observaciénes de microscopia electronica de transmision. Sin
embargo, podemos asumir que la GRB se encuentra localizada en la placa interna
del SPB, debido a que sus homologos en levaduras han sido localizados en dicha
region (Moser et al., 1997; Flory et al., 2002).

El SPB es conocido como el principal centro organizador (MTOC) tanto de
Mts citoplasmaticos como de Mts mitdticos y la y-tubulina es la principal
responsable de la formacion de novo de Mts a partir de los MTOCs. Como se
esperaba el marcaje de la GRB-GFP y la pB-tubulina-mCHFP mostré una
asociacion de los Mts citoplasmaticos asociados a un punto fluorescente de GRB
en los nucleos en interfase, y los Mts del huso mitético con un punto brillante de
GRB en cada extremo del huso. A diferencia de la levadura de fisidon, en la cual la
polimerizacion de los Mts del huso inicia desde la migracion del SPB hijo (Ding et
al., 1997; West et al., 1998), nosotros encontramos nucleos con dos puntos
brillantes de GRB previo a la formacion del huso mitético, lo que sugiere que en N.
crassa el SPB migra hacia los extremos opuestos del nucleo antes de iniciar la

formacion del huso mitético.

Las observaciones realizadas en este trabajo indican que la GRB se
encuentra localizada en los SPBs, a su vez asociada a la y-tubulina y a los Mts.

Siguiendo el mismo comportamiento dinamico del SPB durante el ciclo nuclear,
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por lo que creemos que esta proteina constituye un elemento importante en la
regulacion de la mitosis en N. crassa. Aunque con estas observaciones, es dificil
establecer el papel que juega esta proteina en el proceso de la mitosis en N.
crassa, se ha demostrado que sus homodlogos en otros organismos estan
involucrados en la formacién del huso mitoético mediante el reclutamiento del
complejo de la y-tubulina al SPB de hongos (Yoder et al., 2005; Fong et al., 2010)
y a los centrosomas de células animales (Zimmerman et al., 2004; Zhang y
Megraw, 2007).

Las mutantes de las proteinas tipo pericentrina tienen un efecto negativo en
la formacién del huso y la segregacién de cromosomas. Ademas, en S. pombe se
demostré que la sobreexpresion de la proteina causa defectos en la segregacion
de cromosomas, la formacion de multiples fragmentos mitoticos y la presencia de
varias estructuras anormales, por ejemplo multiples SPBs (Flory et al., 2002). Al
igual que en algunas lineas celulares cancerigenas de humanos, que presentan
estructuras anormales como centrosomas, la formaciéon anormal del huso y la
incorrecta segregacion de DNA (Lingle et al., 1998; Pihan et al., 1998; Lingle y
Salisbury, 1999; Flory et al., 2000).

Para determinar el efecto de la mutante de la GRB en N. crassa, se adquiri6
una cepa comercial con la delecién del ORF del gen de la GRB. Sin embargo, el
analisis de Southern blot de la cepa adquirida mostré resultados negativos, es
decir que la cepa comercial tenia del ORF de grb. Asi mismo, el PCR que se
realizd utilizando el par de oligonucleétidos del ORF de grb, mostré que tanto la
cepa comercial como su progenie poseian el gen de la grb. Debido a esto, y a que
la proteina es parte del SPB se asume que la delecién de esta proteina es letal.
Por lo que para determinar el analisis del efecto de la mutacién de la GRB en la
distribucion de la y-tubulina y el ensamblaje del huso mitético, se propone la
construccion de una cepa que exprese la mutante de la GRB sensible a

temperatura.
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Por otra parte, la localizacion cercana de la GRB con la histona
centromérica CenH3 durante interfase y la separacion de estas en mitosis, sugiere
que podrian estar relacionadas con la regulacion de la segregacion de los
cromosomas durante la mitosis. Diversos estudios muestran que los cromosomas
se encuentran asociados al SPB durante el ciclo nuclear, en interfase por la
interaccion del centromero con un complejo proteico al SPB y durante la mitosis
mediante los Mts del huso mitético que se asocian por el extremo negativo al SPB
y mediante el extremo positivo al centromero (Girbard, 1971; Aist y Williams, 1972;
Heath, 1994). Sin embargo, hasta el momento se desconocen los elementos
moleculares que regulan la segregacion de los cromosomas en hongos
filamentosos. El estudio de el comportamiento de estas dos proteinas podria
constituir las bases para comprender los mecanismos que regulan la segregacion

de cromosomas en N. crassa.

— Microtubulos
=== Son-1
@ GRB
® GRB/y-tubulina
@ cCenH3
Nucleo en interfase Nucleo en mitosis

Figura 27. Diagrama representativo de la localizacion de GRB en N. crassa. La
GRB se encuentra embebida en la membrana nuclear, asociada con la y-tubulina
en los SPBs de los nucleos. En los nucleos en interfase la GRB y la CenH3 se
encuentran en una posicion muy cercana, mientras que en la mitosis estan
alejadas. La GRB se asocia a un extremo de los Mts citoplasmaticos que emanan
del SPB, y en mitosis se localiza en los extremos opuestos del huso mitético.
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VIII.2 Localizacién y dindmica de la APS-1

Con la finalidad de determinar la localizacion y dinamica de la proteina
APS-1 en N. crassa, realizamos el marcaje enddégeno con GFP en el carboxi-

terminal de la proteina.

Las observaciones por microscopia confocal muestran que la proteina APS-
1-GFP se distribuye a manera de puntos brillantes en el -citoplasma,
aparentemente asociada a los nucleos. Encontrandose esta localizacion
conservada en los diferentes estadios celulares de N. crassa. Estas observaciones
concuerdan con la localizaciéon de sus homologos Mto1p y ApsB en los SPBs de
S. pombe y A. nidulans, respectivamente (Suelmann et al., 1998; Venkatram et al.,
2004; Veith et al., 2005; Samejima et al., 2008).

El doble marcaje de la APS-1-GFP y la y-tubulina-mCHFP mostré puntos
fluorescentes que indican la co-localizacion de estas proteinas, ademas se
observaron senales fluorescentes que no co-localizan. En hongos, la y-tubulina es
el principal componente de los SPBs (Oakley et al., 1990; Horio et al., 1991;
McDaniel y Roberson, 1998; Straube et al., 2003; Fink y Steinberg, 2006). Por lo
tanto, la co-localizacion de APS-1 con la y-tubulina podria representar a la
poblacion de APS-1 asociada a los SPBs, mientras que la que no co-localiza

corresponde a APS-1 libre en el citoplasma.

Konzack et al., (2005) demostraron que la nucleacién de Mts en A.
nidulans, ocurre en tres diferentes localizaciones celulares. Una correspondiente a
los SPBs, otra al citoplasma y a los septos. Los homdlogos de APS-1 en la
levadura de fision y en A. nidulans se localizan en los MTOCs nucleares y
citoplasmaticos (Venkatram et al., 2004; Veith et al., 2005; Zekert et al., 2010). Sin
embargo, el marcaje de membranas con el colorante lipofilico FM4-64 en la cepa
que expresa el marcaje APS-1-GFP, no mostro la presencia de la APS-1-GFP en

los septos.
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En A. nidulans, el marcaje en el carboxi-terminal de la proteina ApsB
ocasiona que la proteina pierda su localizacion en los septos y ademas causa una
reduccion en el numero de Mts citoplasmaticos similar a la cepa mutante de ApsB
(Veith et al., 2005). Por lo tanto, es posible que en N. crassa la APS-1 tenga la
misma distribucion celular que la ApsB, pero esta no es evidente debido a que su

localizacion es afectada por el marcaje en el carboxi-terminal de la proteina.

Las células de conidias y germinulas de la cepa que expresa la APS-1-GFP
no muestran diferencias en cuanto a la morfologia de la cepa silvestre, sin
embargo las hifas maduras tienen un crecimiento tipo mutante. El cual se
caracteriza por presentar un crecimiento lento, con una tasa elevada de
ramificaciones, poseer una polaridad inestable, presentando ramificaciones
apicales y ensanchamiento de las hifas. Esto demuestra que el marcaje en el
carboxi-terminal de la APS-1 con la proteina GFP afecta la morfologia y la tasa de
crecimiento del hongo, por lo tanto también puede estar afectando la localizacion y

funcionalidad de esta proteina.

La cruza de la cepa que posee la AAPS-1 (FGSC16154) para obtener los
homocariones de la misma no produce progenie, lo que sugiere que la delecion de
esta proteina es letal. Estos hallazgos indican que la proteina APS-1 es una
proteina esencial en N. crassa. Para futuros analisis se propone realizar el
marcaje de la proteina APS-1 en el amino terminal y una mutante sensible a

temperatura.
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IX. Conclusiones

En este trabajo se demostré que las proteinas GRB y APS-1 funcionan
como MTOCs dependientes de y-tubulina en los SPBs. Tanto la GRB como la
APS-1 son proteinas esenciales para la viabilidad del hongo, debido a que estan

involucradas en el proceso de mitosis.

El hecho de que la GRB y la APS-1 se localicen en el SPBs, y sigan la
misma dinamica que sus homodlogos en levaduras, demuestra que existe una
conservacion evolutiva de los componentes moleculares del SPBs involucrados en

la organizacion de los Mts citoplasmaticos y nucleares.

A su vez, la presencia de la APS-1 en el citoplasma indica la existencia de

MTOCs citoplasmaticos independientes de y-tubulina.

IX.1 Localizacion y dinamica de la GRB en N. crassa

e La localizacion celular de la GRB en los diferentes estadios del ciclo celular
de N. crassa esta asociada a los SPBs de los nucleos embebida en la
membrana nuclear, co-localiza con la y-tubulina y se localiza en extremos
opuestos del huso mitético durante la mitosis.

e La GRB esta relacionada con el ensamblaje del huso mitético en N. crassa.

e La localizacion cercana de la GRB con la CenH3 sugiere que estas podrian
estar relacionadas con la regulacion de la segregacion de los cromosomas
durante la mitosis.

e La delecion de GRB es letal en células de N. crassa.
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IX.2 Localizacion y dindmica de la APS-1 en N. crassa

e APS-1 es una proteina esencial para N. crassa.

e La APS-1-GFP se localiza en los SPBs y colocaliza parcialmente con la y-
tubulina.

e EIl marcaje enddgeno de la APS-1-GFP afecta la tasa de crecimiento del
hongo.

e El dominio C-terminal de la APS-1 esta involucrado en el posicionamiento

de esta proteina en los septos.
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