
CENTRO DE INVESTIGACIÓN CIENTÍFICA Y DE 
EDUCACIÓN SUPERIOR DE ENSENADA, BAJA 

CALIFORNIA 
 

 

 

 

PROGRAMA DE POSGRADO EN CIENCIAS 

EN CIENCIAS DE LA VIDA 

 

 

Caracterización de la miosina de clase V del hongo 

filamentoso Neurospora crassa 

 

 

Tesis 

para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de 
Maestro en Ciencias 

 

 

Presenta: 

 

Arianne Ramírez del Villar 

 
 
 
 
 
 

Ensenada, Baja California, México 
2014



 
 

 

 

 

 

 

Dra. Rosa Reyna Mouriño Pérez 
 Director del Comité 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dra. Carmen Guadalupe Paniagua Chávez 
 Miembro del Comité 

 Dr. Fernando Lara Rojas 
 Miembro del Comité 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Dra. Rufina Hernández Martínez 
 Coordinador del Posgrado en 

Ciencias de las Vida 

 Dr. Jesús Favela Vara 
Director de Estudios de Posgrado 

 
Octubre, 2014  

Tesis defendida por 

Arianne Ramírez del Villar 

 
y aprobada por el siguiente Comité 



ii 

Resumen de la tesis de Arianne Ramírez del Villar, presentada como requisito parcial 
para la obtención del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con 
orientación en Microbiología.  
 

Caracterización de la miosina de clase V del hongo filamentoso Neurospora 
crassa 

 
Resumen elaborado por: 
 

________________________________ 
                                                         Arianne Ramírez del Villar 

 
 

Los hongos filamentosos crecen en forma polarizada a través de la secreción de 
vesículas que contienen componentes de la pared celular y que viajan hacia el ápice de 
la célula. El movimiento de estos componentes es producido por proteínas motoras 
asociadas al citoesqueleto y en el caso de los filamentos de actina, estos motores se 
conocen como miosinas. Se ha reportado que la miosina de clase V es responsable del 
transporte de cargas intracelulares. Tiene un dominio diluido situado en el extremo 
carboxilo que une a la miosina a diferentes cargas. En hongos filamentosos, pocos 
estudios se han realizado acerca de la miosina de clase V. En este trabajo, se estudió 
la dinámica y localización de la miosina de clase V, así como la mutante carente del gen 
de la miosina de clase V en el hongo filamentoso Neurospora crassa. Se encontró que 
la miosina de clase V se localiza en el citoplasma en conidios, y una vez que germinan, 
esta se localiza en el ápice formando un domo apical donde permanece en las hifas 
maduras. Además, forman parte del septo. La ausencia de la miosina de clase V 
produce alteraciones en el crecimiento y la morfología de las hifas. Las colonias de la 
miosina de clase V mutante son más pequeñas y más compactas que las de la cepa 
WT (86,92% más pequeñas). Las colonias mutantes tenían un descenso de 90,51% en 
la tasa de crecimiento en comparación con la WT y sólo produjeron 22,80% de la 
biomasa de la WT. Las observaciones con microscopía confocal muestran diferencias 
en la distribución de los componentes de la pared celular de los conidios, germínulas e 
hifas maduras entre las dos cepas. Por otra parte, en las hifas mutantes, el 
Spitzenkörper está claramente desorganizado, observándose como una mancha difusa 
en el ápice. Las vacuolas se localizan en la punta y no las zonas más alejadas a esta 
como en la WT. Además, hubo una reducción en la producción de conidios de la 
mutante (0,09%) pero un aumento en su área (2.5 veces mayor) y en la cantidad de 
núcleos por conidio, así como anomalías en la morfología de los conidióforos. La 
mutante de la miosina de clase V ramifica principalmente en la punta de la hifa y las 
hifas tenían un diámetro más pequeño (33,33% menor) que en el WT. Toda esta 
información sugiere que la miosina de clase V en N. crassa aunque no es esencial, 
juega un papel importante en la morfogénesis y el crecimiento del hongo. 
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Characterization of class V myosin in filamentous fungus Neurospora crassa 
 
Abstract by: 

____________________________________ 
    Arianne Ramírez del Villar 

 
 
Filamentous fungi grow as polarized through secretion vesicles containing cell wall 
components and traveling towards the apex of the cell. The movement of these 
components is caused by motor proteins associated with cytoskeleton. The motor 
proteins associated with actin cytoskeleton are known as myosins. It has been reported 
that myosin class V is responsible for intracellular transport of cargo. It has a dilute 
domain located at the carboxyl terminus that binds myosin at different cargoes. In 
filamentous fungi, few studies have been performed on the class V myosin. In this work, 
was studied the dynamics and localization of myosin V class, as well as the mutant 
lacking of this gene in the fungus filamentous Neurospora crassa. We found that the 
class V myosin is localized in the cytoplasm in conidia, and after germinate, is located at 
the apex like apical dome where it remains in mature hyphae. Furthermore, form part of 
the septum. The absence of myosin class V produces alterations in growth and 
morphology of the hyphae. Colonies of the myosin class V mutant are smaller and more 
compact than the WT strain (86.92% less). The mutant colonies had a 90.51% decline in 
the growth rate compared to the WT and produced only 22.80% of the biomass of the 
WT. Observations in the confocal microscopy showed differences in the distribution of 
cell wall components of conidia, germling and mature hyphae in the mutant strain. 
Moreover, in the mutant hyphae, the Spitzenkörper clearly is disorganized observed as 
a diffuse spot at the apex. Vacuoles are located at the tip and not the furthest away of 
this region as WT. Furthermore, there was a decrease in the production of conidia of the 
mutant (0.09%) but an increase in area (2.5 times) and in the number of nuclei per 
conidium, as well as abnormalities in the morphology of the conidiophores. The mutant, 
branches mainly at the tip of the hyphae and the hyphae have a smaller diameter 
(33.33% less) than in the WT. This information suggests that myosin class V in N. 
crassa although not essential, plays an important role in morphogenesis and growth of 
fungus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: myosin, transport, cargoes, growth, Neurospora crassa
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 1 Capítulo 1. Introducción 

Los hongos filamentosos tienen la característica principal de crecer polarizadamente, 

lo que les confiere la morfología típica tubular conocida como hifa (Bartnicki-García, 

Hergert, y Gierz, 1989; Gierz y Bartnicki-García, 2001). Durante varios años los 

mecanismos por los que se genera el crecimiento polarizado y por ende la forma de 

la hifa han sido ampliamente estudiados, el modelo del Centro Suministrador de 

Vesículas (o VSC por sus siglas en inglés Vesicle Supply Center) intenta explicar 

cómo se produce el crecimiento polarizado (Bartnicki-García et al., 1989), el cual 

sugiere que la forma de la hifa en crecimiento se da por el movimiento de vesículas 

exocíticas hacia el VSC, representado por el Spitzenkörper (Spk), y que son 

enviadas desde aquí hacia la membrana plasmática. El transporte de las vesículas 

que serán exocítadas es dirigido por el citoesqueleto de actina (F-actina) y el de 

microtúbulos (Horio y Oakley, 2005; Harris y Tepass, 2010;), a los cuales se asocian 

proteínas motoras. 

Las proteínas motoras que se asocian al citoesqueleto de actina mediante la 

hidrólisis de ATP se conocen como miosinas (Loubéry y Coudrier, 2008; Reck-

Peterson, Provance, Mooseker, y Mercer, 2000; Wu, Bowers, Rao, Wei, y Hammer, 

1998). En la actualidad, se han descrito 35 clases de miosinas que tienen una 

cantidad diferente de miembros por clase (Odronitz y Kollmar, 2007). De esta gran 

variedad de clases de miosinas, las miosinas de clase V están involucradas en el 

transporte de cargas intracelulares como vesículas y/o vacuolas en muchos 

eucariotas, incluyendo los hongos (Govindan, Bowser, y Novick, 1995; Reck-

Peterson et al., 2000; Weber, Gruber, y Steinberg, 2003; Sellers y Weisman, 2008; 

Zhang et al., 2011; Taheri-Talesh, Xiong, y Oakley, 2012) 

Para llevar a cabo su función de transporte, las miosinas poseen una región 

conocida como cabeza que presenta un dominio motor el cual le sirve para poder 

unirse a la actina y moverse a través de ella (Sellers y Weisman, 2008). Además, 

poseen una región llamada cuello que le ayuda también a desplazarse a través de 

los filamentos de actina (Sellers y Weisman, 2008). Finalmente, tienen una región 

denominada cola en donde se localiza un dominio globular, que se encuentra 

involucrado en el transporte de cargas (Sellers y Weisman, 2008). 
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Diversos estudios en eucariotas, demuestran que las miosinas de clase V están 

participando en el tráfico de cargas intracelulares hacia los sitios de crecimiento 

celular ( Woo, Lee, y Song, 2003; Lisé et al., 2006). En vertebrados, se localizan en 

zonas de crecimiento de neuronas y células germinales y están involucradas en la 

regulación del tráfico vesicular (Evans et al., 1998; Tabb, Molyneaux, Cohen, 

Kuznetsov, y Langford, 1998; Wagner, Brenowitz, y Hammer, 2011; Wu et al., 1998). 

En levaduras, también se localizan en sitios de crecimiento, transportando diversos 

tipos de cargas (Govindan et al., 1995; Karpova et al., 2000; Lillie y Brown, 1994; 

Motegi, Arai, y Mabuchi, 2001; Reck-Peterson et al., 2000; Sellers y Weisman, 

2008). 

Sin embargo, en hongos filamentosos pocos estudios se han llevado a cabo acerca 

del papel que la miosina de clase V está realizando en el crecimiento. En Aspergillus 

nidulans, se localiza en la punta y en los septos de las hifas en crecimiento, y su 

ausencia produce defectos en la morfología y desarrollo de las hifas (Taheri-Talesh 

et al., 2012; Zhang et al., 2011). En Neurospora crassa, únicamente se conoce que 

se localiza en zonas de crecimiento como la punta y los septos de las hifas (Echauri-

Espinosa, 2014).Debido a lo anterior, resulta fundamental dilucidar el papel de las 

miosinas de clase V en el trasporte de componentes subcelulares y su posible 

contribución con el crecimiento y morfogénesis en hongos filamentosos como es el 

caso de N. crass.. 
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1.1 Antecedentes 

1.1.1 Generalidades 

Los hongos filamentosos son microorganismos constituidos por células que se 

conocen como hifas cuya característica principal es su forma tubular, ésta forma 

depende del establecimiento y mantenimiento del crecimiento polarizado (Bartnicki-

García et al., 1989; Gierz y Bartnicki-García, 2001). El modelo del centro 

suministrador de vesículas (o VSC por sus siglas en inglés vesicle supply center) 

establecido por Bartnicki-García (1989) propone que el crecimiento polarizado de los 

hongos está dado por el movimiento de vesículas provenientes del Golgi que se 

localiza en la zona subapical. Estas viajan hacia un VSC localizado en la punta de la 

hifa, que corresponde al Spitzenkörper (Spk). Las vesículas transportadas contienen 

enzimas o precursores necesarios para la formación de la pared celular, como las 

glucano sintasas encargadas de sintetizar polímeros de glucano, o las quitina 

sintasas que participan en la formación de fibrillas de quitina (Ruiz-Herrera, Bracker 

y Bartnicki-García, 1984). Se ha propuesto que el transporte de estas vesículas 

exocíticas, hacia la punta, es dirigido por el citoesqueleto de actina (F-actina) y el de 

microtúbulos (Horio y Oakley, 2005; Harris y Tepass, 2010) (Figura 1). 

 

Figura 1. Esquema que representa la forma en que se produce el crecimiento polarizado típico 
de los hongos filamentosos. Las flechas en la primera hifa (de izquierda a derecha) indica la 
dirección en que se produce el crecimiento. En el segundo y tercer recuadro se muestra el Spk 
y la dirección en que las vesículas exocíticas se mueven. 
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1.1.2 Citoesqueleto 

El citoesqueleto es una estructura tridimensional dinámica que participa en la 

organización celular interna, interviene en procesos de transporte y tráfico de 

organelos y vesículas y juega un papel importante en diversos procesos celulares 

como la división celular (Alberts, Johnson, Lewis, Raff, y Walter, 2010). En la 

mayoría de las células eucariotas, existen tres tipos de citoesqueleto: los 

microtúbulos, los filamentos intermedios y los microfilamentos de actina (Alberts et 

al., 2010), todos son polímeros de subunidades de diferente naturaleza que se 

encuentran unidas por enlaces no covalentes. .  

Los microtúbulos miden alrededor de 25 nm de diámetro y están formados por 

dímeros de dos proteínas globulares α-tubulina y β-tubulina. Al unirse estas 

proteínas forman tubos que consisten un cilindro integrado por trece protofilamentos 

paralelos, y cada uno de éstos consiste en una cadena lineal de dímeros en los que 

las α-tubulina y β-tubulina se alternan a lo largo de toda su extensión. Los 

microtúbulos participan en la organización celular, la división celular (mitosis y 

meiosis) y en el transporte de cargas intracelulares (Alberts et al., 2010).  

Los filamentos intermedios, están formados por proteínas fibrosas alargadas que 

tienen una cabeza globular en el extremo amino (NH2), una cola globular en el 

extremo carboxilo (COOH) y un dominio alargado central en forma de bastón. Estas 

proteínas se unen para formar dímeros y posteriormente tetrámeros escalonados, 

los cuales a su vez se unen por sus extremos para dar lugar a una estructura 

helicoidal que contiene ocho cadenas de tetrámeros y que constituyen el filamento 

intermedio final que mide entre 8 y 12 nm de diámetro. Los microfilamentos 

intermedios forman la lámina nuclear, confieren resistencia a las células contra 

estrés mecánico, entre otras funciones (Alberts et al., 2010).  

Finalmente, está el citoesqueleto formado por microfilamentos de actina los cuales 

miden de 6 a 8 nm de diámetro (Alberts et al., 2010).  
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1.1.3 Citoesqueleto de actina 

El citoesqueleto de actina está integrado por una proteína globular denominada G-

actina, ésta se une para formar los filamentos que se denominan F-actina. La G-

actina contiene 374 residuos de aminoácidos y su masa molecular es de 42 kDa 

(Collins y Elzinga, 1975). Estudios cristalográficos indican que la G-actina está 

constituida por un dominio grande y uno pequeño, estos dominios se encuentran 

separados por una hendidura en cuyo centro se sitúa el lugar de unión a ATP 

(Elzinga, Collins, Kuehl, y Adelstein, 1973). Cada dominio a su vez está constituido 

por dos subdominios. El dominio pequeño se divide en el subdominio I (residuos 1-

32, 70-144 y 338-374) y subdominio II (residuos 33-69), mientras que el dominio 

grande está integrado por los subdominios III (residuos 145-180 y 270-337) y IV 

(residuos 181-269) Los subdominios I y III están conectados por estructuras tipo α 

hélices y constituyen el sitio de unión del nucleótido (ATP o ADP) junto con el 

subdominio IV (Figura 2) (Dos Remedios y Chhabra, 2008). 

 
Figura 2. Modelo de la actina monomérica o G-actina. Se muestran los dos dominios (pequeño 
y grande), los cuatro subdominios (I, II, III y IV) y el sitio de unión a ATP que componen a la 
proteína. Modificado de Otterbein, Graceffa, y Domínguez (2001). 

 

Los monómeros de actina se orientan respecto al siguiente mediante un giro de 166° 

y un desplazamiento de 2.75 nm, lo que le confiere a la F-actina el aspecto de una 

doble hebra, que deja a los subdominios I y II hacia la parte exterior de la molécula. 
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Cada molécula de actina contiene un complejo del ion Mg2+ con ATP o ADP. De este 

modo, existen cuatro estados de la actina: ATP–G-actina, ADP–G-actina, ATP–F-

actina y ADP–F-actina (Lodish, Berk, Zipursky, Matsudaria, Baltimore y Darnell, 

2000) (Figura 3). Los estados ATP–G-actina y ADP–F-actina son predominantes en 

las células. El sitio de unión a ATP actúa como una bisagra, de modo que cuando el 

ATP o ADP se une a la G-actina, altera la conformación de la proteína, lo que 

permite que los dominios se flexionen uno con respecto al otro (Lodish et al., 2000). 

 
Figura 3. Estados de la actina. (1) ATP–G-actina, es la actina en forma monómerica asociada a 
ATP (punto amarillo). (2) ATP–F-actina, es ATP–G-actina unida a otros ATP–G-actina para 
formar filamentos de actina. (3) ADP–F-actina, cuando el ATP de la actina monómerica en los 
ATP – F-actina es hidrolizada. (4) ADP–G-actina, es la actina monómerica asociada a ADP 
(punto naranja).  

 

Los filamentos de actina presentan dos extremos: el extremo positivo, en donde 

predominantemente se da la polimerización de ATP-G-actina; y el extremo negativo 

donde predomina la despolimerización. La constante de asociación de la actina es 

diferente en los dos extremos, sin embargo, es mayor para el monómero de actina 

unido a ATP. Una vez que se polimeriza la actina, se hidroliza el ATP liberando P i y 

resultando en actina asociada a ADP (Pollard, Earnshaw y Lippincott-Schwartz, 

2007) (Figura 4).  
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Figura 4. Polimerización y despolimerización del filamento de actina. Los monómeros de actina 
se unen al extremo positivo en su estado ATP–G-actina, por lo que el filamento va creciendo 
en ese extremo. Por otra parte, en el extremo negativo, cuando el ATP de la G-actina unida al 
filamento es hidrolizado, libera un Pi y entonces pasa a un estado ADP–G-actina y se separa 
del filamento. Fuera del filamento, la ADP–G-actina intercambia su ADP por un ATP y entonces 
puede volver a unirse a otro filamento de actina. Modificado de Pollard et al., (2007). 

 

La actina participa en una gran cantidad de eventos tales como la citocinesis, el 

tráfico vesicular, la motilidad celular, la endocitosis y la fagocitosis, por lo que resulta 

esencial para la viabilidad de las células (Alberts et al., 2010). Para poder llevar a 

cabo estas funciones, se asocia a proteínas estructurales y reguladoras, que en 

conjunto se conocen como proteínas de unión a actina (ABPs por sus siglas en 

inglés Actin-Binding Protein). Las ABPs desempeñan una variedad de funciones que 

afectan la polimerización y organización, así como la despolimerización de la F-

actina y la disposición tridimensional de los mismos (Alberts et al., 2010) (Figura 5).  
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Figura 5. Función de algunas proteínas de unión a actina. 

 

1.1.4 Miosinas 

Las miosinas son proteínas motoras de unión a actina que participan en el transporte 

de cargas intracelulares, la citocinesis y el crecimiento. Las miosinas se unen a la F-

actina mediante la hidrólisis de ATP y se desplazan de manera continua a lo largo 

del filamento (Wu et al., 1998; Reck-Peterson et al., 2000; Loubéry y Coudrier, 

2008). 
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Las miosinas constan de tres regiones principales: cabeza, cuello y cola (Figura 6). 

La región conocida como “cabeza” se localiza en el amino terminal, y corresponde al 

dominio motor, el cual sirve para unirse a la F-actina y moverse a través de ella. El 

dominio motor está altamente conservado entre las distintas clases de miosinas, 

consiste en 7 hebras de hojas β rodeadas por numerosas α hélices. Posee un sitio 

de unión a ATP que se abre y cierra cuando se une el ATP y otro sitio de unión a 

actina seguida por una región “convertidora” (Figura 7). La región convertidora gira 

60° en respuesta a la unión de ATP y une al dominio motor al “cuello” (Rayment et 

al., 1993; 1993; Domínguez, Freyzon, Trybus, y Cohen, 1998; Houdusse, Kalabokis, 

Himmel, Szent-Györgyi, y Cohen, 1999; Coluccio, 2008)  

 

 

Figura 6. Ejemplo de la estructura de algunas miosinas. Las miosinas en general constan de 
tres regiones: cabeza, cuello y cola. Modificado de Papadopulos, Tomatis, Kasula, y Meunier, 
2013) 
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Figura 7. El dominio motor es la característica en común que presentan todas las miosinas. 
Posee un sitio de unión a actina y ATP. En la imagen se muestran dos clases de miosinas 
comunes en la mayoría de los vertebrados, las cuales, al igual que el resto de las miosinas, se 
distinguen por sus colas. Adaptado de Hutagalung, Landsverk, Price y Epstein (2002) 

 

La región del “cuello” está compuesta de una larga hélice de longitud variable 

dependiendo del número de secuencias consenso ([I, L, V]QxxxRGxxx[R, K]) 

conocidas como dominios IQ (de cero a seis), a estos dominios se asocian proteínas 

de cadena ligera que presentan regiones EF hand (Coluccio, 2008).  

Finalmente, la región de la “cola” le confiere diferentes funciones a la proteína 

dependiendo del tipo de miosina. Esta región es muy variable en cuanto a la longitud 

de la secuencia, composición y organización. Las miosinas que tienen la región de la 

cola como un dominio  hélice enrollada, se cree que son diméricas, mientras que 

las que no tienen la región enrollada son monoméricas con un solo dominio motor 

(Coluccio, 2008). 

En la actualidad, se han descrito 35 clases de miosinas (Figura 8), con una número 

diferente de miembros por cada clase (Odronitz y Kollmar, 2007). De ésta gran 

variedad de clases de miosinas, únicamente se han purificado las miosinas 

pertenecientes a la clase I, II y V, y muchos de los hallazgos de estructura, función y 

regulación son derivados de estas clases y extrapolados a otras miosinas cuya 

estructura molecular aún se desconoce (Cameron, Machado, y Meza, 2003). Las 
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miosinas de clase I tienen una sola cadena pesada, no forman filamentos, y poseen 

la capacidad de interactuar con fosfolípidos ácidos, lo que le permite unirse 

directamente a la membrana en donde llevan a cabo funciones como la endocitosis 

(Geli y Riezman, 1996; Steinberg, 2007). Las miosinas de clase II están 

ampliamente caracterizadas en una gran variedad de organismos, cumplen un papel 

importante en la contracción muscular en células animales y participan en la 

citocinesis y la septación en levaduras y hongos filamentosos (Calvert et al., 2011; 

Song et al., 2013; Delgado-Álvarez, Bartnicki-García, Seiler, y Mouriño-Pérez, 2014). 

Finalmente, las miosinas de clase V están involucradas en el transporte intracelular 

de diferentes cargas como vesículas secretoras o vacuolas (Mulvihill, Pollard, Win, y 

Hyams, 2001; Woo et al., 2003). 

 

Figura 8. Número de miosinas por clase. Actualmente, se han identificado 35 clases de 
miosinas con un número variable de miembros por clase. Modificado de Odronitz y Kollmar 
(2007). 

 

No todos los organismos presentan las mismas clases de miosinas, ni el mismo 

número de miembros. Con más de 28 genes, las células de mamíferos presentan el 

mayor número de genes que codifican para miosinas, y se han identificado 

miembros de las clases I, II, III, V, VI, VII, IX, X y XV (Coluccio, 2000). En el genoma 

del nematodo Caenorhabditis elegans, se han encontrado dos miembro de la clase I, 



12 

seis de la clase II, dos de la clase VI y uno de la clase V, VII, IX y XII (Baker y Titus, 

1997). Las miosinas pertenecientes a las clases VIII, XI y XIII son exclusivas de 

plantas (Reichelt y Kendrick-Jones, 2000). Sin embargo, se han encontrado pocas 

clases de miosinas en los hongos. En el genoma de la levadura S. cerevisiae se han 

identificaron 5 genes que codifican a miosinas (dos de clase I, una de clase II y dos 

de clase V), mientras que en los hongos filamentosos A. nidulans y N. crassa, están 

presentes las mismas clases pero solo poseen un miembro de cada una (Brown, 

1997; Xiang y Plamann, 2003) 

 

1.1.4.1 Miosina de clase V 

En la mayoría de los eucariontes, el movimiento a larga distancia de cargas 

intracelulares, como vesículas y otras estructuras no vesiculares, se lleva a cabo 

sobre los microtúbulos y está estrechamente coordinada con el movimiento a corta 

distancia realizado sobre la actina en la periferia celular. Éste transporte de cargas 

sobre la actina se realiza mediante las miosinas de clase V (Sellers y Weisman, 

2008). 

Inicialmente, la miosina de clase V fue purificada del cerebro de gallinas y 

determinada como una proteína no convencional con sitios de unión a calmodulina, 

que presentaba propiedades bioquímicas similares a las miosinas (Larson, 

Espindola y Espreafico, 1990; Espindola et al., 1992; Espreafico et al., 1992). Esta 

miosina es una proteína multimérica, con un peso molecular aproximado de 210 kDa 

y al igual que todas las miosinas posee la estructura básica: cabeza, cuello y cola 

(Sellers y Weisman, 2008). La cabeza presenta el dominio motor en el amino 

terminal (Sellers y Weisman, 2008). El cuello es una región que contiene seis 

motivos IQ (Sellers y Weisman, 2008). La región de la cola consiste en largos tramos 

de hélices enrolladas que se encuentran periódicamente interrumpidas por regiones 

que no forman hélices enrolladas (Sellers y Weisman, 2008). La miosina de clase V 

se dimeriza mediante el dominio de las hélices enrolladas para formar una molécula 

con dos cabezas. La cola finaliza con un dominio globular, que se encuentra 

involucrado en el transporte de distintas cargas intracelulares (Sellers y Weisman, 

2008) (Figura 9).  
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Figura 9. Estructura general de las miosinas de clase V. En la cabeza se encuentra el dominio 
motor con sitios de unión a actina y ATP. En general, el cuello o brazo en forma de palanca 
está compuesto de 6 motivos IQ. En el amino terminal se encuentra la cola compuesta por 
hélices enrolladas y un dominio de unión a la carga. Modificado de Tóth, Kovács, Wang, 
Nyitray, y Sellers (2005).  

 

1.1.4.2 Movimiento de las miosinas de clase V 

La idea de que el cuello en las miosinas actúa como un “brazo en forma de palanca”, 

que se mueve alrededor de un punto de giro en el dominio motor, fue originalmente 

sugerida debido a las estructuras cristalizadas de las miosinas de clase II. Estas 

estructuras muestran diferentes posiciones en la región del cuello en distintos 

estados de unión a nucleótidos (Holmes y Geeves, 2000). Un modelo que intenta 

describir cómo es el movimiento de la miosina a través de los filamentos es el 

modelo “mano a mano” o “hand-over-hand”. (Yildiz et al., 2003; Dunn y Spudich, 

2007) (Figura 10). 
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Figura 10. Movimiento de la miosina de clase V en el filamento de actina. A. En el modelo 
“mano a mano” se piensa que la cabeza trasera se desplaza 74 nm hacia adelante mientras la 
otra permanece sin moverse en el filamento, además el cuello se mueve 37 nm. B. Cuando la 
cabeza se separa del filamento de actina, debido a la sustitución de ADP a ATP, gira 
libremente alrededor del cuello hasta que se une al filamento de actina y pierde el Pi del ATP. 
Modificado de Yildiz et al. (2003) y Dunn y Spudich, (2007). 

 

1.1.4.3 Transporte de cargas dependiente de la miosina de clase V 

El tipo de cargas transportadas por la miosina de clase V es muy amplio. En 

mamíferos mueve múltiples cargas incluyendo melanosomas (Provance et al., 1996; 

Nascimento et al., 1997; Wei et al., 1997; Wu et al., 1997, 1998; Rogers et al., 1999), 

retículo endoplásmico liso (Dekker-Ohno et al., 1996), centrosomas (Espreafico et 

al., 1998), vesículas membranosas en las células nerviosas (Evans et al., 1998), 

vesículas de transporte retrogrado en neuronas motoras (Lalli et al., 2003) y 

vesículas secretoras del núcleo denso en células pancreáticas (Ivarsson et al., 2005; 

Varadi et al., 2005). Asimismo, la miosina Va de mamíferos, mueve múltiples cargas 

membranosas y un complejo de ribonucleoproteína mensajera en espinas 

dendríticas (Yoshimura et al., 2006). En la levadura S. cerevisiae la miosina de clase 
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V, Myo2p, está involucrada en el transporte de algunas vesículas secretoras (Lillie y 

Brown, 1994; Govindan et al., 1995), las vacuolas (Hill et al., 1996; Catlett y 

Weisman, 1998), el Golgi tardío (Rossanese et al., 2001), los peroxisomas (Hoepfner 

et al., 2001; Fagarasanu et al., 2006) y las mitocondrias (Itoh et al., 2002; Boldogh et 

al., 2004) La Myo4p es otra miosina de clase V de la levadura S. cerevisiae que 

mueve determinados ARNm (Takizawa y Vale, 2000; Böhl et al., 2000; Long et al., 

2000) además de del retículo endoplásmico cortical (Estrada et al., 2003; Schmid, 

Jaedicke, Du, y Jansen, 2006). 

En la cola globular de la miosina, localizada en el C-terminal, se encuentra un 

dominio conocido como dilute (Mercer, Seperack, Strobel, Copeland y Jenkins, 1991; 

Takagishi, Oda, Hayasaka, Dekker-ohno, y Shikata, 1996). Diversos estudios 

demuestran que la cola globular es la única región de la miosina requerida para la 

unión a cargas. En mamíferos, la miosina Va etiquetada con la proteína verde 

fluorescente GFP (por sus siglas en inglés Green fluorescent protein) se encuentra 

colocalizando con centrosomas y melanosomas, incluso en ausencia del dominio 

motor (Espreafico et al., 1998; X Wu et al., 1998). Además, en S. cerevisiae, las 

cepas con mutaciones puntuales en la cola globular muestran defectos en el 

transporte de vesículas secretoras y vacuolas (Catlett y Weisman, 1998; Schott, Ho, 

Pruyne, y Bretscher, 1999; Catlett, Duex, Tang, y Weisman, 2000; Pashkova, et al., 

2005; Pashkova, Catlett, Novak, y Weisman, 2005; Pashkova, Jin, Ramaswamy, y 

Weisman, 2006) 

La cola globular se compone de dos haces de α hélices (Pashkova et al., 2006) 

(Figura 11A). Los haces comparten una hélice, la hélice 6, que se extiende a lo largo 

de toda la molécula. La primera mitad de la hélice 6 es parte de un haz, mientras 

que la segunda mitad es parte del otro paquete adyacente. También tiene un bucle 

largo que surge de la hélice 13, la cual se extiende hacia el extremo N-terminal a lo 

largo de ambos haces. El C-terminal de la cola globular interactúa con el extremo N-

terminal. De este modo, los dos haces tienen dos puntos de contacto, el primero a 

través de una hélice compartida y el segundo por medio del bucle largo, que son 

esenciales para su función (Pashkova et al., 2006) (Figura 11B)  
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Figura 11. Vista general de la cola globular de la miosina de clase V. A) diagrama topológico. 
La cola globular está formada por dos haces de hélices α (cilindros rojo y azul marino) que 
comparten la mitad de la hélice α número 6. También presenta un largo bucle que inicia en la 
hélice 13 y se extiende hasta el extremo N-terminal (cilindros 14 y 15) a lo largo de ambos 
haces. Subdominio I color azul y subdominio II color rojo. Modificado de Pashkova et al. 
(2006). B) Esquema superficial. El subdominio I tiene un sitio de unión a vacuolas, mientras 
que en el subdominio II se localiza el sitio de unión a vesículas secretoras. Modificado de 
Fagarasanu et al. (2010). 

 

Análisis genéticos e imágenes obtenidas en alta resolución de la estructura de la 

cola globular demostraron que esta proteína posee dos subdominios: subdominio I y 

subdominio II (Figura 11B). En S. cerevisiae mutaciones puntuales en el subdominio 

I de Myo2p, mostraron defectos en el transporte de vacuolas y lisosomas sin afectar 

el movimiento de vesículas secretoras (Catlett et al., 2000; Catlett y Weisman, 1998; 

Pashkova, Catlett, Novak, y Weisman, 2005; Pashkova et al., 2006; Pashkova, 

Catlett, Novak, Wu, et al., 2005b). Adicionalmente, mutaciones puntuales en el otro 

subdominio afectaron el movimiento de vesículas secretoras pero no de vacuolas 

(Schott et al., 1999), lo que sugiere que hay especificidad de cada subdominio por la 

carga. Aunque, se ha demostrado que todas las funciones de Myo2p requieren de 

una estrecha asociación de ambos subdominios, es decir, la unión de la carga a un 

subdominio inhibe la unión del cargo al segundo subdominio y viceversa (Pashkova 

et al., 2006). 

La regulación espacial y temporal de movimientos de una carga individual a través 

de las miosinas de clase V se lleva a cabo por la unión a receptores específicos 

(Coluccio, 2008). La identificación de receptores específicos ha sido muy difícil. Con 

ayuda de estudios genéticos en animales, se ha logrado identificar los receptores 

específicos para melanosomas. El complejo está compuesto por la miosina Va, la 
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Slac2-a o melanofilina y la Rab GTPasa, Rab27a (Fukuda, Kuroda, y Mikoshiba, 

2002; Hume et al., 2002; Nagashima et al., 2002; Provance, James y Mercer, 2002; 

Wu, Wang, Rao, Sellers, y Hammer, 2002; Coluccio, 2008). La región media de la 

melanofilina se une directamente a la miosina Va (Nagashima et al., 2002; Wu et al., 

2002; Strom, Hume, Tarafder, Barkagianni, y Seabra, 2002; Kuroda, Ariga, y 

Fukuda, 2003; Wu, Sakamoto, Zhang, Sellers, y Hammer, 2006), y el amino terminal 

de la melanofilina, el dominio de unión a RAB (RBD27 por su siglas en inglés Rab-

binding domain) se une directamente a Rab27a (Figura 12A). Por otro lado, en la 

levadura S. cerevisiae, se han identificado tres proteínas que son requeridas para el 

movimiento de vacuolas: Myo2p, la miosina de clase V, Vac17p, una proteína que se 

une directamente al subdominio I en la cola globular de Myo2p y Vac8p que se une 

directamente a Vac17p y el complejo Myo2p-Vac17p-Vac8p se une a la membrana 

de la vacuola (Tang, Kauffman, Novak, Nau, Catlett y Weisman, 2003; Ishikawa et 

al., 2003,). Además, estudios con mutaciones en donde eliminan el gen VAC17 

(Tang et al., 2003; Ishikawa et al., 2003) o VAC8 (Pan y Goldfarb, 1998; Wang, 

Catlett, y Weisman, 1998) tienen como consecuencia la pérdida del movimiento 

vacuolar, lo que confirma que la formación del complejo Myo2p-Vac17p-Vac8p es 

importante en el movimiento de vacuolas en este organismo (Figura 12B). 

 

Figura 12. La miosina de clase V se asocia a receptores específicos para regular el movimiento 
de cargas intracelulares. A) En animales, la proteína melanofilina se une en la región media a 
la miosina Va y en el N terminal a la Rab GTPasa, RAB27a. B) En S. cerevisiae, la proteína 
Vac17p se une directamente a la región específica para vacuolas en la cola de Myo2p. Vac17p 
se une a Vac8p que a su vez se une a la membrana de las vacuolas. Adaptado de Ishikawa et 
al. (2003). 
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Myo2p se une a los peroxisomas a través de su interacción con la proteína Inp2p, 

localizada en la membrana del peroxisoma (Fagarasanu et al., 2006). A los 

microtúbulos se une a través de su interacción con Kar9p (una proteína que se une a 

los núcleos), que a su vez interactúa con Bim1/EB1, un complejo de unión a 

microtúbulos (Beach, Thibodeaux, Maddox, Yeh, y Bloom, 2000; Yin, Pruyne, 

Huffaker y Bretscher, 2000; Liakopoulos, Kusch, Grava, Vogel, y Barral, 2003). 

Myo2p también se une a Mmr1p (por sus siglas en inglés mitochondrial Myo2p 

receptor-related 1) y Ypt11p (GTPasa tipo Rab) para poder distribuir correctamente 

las mitocondrias (Itoh et al., 2002; Boldogh et al., 2004; Itoh, Toh-e, y Matsui, 2004). 

Del mismo modo, la proteína motora Myo4p, se une directamente al N-terminal de 

She3p, y el C-terminal de She3p se asocia con el ARNm ASH1 (que comúnmente se 

acumula en la célula hija y evita el cambio de tipo de apareamiento), mientras la 

proteína She2p, otra proteína de unión a RNA, facilita una interacción especifica 

entre She3p y la secuencia del ARNm AHS1 conocida como zipcodes ( Jansen, 

Dowzer, Michaelis, Galova, y Nasmyth, 1996; Böhl et al., 2000; Long et al., 2000; 

Dunn, Sakamoto, Hong, Sellers, y Takizawa, 2007; Hodges, Krementsova, y Trybus, 

2008)  

 

1.1.4.4 Participación de la miosina de clase V en el crecimiento polarizado 

Diversos estudios en eucariotas, demuestran que las miosinas de clase V participan 

en el tráfico de diversas cargas intracelulares hacia sitios de crecimiento (Woo et al., 

2003; Lisé et al., 2006). Los vertebrados generalmente poseen tres miembros de las 

miosinas pertenecientes a la clase V, (MyoVa, MyoVb y MyoVc), las cuales se 

localizan en zonas de crecimiento en neuronas y células germinales y están 

involucradas en la regulación del tráfico vesicular (Evans et al., 1998; Tabb et al., 

1998; Wu et al., 1998). En hongos, las miosinas de clase V también se localizan en 

los sitios donde está produciéndose el crecimiento. En la levadura S. cerevisiae 

existen dos miembros, Myo2p y Myo4p, cuya función hipotética es promover el 

transporte de diversas cargas (por ejemplo, vesículas, organelos, complejos 

proteicos, mRNA) a sitios de polarización celular (Lillie y Brown, 1994; Govindan et 

al., 1995; Reck-Peterson et al., 2000; Karpova et al., 2000; Sellers y Weisman, 

2008). Estudios en el hongo dimórfico Ustilago maydis, utilizando cepas mutantes en 

las cuales se eliminaba por completo el gen myo5, mostraron que se requiere para 
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todos los estados morfológicos presentes durante su ciclo de vida (Weber et al., 

2003). Del mismo modo, la ausencia de gen myoE en A. nidulans, resulta en 

defectos en el crecimiento polarizado y la incorrecta distribución de los componentes 

de la pared celular (Zhang et al., 2011; Taheri-Talesh et al., 2012). En el hongo N. 

crassa, el gen myo-5 colocaliza con el Spk, mientras que en la zona subapical 

colocaliza con el septo (Echauri-Espinosa, 2014). 

 

1.2 Justificación 

Durante el crecimiento polarizado de los hongos filamentosos se presenta el 

movimiento de diversos componentes celulares. El movimiento es dirigido por 

proteínas motoras a través del citoesqueleto, que en el caso del citoesqueleto de 

actina se conocen como miosinas. Existen tres clases de miosinas en hongos 

filamentosos, que realizan diferentes funciones propias de cada clase. De acuerdo a 

reportes en otros organismos eucariontes, el movimiento de cargas intracelulares se 

lleva a cabo por la miosina de clase V. En hongos filamentosos como N. crassa, se 

sabe que la miosina de clase V está localizada en los sitios de crecimiento de hifas, 

como son el ápice y el septo, pero se desconoce la dinámica de esta proteína. 

Además, se desconoce cuáles son los componentes celulares que está 

transportando y la importancia de esta proteína en el crecimiento celular del hongo.  

Dilucidar el papel e importancia de la miosina de clase V en el trasporte de 

componentes subcelulares y su posible contribución con el crecimiento y 

morfogénesis en hongos filamentosos como es el caso de N. crassa, resulta crucial 

para el avance del conocimiento de los procesos de crecimiento de los hongos 

filamentosos. 

 

1.3 Hipótesis  

La miosina de clase V de N. crassa MYO-5 está asociada al movimiento de 

vesículas secretoras que apoyan el crecimiento y la morfogénesis de las hifas y 

además ayudan en el transporte de organelos como las vacuolas.  
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1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo general 

 Caracterizar la miosina clase V del hongo filamentoso N. crassa. 

1.4.2 Objetivos específicos 

 Caracterizar fenotípicamente a la mutante por deleción de la miosina clase V 

de N. crassa. 

 Describir la dinámica y localización de la miosina clase V etiquetada con GFP.  

 Identificar el efecto de la mutación de MYO-5 en la dinámica y localización de 

vacuolas y vesículas secretoras. 
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 2 Capítulo 2. Materiales y métodos 

 

2.1 Cepas y condiciones de cultivo 

2.1.1 Cepas  

Las cepas de N. crassa utilizadas se enlistan en la Tabla 1.  

Tabla 1. Cepas utilizadas y generadas en este estudio 

FGSC, Fungal Genetics Stock Center  
gfp: proteína verde fluorescente por sus siglas en inglés Green fluorescent protein  

 

2.1.2 Condiciones de cultivo 

Las cepas se mantuvieron en Medio Mínimo de Vogel’s (VMM- por sus siglas en 

inglés Vogel’s Minimal Medium) con agar y sacarosa al 1.5% a una temperatura de 

30°C. Las cepas con genotipo hph+ fueron cultivadas en VMM con higromicina B 

(0.15 mg ml-1) a 30°C. 

 

2.1.3 Obtención de conidios 

Se inoculó micelio de las diferentes cepas de N. crassa en matraces Erlenmeyer con 

150 ml de VMM y se incubaron a 30°C hasta obtener los conidios. Los conidios 

fueron colectados añadiendo 50 ml de sorbitol 1 M para lavar las paredes y se agitó 

vigorosamente. Se recuperó la suspensión en tubos de 50 ml por filtración con un 

embudo con tela estéril, y se centrifugó por 5 min a 5,000 rpm. Se hicieron dos 

lavados más con 15 ml de sorbitol 1 M y se centrifugó en las mismas condiciones, 

Cepa Genotipo Referencia 

Neurospora crassa 

Tipo silvestre (WT) mat a 
FGSC* #4200 

Δmyo-5 mat A ∆myo-5::hph+ FGSC #11442 

MYO-5-GFP mat A Pmyo-5::myo-5::sgfp::hph+ Sánchez-León, no 
publicado 
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eliminando el sobrenadante después de cada centrifugada. Los conidios se 

resuspendieron en 500 µl de sorbitol 1 M y se almacenaron a -20°C. 

 

2.1.4 Obtención de micelio 

En un matraz con 150 ml de VMM líquido se inocularon 5.41x109 conidios y se 

incubaron a 30°C por 72 h en agitación constante a 150 rpm. El micelio se cosecho 

por filtración utilizando una bomba de vacío y un embudo Büchner que contenía un 

papel filtro y se hizo un lavado con agua destilada estéril. El micelio se transfirió a 

tubos de 50 ml. El micelio se secó liofilizándolo a 44°C y 0.133 mBar por 48 h en un 

liofilizador LABCONCO FreeZone 2.5.  

2.2 Análisis bioinformático 

2.2.1 Búsqueda de dominios 

Para la búsqueda de los dominios de la única miosina de clase V de N. crassa se 

analizó la secuencia proteica de este gen la cual se obtuvo de la base de datos del 

genoma de N. crassa 

(www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora/MultiHome.html). Para la 

búsqueda de dominios se utilizó el portal de análisis bioinformático InterPro 

(http://www.ebi.ac.uk/interpro) del EBI (European Bioinformatics Institute). 

Adicionalmente se buscaron las secuencias proteicas para la miosina de clase V de 

los hongos A. nidulans myoE, y para el miembro de esta misma clase de miosina de 

S. cerevisiae, Myo2 (las bases de datos utilizadas fueron 

http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/aspergillus_group/MultiHome.html y 

http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/saccharomyces_cerevisiae, 

respectivamente). Se elaboró un esquema de los dominios encontrados con el 

programa para la visualización de estructuras de dominios de proteína DOG 2.0 

(Ren et al., 2009). En la tabla 2 se presentan los números de acceso para cada 

proteína. 

 

 

http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora/MultiHome.html
http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/aspergillus_group/MultiHome.html
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Tabla 2. Número de acceso de las proteínas utilizadas en este estudio 

Organismo Proteína 
Nombre asignado por 

el Broad Institute 
Numero de 

acceso 

Neurospora crassa MYO-5 myosin-2 NCU01440.7 

Aspergillus nidulans MyoE class V myosin ANID_08862 

Saccharomyces cerevisiae Myo2p class V myosin SCRG_01705.1 

 

2.2.2 Alineamiento de proteínas y dominios 

Para el alineamiento de las proteínas y los dominios de las miosinas de clase V, se 

usó el editor de alineación de secuencias BioEdit © (Hall, 1999). El porcentaje de 

identidad entre las proteínas y los dominios de los diferentes organismos se analizó 

con el programa bl2seq (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) del NCBI (National 

Center of Biotechnology Information). 

 

2.3 Microscopia 

2.3.1 Microscopía estereoscópica 

Se tomaron imágenes de las colonias en un microscopio estereoscopio SZX12 

(Olympus®) con un aumento de 90X utilizando un lente DF PLAPO 1X PF 

(Olympus®) y una cámara Olympus DP70. 

2.3.2 Microscopía confocal 

Mediante microscopia confocal se observaron todas las cepas que contenían GFP 

en los diferentes estadios de desarrollo (conidios, germínulas e hifas). Las células 

fueron observadas utilizando los microscopios confocales de barrido laser Olympus 

FluoViewTM FV1000 (Olympus, Japan) y LSM510 META Carl Zeiss invertido 

(Göttingem, Alemania), Se usó el método del bloque de agar invertido para la 

manipulación y visualización de las células (Figura 13) (Hickey et al., 2005). Se 

tomaron imágenes y videos utilizando dos canales simultáneamente: uno de luz 

fluorescente usando el láser de argón/2 con filtros EGFP (excitación a 488 nm; 

emisión a 510 nm) y otro de luz transmitida para obtener imágenes en contraste de 

interferencia diferencial (DIC- por sus siglas en inglés Differential Interference 
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Contrast). Se usó el objetivo de 60X Plan-Apocromático de inmersión en aceite (1.42 

A.N.). Estos microscopios también se utilizaron parala observación de la morfología 

de los diferentes estadios de desarrollo de la mutante ∆myo-5, así como diferentes 

estructuras celulares.  

Para la observación de estructuras marcadas con diferentes fluoróforos, se utilizó 

exclusivamente el microscopio confocal Olympus usando los objetivos UPlanFLN de 

60X, 1.42 A.N. y UPlanFLN de 40X, 1.30 A.N. de inmersión en aceite (), con dos 

canales simultáneamente.. Con el fluoróforo DAPI se utilizó el filtro de excitación a 

405 nm y de emisión a 461 nm. Para la observación del fluoróforo Solophenyl flavine 

se utilizó el filtro FITC (excitación 488 nm; excitación 519 nm). Para la observación 

de los fluoróforos SYTO® 64 Red y FM® 4-64 se utilizó el filtro Texas Red 

(excitación 543 nm; excitación 612 nm). Para la observación del fluoróforo Oregon 

Green 488 se utilizó el filtro Oregon Green BAPTA-1(excitación 488 nm; excitación 

526 nm).  

 

 

Figura 13. Esquema del método de bloque de agar invertido para observación en el 
microscopio invertido confocal. El método consiste en cortar un bloque de agar con la muestra 
y colocarlo sobre un cubreobjetos de modo que la muestra quede en contacto sobre éste. 
Modificado de Hickey et al. (2005) 

 

2.3.3 Microscopia de FRAP 

Se utilizó la técnica de microscopia confocal de Recuperación de la fluorescencia 

después del Fotoblanqueamiento (FRAP, por sus siglas en inglés Fluorescence 

Recovery After Photobleaching) para visualizar como se recuperaba la fluorescencia 
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en diferentes regiones de las hifas marcadas con MYO-5-GFP. Se eligió un área 

rectangular de la hifa que correspondía a la región apical y se expuso a una longitud 

de excitación de 488 nm con un láser de argón/2 a una intensidad de 6 % durante 6 

s. Lo mismo se hizo para diferentes zonas de la región subapical. Antes y después 

de realizar el FRAP se tomaron videos de aproximadamente 4 min.  

 

2.4 Caracterización fenotípica de la mutante Δmyo-5 

Para esta parte de los experimentos se utilizaron la cepa WT como control y la 

mutante de miosina de clase V de N. crassa, ∆myo-5. 

2.4.1 Medición de biomasa 

El micelio liofilizado (ver apartado 2.1.4) se pesó en una balanza analítica para 

determinar el peso seco en gramos que producen ambas cepas en 72 h. 

 

2.4.2 Morfología de la mutante Δmyo-5 

2.4.2.1 Morfología colonial 

La morfología de las colonias fue observada inoculando 5.41x109 conidios en el 

centro de placas con VMM. Las muestras se incubaron a 30°C durante 24 h. Se 

tomaron imágenes con microscopia de bajo aumento en un microscopio 

estereoscopio (ver apartado 2.3.1). Adicionalmente, se tomaron imágenes de las 

colonias completas con una cámara digital Nikon D3100 con un lente AF-S NIKKOR 

18-55mm/1:3.5-5.6G.  

 

2.4.2.2 Morfología microscópica 

Para la visualización microscópica de las hifas, se inocularon conidios en el centro 

de placas de VMM con agar al 3% y se incubaron a 30°C por 15 h. Se hicieron 

observaciones en el microscopio confocal Carl Zeiss y Olympus (ver apartado 2.3.2).  
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2.4.3 Análisis biométricos de la mutante Δmyo-5 

2.4.3.1 Medición del crecimiento radial 

Para medir el crecimiento se inocularon 5.41 x 109 conidios en una zona del borde 

de placas de 150x15 mm. Las placas se incubaron a 30°C y se hicieron mediciones 

cada 4 h hasta que una de las cepas llenara la placa. Se marcaron 10 transectos 

verticales y se midió el crecimiento en cada tiempo para cada transecto (Figura 

14A). 

 

  

Figura 14. Técnicas para la medición de la tasa de elongación, el diámetro de las hifas y 
tamaño de la colonia. A) Para la tasa de elongación se marcó el borde de la colonia cada 4 h 
(línea punteada) y, una vez que se llenó la placa, se trazaron 10 transectos en sentido vertical 
(línea no punteada numerada) y se midió el crecimiento. B) El diámetro de las hifas se calculó 
haciendo cuatro mediciones (línea roja punteada) cada 5 µm. C) El área de la colonia se calculó 
midiendo en radio de la colonia (línea roja) después de 24 h de crecimiento. 
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2.4.3.2 Medición del diámetro de las hifas 

Para analizar el diámetro se inocularon conidios en placas con VMM al 3% y se 

incubaron a 30°C por 15 h. Utilizando un microscopio confocal de barrido laser 

LSM510 META Carl Zeiss invertido (Göttingem, Alemania) se obtuvieron imágenes 

de las hifas,utilizando el objetivo de 100X Ph3 Plan-Apocromático de inmersión en 

aceite (1.3 A.N.). El programa utilizado para el análisis de las imágenes fue 

Piximètre versión 5.7 (http://ach.log.free.fr/Piximetre). Para conocer el diámetro se 

midieron de forma vertical 30 hifas cada 5 µm a partir de la punta (hasta una 

distancia de 20 µm) (Figura 14B) y presenta el promedio de las mediciones. 

 

2.4.3.3 Medición de la producción de conidios  

En tubos de cultivo con VMM se sembraron 5.41x109 conidios y se incubaron a 30°C 

por 5 días. Los conidios se cosecharon agregando 5 ml de sorbitol 1M y agitando 

fuertemente para desprender bien los conidios. Se filtraron usando un embudo con 

tela Magitel®. La concentración de conidios producida fue determinada mediante 

conteos en una cámara de Neubauer. 

 

2.4.3.4 Morfología y medición del área de conidios 

La morfología de los conidios fue observada con el microscopio confocal Carl Zeiss 

con el objetivo de 100X. A partir de las imágenes obtenidas se midió el área con el 

software ImageJ v.1.47 (http://rsb.info.nih.gov/ij/) (Rasband, 1997-2012).  

 

2.4.3.5 Morfología de los conidióforos 

Para observar conidióforos se inocularon conidios en placas con agar-agua al 3%. 

Se incubaron a 30°C durante 24 h. Las placas se expusieron a la luz durante 6 h 

para inducir la producción de conidióforos (Springer y Yanofsky, 1989). Para la 

visualización y obtención de imágenes de los conidios se utilizó el microscopio 

confocal Olympus con el objetivo de 60X (ver apartado 2.3.2) 

 

http://ach.log.free.fr/Piximetre
http://rsb.info.nih.gov/ij/
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2.4.3.6 Observación del número de núcleos en conidios 

Los núcleos fueron observados haciendo un frotis con conidios y fijándolo con calor. 

Se añadió el fluoróforo DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) (1µg ml-1). Se colocó un 

cuadro de VMM agar sobre el frotis. Los núcleos se visualizaron en el microscopio 

confocal Olympus con el objetivo de 60X.  

 

2.4.3.7 Número de tubos germinales 

El número de tubos germinales fue analizado inoculando 5.41x109 conidios en 

placas con VMM, las cuales fueron incubadas por 3 h a 30°C. Las imágenes fueron 

tomadas en el microscopio confocal Carl Zeiss invertido (Göttingem, Alemania) con 

el objetivo de 63X (ver apartado 2.3.2). Se contaron los tubos germinales producidos 

por conidio. 

  

2.4.3.8 Distribución de acumulaciones de componentes de la pared celular 

Se llevaron a cabo observaciones de la acumulación de los componentes de la 

pared celular en diferentes estadios de desarrollo de N. crassa, utilizando el 

fluoróforo vital Solophenyl flavine al 0.1% (Hoch, Galvani, Szarowski, y Turner, 

2005), el cual se usa para visualizar la pared celular. La tabla 3 muestra las 

condiciones particulares para la observación de la acumulación de componentes de 

la pared celular en los distintos estadios de crecimiento. Todas las observaciones se 

hicieron con el microscopio confocal Olympus con el objetivo de 60X. Se generaron 

imágenes en 3D de las células en sus diferentes estadios con el programa 

FLUOVIEW versión 4.0a View (Olympus ©). 
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Tabla 3. Condiciones para la observación de acumulaciones de componentes de la pared 
celular en los diferentes estadios de desarrollo de N. crassa  

Estadio de 
desarrollo 

Medio de 
cultivo 

Condiciones de 
siembra 

Temperatura 
de incubación 

Periodo de 
incubación 

Conidio VMM al 3% 
Espatulado de 

conidios 
Sin incubación 

previa 
Sin incubación 

previa 

Conidióforo 
Agar-agua 

al 3% 
Ver apartado 2.4.3.5 

Ver apartado 
2.4.3.5 

Ver apartado 
2.4.3.5 

Germínula VMM al 3% 
Espatulado de 

conidios 
30 °C 3 h y 5 h 

Hifa VMM al 3% 
Inoculación de 

conidios en el centro 
de la placa 

30 °C 15 h 

 

2.4.3.9 Morfología de los septos 

Para observar los septos se inocularon conidios en el centro de una placa con VMM 

al 3% y se incubaron a 30°C por 18 h. Utilizando el fluoróforo Solophenyl flavine al 

0.1%, se hicieron imágenes en el microscopio confocal Olympus con el objetivo de 

60X y 40X. Se generaron imágenes en 3D del septo con el programa FLUOVIEW 

versión 4.0a View (Olympus ©). Para el análisis de las imágenes se utilizó el 

programa Piximètre versión 5.7 (http://ach.log.free.fr/Piximetre). Se midió la distancia 

del ápice hasta el primer septo, la distancia entre los septos y la frecuencia de 

septos en 300 µm desde la punta. 

 

2.4.3.10 Distribución de mitocondrias en hifas 

Para observar la distribución de las mitocondrias en las hifas se utilizó fluoróforo vital 

SYTO® 64 Red (20 µM) el cual es usado para visualizar mitocondrias. Se inocularon 

conidios en el borde de placas con VMM al 3% y se incubaron a 30°C por un periodo 

de 24 h. Se hicieron imágenes en el microscopio confocal con el objetivo 60X. 

 

2.4.3.11 Distribución de vacuolas en hifas 

La observación de vacuolas se hizo utilizando el fluoróforo vital Oregon Green 488, 

carboxilic acid diacetate (10 µm), el cual es un fluoróforo fluorado análogo de la 

http://ach.log.free.fr/Piximetre
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fluoresceína que tiñe el lumen de las vacuolas (Cole, Hyde, y Ashford, 1997) En 

placas con VMM al 3% se inocularon conidios y se incubaron por 24 h a 30°C. Se 

tomaron imágenes y videos en el microscopio confocal Olympus con el objetivo 60X. 

Para el análisis de las imágenes se utilizó el programa Piximètre versión 5.7 

(http://ach.log.free.fr/Piximetre). 

 

2.4.3.12 Organización del Spitzenkörper en hifas 

Para observar el Spk en las hifas se empleó el fluoróforo vital FM® 4-64 (N-(3-

Triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-(Diethylamino) Phenyl) Hexatrienyl) Pyridinium 

Dibromide) (5 µM), el cual se usa para teñir todos los elementos que presenten 

membrana celular incluyendo al Spk (Fischer-Parton et al., 2000). En placas con 

VMM al 3% se inocularon conidios y se incubaron por 24 h a 30°C. Se tomaron 

imágenes y videos en el microscopio confocal Olympus con el objetivo 60X. 

  

http://ach.log.free.fr/Piximetre


31 

 3 Capítulo 3. Resultados 

 

3.1 Localización de MYO-5-GFP en los diferentes estadios del ciclo 

de celular. 

Para conocer la distribución de la miosina de clase V en los diferentes estadios del 

ciclo celular se hicieron observaciones de esta proteína etiquetada con GFP. En 

conidios, se observó que MYO-5-GFP forma cúmulos en el citoplasma que al 

parecer se mueven aleatoriamente. La MYO-5-GFP colocaliza con estructuras 

teñidas con FM4-64, que deben corresponder a algún organelo membranoso (Figura 

15). 

 

Figura 15. Localización en conidios de MYO-5-GFP. MYO-5-GFP se localiza en cúmulos en el 
citoplasma (flechas) que colocalizan con estructuras teñidas con FM4-64, el cual se une a 
membranas. Barra de escala = 5 µm 

 

En germínulas, la MYO-5-GFP presentaba tres patrones diferentes de distribución 

que dependían del tamaño del tubo germinal (Figura 16 y 17). Dentro de los 

primeros 20 µm, MYO-5-GFP se localiza en el citoplasma (100%), de la misma 

manera como se observa en conidios. En los siguientes 20 µm- 30 µm, se localiza 

en el citoplasma y en el ápice del tubo germinal (60%). Finalmente, a partir de los 30 

µm, MYO-5-GFP se localiza únicamente en el ápice (60%). 
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Figura 16. Localización de MYO-5-GFP en germínulas. En los primeros 20 µm MYO-5-GFP se 
localiza en el citoplasma (A), de 20 µm a 30 µm se localiza en el citoplasma y en el ápice (B). A 
partir de los 30 µm se encuentra solo en el ápice. Las flechas rojas indican la localización de 
MYO-5-GFP. Barra de escala = 10 µm 

 

 

Figura 17. Grafica que muestra el porcentaje de germínulas que presentan un patrón de 
localización especifico de MYO-5-GFP. 

En hifas con 24 h de crecimiento se observó que la señal de la MYO-5-GFP está 

localizada el ápice formando un domo (Figura 18) que abarca aproximadamente 3-4 
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µm. Además del ápice, MYO-5-GFP se observó formando parte del septo, aunque la 

intensidad de la fluorescencia fue menor que la observada en la punta. 

 

 

Figura 18. Localización de MYO-5-GFP en las hifas. En el ápice, MYO-5-GFP forma un abanico 
(primera fila) que colocaliza con el Spk. También forma parte del septo aunque la intensidad es 
menor(segunda fila). La columna izquierda muestra la localización de MYO-5-GFP. En la 
columna central se observa la tinción con FM4-64. La columna derecha muestra la 
colocalización de ambas columnas. Barra de escala = 10 µm. 

 

3.2 Dinámica de MYO-5 

Para conocer el movimiento y dinámica de MYO-5-GFP, se hicieron observaciones 

con microscopia confocal de la punta donde se encuentra localizada la señal de 

fluorescencia. Las observaciones sugieren que MYO-5-GFP viajaba a lo largo del 

borde de la membrana desde la región subapical en acumulaciones hacia la región 

apical (Figura 19).  
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Figura 19. MYO-5-GFP viaja a la región apical como acumulaciones. Las flechas muestran el 
movimiento de una acumulación de MYO-5-GFP hacia la punta. Barra de escala = 10 µm 

 

Para conocer si MYO-5-GFP viajaba de la región subapical hacia la punta, se hizo 

un análisis de FRAP en la región apical y en la región subapical. Después del 

fotoblanqueo, se observó que en la región apical el tiempo aproximado en el que la 

fluorescencia se recupero fue de 25 s. El tiempo en que la fluorescencia se observó 

en una concentración similar a la detectada anterior a realizar el fotoblanqueo fue de 

aproximadamente 4 min (Figura 20).  
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Figura 20. FRAP de la región apical de una hifa de la cepa MYO-5-GFP. A) Se observa que 
después del FRAP el tiempo en que la fluorescencia se recupera en una concentración similar 
a la inicial es de 4 min. B) Gráfica que muestra la recuperación de la intensidad de la 
fluorescencia en el tiempo. Barras de error indican un intervalo de confianza del 95%. 

 

En la región subapical, se observó que después del FRAP el tiempo en que la 

fluorescencia desaparece parcialmente en el ápice es de 1.27 min, y requiere 

aproximadamente 20 s en recuperar la fluorescencia a una concentración similar a la 

detectada anterior al fotoblanqueo (Figura 21). 
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Figura 21. FRAP de la región subapical de una hifa de la cepa MYO-5-GFP. A) Posterior al 
FRAP, la fluorescencia requiere aproximadamente de 1 min 30 s para desaparecer 
parcialmente de la punta y requiere del mismo tiempo para que ésta se observe en la punta en 
una concentración similar a la inicial. B) Gráfica que muestra la recuperación de la intensidad 
de la fluorescencia en el tiempo. Barras de error indican un intervalo de confianza del 95%. 

 

3.3 Fenotipo de N. crassa en ausencia de la miosina de clase V 

3.3.1 Crecimiento vegetativo en la mutante Δmyo-5 

3.3.1.1 Morfología de la colonia 

Para conocer si la ausencia de la proteína MYO-5 afectaba la morfología, se hicieron 

observaciones macroscópicas, y se evaluó la tasa de elongación y la producción de 

biomasa.  

Se encontró que las colonias de la cepa mutante abarcaron 1.7 % (2.83 ±0.23 cm2) 

del área de la cepa WT (165.51 ±1.92 cm) (Figura 22). Además, en la mutante 
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Δmyo-5 el promedio de elongación fue de 4.60 µm min -1, lo cual corresponde a solo 

el 9.49% de la elongación de la cepa WT (Figura 23A). La cantidad de biomasa 

producida en la mutante Δmyo-5 fue de 149.2±2.34 mg d-1(biomasa ± error 

estándar), mientras que de la WT fue de 193.3±14.25 mg d-1, , lo que indica que la 

mutante produce 22.8% menos de biomasa que la cepa WT (Figura 23B) 

 

 

Figura 22. Morfología colonial de la cepa WT y la mutante Δmyo-5 después de 24 h de 
crecimiento. Las colonias de la cepa mutante Δmyo-5 son más compactas que las de la WT. La 
grafica muestra el tamaño de la colonia de ambas cepas después de un periodo de incubación 
de 24 h. Barras de error muestran el intervalo de confianza al 95%. 
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Figura 23. Análisis biométricos de las colonias de la cepa silvestre WT y la mutante Δmyo-5. A) 
Medición de la tasa de crecimiento radial. La mutante Δmyo-5 crece en promedio 9.49% de lo 
que crece la WT. B) Biomasa medida en 24 h. La mutante Δmyo-5 produce 22.8% menos que la 
WT. Barras de error muestran el intervalo de confianza al 95%. 

 

3.3.1.2 Morfología de las hifas 

Se analizó la morfología de las hifas de las colonias mutantes del gen myo-5, para 

conocer las diferencias con la WT.se Las colonias de la mutante Δmyo-5 mostraron 

que las hifas crecen de forma compacta (Figura 24B). Además, las hifas son más 

delgadas en la mutante (5.48± 0.27 µm), presentando un diámetro de 33.3% menor 

al de la WT (8.21± 0.11 µm) (Figura 24D y 25). 
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Figura 24. Morfología microscópica de las colonias de la cepa WT y la mutante Δmyo-5. Las 
imágenes obtenidas con el microscopio de bajo aumento muestran que las hifas de la mutante 
Δmyo-5 crecen unas encima de otras (A y B). Las hifas en la mutante Δmyo-5 presentan 
ramificaciones apicales, mientras que las de la WT son laterales (C y D). Barra de escala = 200 
µm (A y B); 10 µm (C y D).  

 

 

Figura 25. Diámetro de hifas de la cepa WT y la cepa mutante Δmyo-5. Las hifas de la cepa 
mutante tienen el 66.7% del diámetro de la WT. Barras de error muestran el intervalo de 
confianza al 95%. 

 

Las hifas de la mutante Δmyo-5 forman ramificaciones de tipo apical, mientras que 

las de la WT son únicamente laterales (Figura 26). Como paso previo a la formación 
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de una rama en las hifas mutantes, se presenta el ensanchamiento o crecimiento 

isotrópico de la punta para posteriormente comenzar a diferenciarse en dos puntas 

(Figura 27). 

 

Figura 26. Tipo de ramificación en las hifas de la cepa WT y la mutante Δmyo-5. Las hifas de la 
cepa WT forman ramificaciones laterales, mientras que las hifas de la mutante Δmyo-5 forman 
ramas apicales (n = 100).  
 
 

 
Figura 27. Esquema de la secuencia de formación de ramas en la mutante la cepa WT y la 
mutante Δmyo-5. Antes de formar una rama, las hifas en Δmyo-5 crecen isotrópicamente en el 
ápice y después comienzan a diferenciarse en dos puntas. Contrario a esto, las ramas en la 
WT se forman lateralmente y sin crecimiento isotrópico.  
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El número de ramificaciones que produce la cepa mutante Δmyo-5, en una distancia 

de 500 µm desde la punta (n= 30), es en promedio entre 5 y 7 ramas, lo que 

representa aproximadamente el doble de las que produce la cepa de tipo silvestre 

(Figura 28)  

 

 

Figura 28. Número de ramas producidas por las hifas de la cepa WT y la mutante Δmyo-5. La 
WT produce en promedio 3 y4 ramas, mientras que Δmyo-5 produce de 5 a7 ramas. 

 

3.3.2 Evaluación de la reproducción asexual en la mutante Δmyo-5 

3.3.2.1 Morfología y producción de conidios  

Para conocer si la mutación de la miosina de clase V afectaba la reproducción 

asexual del hongo N. crassa, se observó la morfología de los conidios en el 

microscopio confocal. Los conidios en la mutante Δmyo-5 son ovalados (Figura 29A) 

y tienen aproximadamente 2.5 veces mayor área que las de los WT (Figura 29B)  
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Figura 29. Conidios en la mutante Δmyo-5. A) En la mutante Δmyo-5 son más grandes que los 
de la WT y tienen forma ovalada. Barra de escala = 5 µm. B) La cepa mutante Δmyo-5 forma 
conidios 2.5 veces de mayor área que los de la WT. Intervalo de confianza del 95%.  

 

Los conidióforos en la mutante Δmyo-5 se observan anormales con respecto a los 

de la WT. Los conidios inmaduros que se forman en el conidióforo son de mayor 

tamaño y se observa una menor cantidad de estos por conidióforo, comparado con 

los de la WT (Figura 30). Asimismo, existen regiones en el conidióforo de la mutante 

donde no se forman conidios (Figura 30, cabezas de flecha rojas). 
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Figura 30. Conidióforos de la cepa WT y Δmyo-5. En la mutante Δmyo-5 (imagen de la derecha) 
se observa que los conidios formados son más grandes que los de la cepa WT (imagen de la 
izquierda), además tiene regiones donde no se produjeron conidios (cabezas de flecha rojas).. 
Barra de escala = 10 µm 

 

Además de las anomalías morfológicas, se observó que en la cepa mutante Δmyo-5 

se producían únicamente 0.09% de conidios (2 x 105 conidios ml-1 d-1) en relación a 

lo que produce la cepa control WT (1.08 x 109 conidios ml-1 d-1) (Figura 31).  

 

Figura 31. Producción de conidios en la mutante Δmyo-5. La cepa mutante Δmyo-5 produce 
menos del 1% de lo que produce la WT. 
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3.3.2.2 Numero de núcleos en los conidios 

Para conocer si durante la formación de los conidios de Δmyo-5 existía una relación 

con la cantidad de núcleos, se determinó el número de núcleos por conidio. En la 

cepa mutante Δmyo-5, el número de núcleos por conidio varió entre 1 y 8pero en su 

mayoría presentaron 4 (28%) (Figura 32). Por el contrario, en la cepa WT el rango 

de núcleos por conidios se encontró entre 1 y 2 núcleos (40% y 48%, 

respectivamente).  

 

Figura 32. Número de núcleos en la cepa WT y mutante Δmyo-5. A) Núcleos teñidos con DAPI 
B) La grafica muestra el porcentaje de conidios con determinado número de núcleos. El rango 
de núcleos de la cepa WT se encuentra entre 1 y2 núcleos por conidio, mientras que el rango 
en la mutante Δmyo-5 está entre 3 y4 núcleos. Barra de escala= 5 µm. 
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3.3.3 Germinación en la mutante Δmyo-5 

Para conocer si la ausencia de la miosina de clase V afectaba la germinación de los 

conidios, se midió el número de tubos germinales que se producían por conidio. En 

la mutante Δmyo-5, se presentaron hasta tres tubos germinales, pero en su mayoría 

formaban un tubo germinal (67.57%). Aunque la WT también presenta un tubo 

germinal por conidio (93.24%),  el porcentaje de conidios que presentan dos tubos 

germinales es menor que en la mutante Δmyo-5 (Figura 33). 

 

 

Figura 33. Número de tubos germinales por conidio. La mutante Δmyo-5 presenta de uno a tres 
tubos germinales por conidio, el 67.57% corresponde a un tubo germinal, el 29.73% a dos 
tubos germinales y el 4.05% a tres tubos germinales. En la WT el 93.73% de los conidios forma 
un tubo germinal y el 6.76% dos tubos germinales. Los esquemas muestran los tubos 
germinales de la cepa WT y la mutante Δmyo-5 que se forman por conidio. 
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3.3.4 Análisis de la distribución de acumulaciones de componentes de 

la pared celular en los diferentes estadios del ciclo de vida de la 

cepa mutante Δmyo-5 

3.3.4.1 Distribución de acumulaciones en conidios de la mutante Δmyo-5 

Se analizaron conidios, germínulas e hifas para conocer si en ausencia del gen myo-

5 se observaban acumulaciones anormales de componentes de pared celular en las 

diferentes etapas del ciclo de vida. 

En los conidios, tanto de la cepa WT como de la mutante Δmyo-5, se observaron 

acumulaciones en los sitios donde la pared transversal se forma cuando se 

encuentran en el conidióforo (Figura 34).  
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Figura 34. Localización de componentes de la pared celular en conidios de la cepa WT y Δmyo-
5. A) Tanto en la cepa WT como en la mutante Δmyo-5, la acumulación de componentes de la 
pared celular se localizan en los sitios donde se formó la pared transversal cuando estaban en 
el conidióforo. B) Imágenes en 3D de conidióforos teñidos con Solophenyl flavine al 0.1%. 
Barra de escala= 10 µm. 

 

3.3.4.2 Distribución de acumulaciones en germínulas de la mutante Δmyo-5 

Las germínulas teñidas con Solophenyl flavine al 0.1% fueron observadas a las 3 h y 

5 h. Para los dos periodos analizados, se observaron cinco patrones principales de 

distribución de acumulaciones: 1) solo en la espora germinal, 2) sitios de 

crecimiento, 3) solo en sitios inespecíficos, 4) en la espora germinal y en sitios de 

crecimiento, y 5) sitios inespecíficos y en sitios de crecimiento. En la mutante Δmyo-

5, tanto en 3 hrs como en 5 hrs, el patrón predominante de acumulación de 

componentes de la pared celular en las germínulas fue en los sitios de crecimiento 
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(52 % y 63%, respectivamente), mientras que en la WT el patrón que predomino fue 

en la espora germinal (Figura 35 y 36).  

 

 

Figura 35. Distribución de los componentes de la pared celular en germínulas a las 3 h de 
germinación. Se observaron cinco patrones principales de distribución de acumulaciones: A) 
solo en la espora germinal, B) sitios de crecimiento, C) solo en sitios inespecíficos, D) en la 
espora germinal y en sitios de crecimiento, y E) sitios inespecíficos y en sitios de crecimiento. 
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Figura 36. Distribución de los componentes de la pared celular en germínulas a las 5 h de 
germinación. Se observaron cinco patrones principales de distribución de acumulaciones: A) 
solo en la espora germinal, B) solo sitios inespecíficos, C) en la espora germinal y en sitios de 
crecimiento D) solo en sitios de crecimiento, y E) en la espora germinal y sitios inespecíficos. 

 

3.3.4.3 Distribución de acumulaciones en hifas de la mutante Δmyo-5 

Al igual que en germínulas las acumulaciones de los componentes de la pared 

celular en hifas es variable. Se observaron cuatro patrones: 1) formando un 

gradiente que va de menos a mayor iniciando del ápice, 2) concentrada en un sitio 

específico de la zona subapical, 3) en sitios inespecíficos, y 4) concentrada en sitios 

donde se produjo una rama. En las hifas de la WT, se acumulan formando un 

gradiente que va de menor a mayor desde el ápice (100 %). Por el contrario, en las 



50 

hifas de la mutante Δmyo-5 las acumulaciones, en su mayoría, se concentran en 

áreas específicas en la zona subapical (67 %) o en las zonas donde se produjo la 

ramificación (30 %) (Figura 37). 

 

Figura 37. Localización de acumulaciones de los componentes de la pared celular en hifas de 
la cepa WT y mutante Δmyo-5. Se observaron cuatro patrones: 1) formando un gradiente que 
va de menos a mayor iniciando del ápice, 2) concentrada en un sitio específico de la zona 
subapical, 3) en sitios inespecíficos, y 4) concentrada en sitios donde se produjo una rama. 
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3.3.5 Morfología de los septos 

Debido a que la miosina de clase V en N. crassa se encuentra localizada en los 

septos, se hicieron observaciones de las hifas para conocer si la ausencia de la 

miosina de clase V afectaba la forma y frecuencia de estos. Los septos en la 

mutante Δmyo-5 son normales en forma (Figura 38), sin embargo presentan 

diferencias en distancia y frecuencia. En la cepa silvestre el primer septo formado se 

localiza a una distancia promedio de 221.24 µm del ápice (Figura 39A), mientras que 

la distancia promedio entre cada septo es de 65.51 µm (Figura 39B). Por el 

contrario, en la mutante Δmyo-5 el primer septo que se forma se encuentra a 94.01 

µm de distancia promedio de la punta (Figura 39A) y entre cada septo solo hay 

47.80 µm de distancia promedio (Figura 39B) 

En la mutante Δmyo-5 hay aproximadamente 5 septos en 300 µm de distancia desde 

la punta, mientras que en la WT la cantidad de septos en la misma distancia es 

mucho menor (1 septo cada 300 µm) (Figura 39C). 
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Figura 38. Morfología de los septos en la mutante Δmyo-5. A) Los septos en la mutante Δmyo-5 
se forman correctamente pero se observa que la cantidad es diferente. B) Imágenes en 3D de 
los septos teñidos con Solophenyl flavine al 0.1%. Barra de escala = 50 µm. 
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Figura 39. Análisis de septación en la mutante Δmyo-5. A) Distancia promedio del primer septo 
formado hasta el ápice. En la WT esta distancia es mayor (221.24 µm) que en la mutante (94.01 
µm). B) Distancia promedio entre septos. En la mutante Δmyo-5 la distancia entre septos es 
menor (47.80 µm) en relación a la cepa WT (65.51 µm). C) Frecuencia de septos en 300 µm de 
distancia desde el ápice. En la mutante Δmyo-5 la cantidad de septos es de 5, mientras que en 
la cepa WT es de 1 septo en la misma distancia. Barras de error con un intervalo de confianza 
de 95%. 

 

3.3.6 Distribución de mitocondrias y vacuolas en la mutante Δmyo-5 

Se hicieron observaciones en el microscopio confocal para conocer si la ausencia de 

MYO-5 afectaba la distribución y localización de las mitocondrias y vacuolas, debido 

a que en otros hongos se ha reportado que participa en el trafico mitocondrial y 
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vacuolar. Aparentemente en N. crassa, la distribución de las mitocondrias es similar 

tanto en la cepa WT como en la mutante Δmyo-5. En el ápice de las hifas se observa 

una mayor concentración de la fluorescencia disminuyendo conforme se aleja de la 

punta (Figura 40) 

 

Figura 40. Localización de las mitocondrias en la cepa WT y en la mutante Δmyo-5. Las 
mitocondrias fueron observadas en el microscopio confocal usando el fluoróforo SYTO© Red. 
La distribución de las mitocondrias es similar en ambas cepas, concentrando principalmente 
en el ápice. Barra de escala= 10 µm 

 

Por el contrario, las observaciones de vacuolas en las hifas mostraron que existen 

diferencias en cuanto a morfología y distribución de las vacuolas.  En la cepa WT las 

vacuolas son esféricas y tubulares y se ubican aproximadamente a 30 µm después 

del ápice, mientras que en la cepa mutante Δmyo-5 parecen abundar las vacuolas 

esféricas, además de que están localizadas únicamente en los primeros 30 µm 

desde el ápice (Figura 41). 
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Figura 41. Localización de vacuolas en la cepa WT y en la mutante Δmyo-5. Las vacuolas 
fueron visualizadas en el microscopio confocal utilizando el fluoróforo vital Oregon Green 488 
carboxilic acid diacetate. En la cepa WT se observan vacuolas tubulares y esféricas 
localizadas a partir de los 30 µm posteriores al ápice. En la cepa mutante Δmyo-5 predominan 
las  vacuolas esféricas y se localizan en los primeros 30 µm. Barra de escala= 10 µm 

 

3.3.7 Organización del Spitzenkörper en la mutante Δmyo-5 

El Spk se analizó en las hifas de la mutante Δmyo-5 para conocer si existía una 

diferencia en la organización de este. Sorprendentemente se observó que en la 

mutante no se encuentra presente, y en su lugar esta una nube difusa la cual abarca 

parte de la zona subapical. (Figura 42). 
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Figura 42. Organización del Spitzenkörper en la cepa WT y mutante Δmyo-5. Serie de tiempo 
que muestra que el Spk teñido con FM4-64, el cual tiñe estructuras membranosas. En la cepa 
WT el Spk se observa como un punto localizado en el ápice la hifa. Por el contrario, en la cepa 
mutante Δmyo-5 se encuentra una nube difusa localizada en el ápice y en parte de la zona 
subapical. Barra de escala= 10 µm. 
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 4 Capítulo 4. Discusión 

El transporte intracelular en hongos filamentosos es un proceso muy importante para 

el mantenimiento de los diferentes organelos en los sitios donde son necesarios, por 

ejemplo, el transporte de vesículas exocíticas que apoya al crecimiento polarizado y 

la morfogénesis de las hifas (Bartnicki-García, et al 1989). Se ha especulado que el 

citoesqueleto microtubular es el responsable del transporte a larga distancia de 

estas vesículas hasta el Spk y de ahí hacia la membrana plasmática es el 

citoesqueleto de actina (Bartnicki-García, et al 1989; 1995; 2000), sin embargo, no 

hay existe evidencia experimental de que este sea el mecanismo en el hongo N. 

crassa. Por lo que se llevó a cabo el primer estudio de la única miosina que en teoría 

puede ser transportadora de organelos y vesículas en este hongo filamentoso. Esta 

miosina pertenece a la clase V, de la que hay un solo miembro, que se ha 

denominado como MYO-5 en N. crassa.  

 

4.1 Localización y dinámica de MYO-5-GFP 

Al igual que lo mostrado anteriormente (Echauri-Espinosa, 2014), en N. crassa la 

MYO-5-GFP se observó acumulada en el Spk y formando una especie de abanico 

en el domo apical, a diferencia de lo observado en A. nidulans (Taheri-Talesh et al., 

2012) en Ustilago maydis (Schuchardt, Aßmann, Thines, Schuberth y Steinber, 

2005), en donde la miosina de clase V únicamente colocaliza con el Spk y no se 

observa el abanico en el ápice. En este trabajo se mostró claramente como cúmulos 

de MYO-5 llegan por pulsos al Spk que coinciden con acumulaciones del colorante 

FM4-64 que tiñe membranas, lo que hace suponer que el ritmo de entrega de 

vesículas en el ápice no es constante por lo que el crecimiento de N. crassa como se 

ha mostrado anteriormente es en pulsos (López-Franco, Bartnicki-García y Bracker, 

1994). En la región subapical no se observan partículas fluorescentes de MYO-5-

GFP que viajen hacia el Spk, sin embargo, se pudo probar con los experimentos de 

FRAP, tanto del ápice como de la región subapical que esta proteína viaja desde 

regiones posteriores hasta la punta de la hifa, aunque se esperaría un tiempo de 

recuperación más rápido dada la velocidad de crecimiento de este hongo.  
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MYO-5 también se observó durante la formación de los septos, del mismo modo, 

que lo reportado en A. nidulans (Taheri-Talesh et al., 2012) y en el anillo de 

citocinesis de la levadura S. cerevisiae (Lillie y Brown, 1994; Karpova et al., 2000) y 

al igual que en A. nidulans (Taheri-Talesh et al., 2012), la intensidad de la 

fluorescencia producida por la miosina de clase V etiquetada con GFP en los septos 

fue sustancialmente menor que en el ápice. Esto puede deberse a que el transporte 

de vesículas secretoras a la zona de formación de septos no tiene un papel esencial. 

Durante los estadios tempranos de desarrollo de N. crassa, la MYO-5-GFP está 

localizada de manera dispersa, incluso durante la germinación, lo que indica que no 

tiene un papel en el establecimiento del primer punto de crecimiento polarizado. Sin 

embargo, una vez que el tubo germinal alcanza determinado tamaño (entre 20 µm y 

30 µm), la MYO-5 se desplaza hacia la punta de la hifa y ahí se concentra, 

manteniéndose hasta que se convierte en una hifa madura. Este patrón de 

distribución de MYO-5 en conidios, germínulas e hifas maduras corresponde a los 

estadios de formación del Spk descritos anteriormente (Araujo-Palomares et al., 

2007), lo que sugiere que MYO-5 podría estar transportando vesículas que se van 

acumulando para formar el Spk. 

 

4.2 Cinética de crecimiento en ausencia de MYO-5  

La mutante por deleción de Δmyo-5 está fuertemente afectada en el crecimiento 

vegetativo y en la producción de biomasa, siendo el primero el más afectado. En 

este caso, se puede observar que el crecimiento radial es muy pobre, pero la 

mutante Δmyo-5 produce un número sustancialmente mayor de ramificaciones lo 

que hace una colonia pequeña pero compacta, lo que explica que la diferencia en la 

producción de biomasa sea menor que la diferencia en el crecimiento radial entre la 

mutante Δmyo-5 y la cepa silvestre. Como se ha observado en mutantes o 

experimentos con drogas que afectan a la actina (Torralba, Raudaskoski, Pedregosa 

y Laborda, 1998; Echauri-Espinosa, Callejas-Negrete, Roberson, Bartnicki-García y 

Mouriño-Pérez, 2012), la mutante Δmyo-5 solo genera ramificaciones apicales, 

además presenta periodos de crecimiento polarizado intercalados con crecimiento 

isotrópico y también carece de un Spk robusto. Todos estos datos fenotípicos 
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orientan a pensar que la ausencia de MYO-5 hace que las hifas tengan problemas 

para el mantenimiento del sitio de polarización.  

Se creía que al presentar periodos de crecimiento isotrópico y al ser el crecimiento 

radial más lento, las hifas en la mutante serían de mayor diámetro como las de la 

mutante en A. nidulans (Taheri-Talesh et al., 2012). Sin embargo, se encontró que 

en las hifas son de menor diámetro.  

 

4.3 Reproducción asexual en la mutante Δmyo-5 

El análisis de la reproducción asexual en ausencia de la MYO-5, reveló resultados 

diferentes a los estudios realizados en el hongo dimórfico  Ustilago maydis, en 

donde la mutante de la miosina de clase V produce esporidios normales (Weber et 

al., 2003). En N. crassa la ausencia de MYO-5, produjo conidios de mayor tamaño 

pero menor número de éstos. Los conidióforos fueron anormales y con deposiciones 

normales de pared celular. Sin embargo, en los conidios se encontró un aumento en 

el número de núcleos, se sugiere que el aumento en el tamaño de los conidios y el 

bajo número es causado por la formación aberrante de los conidióforos, que al 

parecer no se divide simétricamente dejando conidios grandes y otro inexistentes. El 

aumento en el número de núcleos no sugiere que la MYO-5 este participando en el 

transporte de estos, sino que probablemente se deba a un retraso en la formación 

de la pared transversal en los conidióforos, lo que permite que los núcleos continúen 

pasando o a divisiones nucleares previas a la formación del tubo germinal.  

 

4.4 La pared celular en la mutante Δmyo-5 

Como se mencionó anteriormente, las observaciones de los componentes de la 

pared celular en conidios se acumularon de manera indistinta tanto en la WT como 

en la mutante Δmyo-5. Por el contrario, en germínulas e hifas maduras de la 

mutante, los componentes de la pared se acumularon en sitios donde 

aparentemente el tubo germinal continua creciendo de forma polarizada, pero 

experimenta un cambio de dirección, lo cual se puede deber a lo que ya se ha 

mencionado anteriormente acerca de los problemas que tiene la mutante para 
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mantener un sitio de polarización. En hifas maduras de la cepa mutante, los 

componentes de la pared celular se concentraron en áreas específicas en la zona 

subapical (no muy lejos de la punta) o en la intersección formada después de que se 

produjo la ramificación apical, contrario a lo que ocurre en la WT en donde se forma 

un gradiente que va de menor a mayor iniciando en el ápice. La acumulación 

anormal de componentes observado en la mutante de MYO-5, así como en otras 

mutantes de la miosina de clase V y de actina (Novick y Botstein, 1985; Johnston, 

Prendergast y Singer, 1991) puede deberse a problemas en el transporte vesicular. 

Durante el desarrollo de germínulas e hifas no se observan acumulaciones de 

vesículas exocíticas, ya que un número determinado de vesículas llegan al Spk a 

una velocidad adecuada (Bartnicki-García et al., 1989). En ausencia de proteínas 

que participan en éste transporte, como son la actina y la MYO-5, las vesículas que 

son generadas en cantidades normales serían transportadas lentamente o dirigidas 

a sitios incorrectos, lo que causaría su acumulación y anormalidades en la 

morfología celular.  

 

4.5 Septación en ausencia de MYO-5 

Estudios en mutantes nulas del gen de la miosina de clase V en A. nidulans  

muestran que la forma de los septos es normal, sin embargo son más numerosos y 

cercanos entre ellos (Taheri-Talesh, et al., 2012). Contrario a esto en la levadura de 

fisión S. pombe la ausencia de cualquiera de las dos miosinas de clase V produce 

defectos en la maduración y rompimiento del septo (Win, Gachet, Mulvihill, May y 

Hyams, 2001). Nuestros resultados son similares a los encontrados en A, nidulans, 

lo que sugiere que durante la septación la miosina de clase V no es esencial en el 

tráfico de vesículas y que el aumento en la frecuencia de los septos cuando la MYO-

5 está ausente se debe a los problemas que tienen las hifas para mantener el 

crecimiento. 

 



61 

4.6 Transporte de estructuras intracelulares.  

Se ha reportado que la miosina de clase V en S. cerevisiae está involucrada en el 

transporte de mitocondrias (Itoh et al., 2002; Boldogh et al., 2004) y de vacuolas (Hill 

et al., 1996; Catlett y Weisman, 1998). En este estudio se observó que en el caso de 

las mitocondrias, su localización y morfología era normal en la mutante de la MYO-5 

por lo que concluimos que en N. crassa no es esencial para el movimiento 

mitocondrial. Contrario a lo observado en mitocondrias, las vacuolas en la mutante 

están severamente afectadas. En la WT las vacuolas son de forma esférica y tubular 

y se localizan a 30 µm del ápice, mientras que en las vacuolas de la mutante de la 

MYO-5 la forma predominante es esférica y se localizan en los primeros 30 µm. Este 

fenotipo observado resulta similar al observado en N. crassa en la mutante de la 

dineína (la cual tiene la función de mover cargas en sentido retrogrado), aunque las 

vacuolas que se acumulan eran en su mayoría alargadas (Seiler, Plamann y 

Schliwa, 1999), por lo que la MYO-5 podría estar participando en el tráfico de una 

población específica de vesículas y manteniéndolas en la región subapical. 

 

4.7 Organización del Spk en la mutante Δmyo-5 

Como se ha reportado anteriormente, para que el crecimiento polarizado en las hifas 

se genere de forma correcta, es necesario que las vesículas que serán exocítadas 

lleguen al Spk para que éste las distribuya a la punta (Bartnicki-García, Hergert, y 

Gierz, 1989; Gierz y Bartnicki-García, 2001). En este trabajo se observó, que en la 

mutante de MYO-5 el Spk es prácticamente inexistente y en su lugar hay una nube 

apical de vesículas dispersas y desorganizadas. A pesar de esto las hifas pueden 

mantener temporalmente la polaridad y dirección de crecimiento y también crecer 

aunque pobremente. Esto hace evidente que para un crecimiento saludable la 

presencia de un Spk robusto es esencial. Por lo que se puede sugerir que la miosina 

de clase V está involucrada en el mantenimiento de la polaridad y de la dirección de 

crecimiento, así como en mantener la integridad del Spk.  
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 5  Capítulo 5. Conclusión 

 La MYO-5 se localiza en el ápice de las hifas de N. crassa principalmente en el 

Spk. 

 La MYO-5 se localiza de forma poco abundante y transigente durante la 

formación de los septos. 

 La MYO-5 se mueve desde la región basal hacia la región apical acarreando 

partículas membranosas. 

 La MYO-5 mueve organelos membranosos teñidos con FM4-64. 

 La MYO-5 mantiene a las vacuolas esféricas en la posición correcta. 

 La MYO-5 participa en el mantenimiento y dirección de la polaridad así como en 

la integridad del Spk. 
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Apéndice 

Apéndice 1. Porcentaje de identidad entre el dominio motor y los motivos IQ de 
la MYO-5 de N. crassa y los de la miosina de A. nidulans y los de las miosinas 
de S. cerevisiae 

 

Tabla A1. Porcentaje de identidad entre el dominio motor y los motivos IQ 
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Apéndice 2. Similitud entre el dominios globulares de unión a carga, así como 
de los sitios de unión a vacuolas y vesículas de la MYO-5 de N. crassa con A. 
nidulans y S. cerevisiae. 

 

 

 

 

Figura A2. Alineamiento del dominio dilute y los sitios de unión a una carga específica con los 
de A. nidulans y S. cerevisiae. 

 

 

 

Tabla A2. Porcentaje de identidad del dominio dilute y el sitio de unión a vesículas y el de 
vacuolas de la MYO-5 de N. crassa con A. nidulans y S. cerevisiae 

 

Organismo Dominio dilute Sitio de unión a 

vacuolas 
Sitio de unión a 

vesículas 

An MyoE 94% 100 % 100 % 
Sc Myo2p 46 % 55 % 57% 

 


