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Resumen de la tesis que presenta Alba Anayatzin Aguilar Romero como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias de la Vida con orientacién en Microbiologia.

Identificacion de Cuerpos Multivesiculares en Neurospora crassa

Resumen aprobado por:

Dra. Meritxell Riguelme Pérez
Director de tesis

El transporte vesicular dirigido a vacuola puede ocurrir mediante la ruta biosintética o la ruta endocitica.
En ambos casos, la ubiquitinacion de proteinas actla como una sefial para la formacién de cuerpos
multivesiculares (MVBs). Estos se forman cuando la membrana del endosoma tardio invagina dentro
de su propio lumen, formando vesiculas intraluminales (ILVs), cuyo contenido es degradado, cuando
los MVBs se fusionan con vacuola, o liberadas al espacio extracelular como exosomas, cuando los MVBs
se fusionan con la Membrana Plasmatica (MP). La formacién de las ILVs requiere la participacién de los
complejos multiproteicos ESCRT-0, I, Il y lll (Endosomal Sorting Complex Required for Transport). Este
trabajo ha caracterizado morfolégicamente a los MVBs en el hongo filamentoso Neurospora crassa, y
estudiado su papel en la biogénesis o reciclaje de enzimas dirigidas hacia la MP. Como marcadores de
MVB se analizaron VPS-27 y VPS-2, proteinas que conforman ESCRT-0 y ESCRT- lll, respectivamente, vy
presuntamente tienen un papel importante en la formacién de MVBs. Se localizdndo a lo largo de la
hifa excluyendo el apice en estructuras puntiformes. Sin embargo, VPS-27 estd en la membrana de
cuerpos pleomdrficos mayormente esféricos, mientras que VPS-2 se encuentra en el lumen de cuerpos
globulares mas uniformes y distintos a los identificados por VPS-27, asi como en la membrana de
aquellos cuerpos marcados por VPS-27.Como marcador de proteinas de membrana, se utilizé quitina
sintasa 1 (CHS-1) la cual co-localiza parcialmente en forma punteada con los cuerpos marcados por VPS-
2-GFP, sugieriendo que los quitosomas pueden ser originados en los MVBs como lo sugieren estudios
previos. Para conocer la naturaleza de los cuerpos elucidados por VPS-2-GFP y VPS-27-GFP se usaron
cepas que expresaban marcadores de otros organelos, como el marcador vacuolar VMA-1 y el marcador
endosomal RAB-7, las cuales co-localizan parcialmente en la membrana de los compartimentos
prevacuolares (PVC). Se encontro la presencia tanto de RAB-7, como de VMA-1 en la membrana de los
cuerpos marcados por VPS-27-GFP, asi como en el centro de los cuerpos marcados por VPS-2-GFP,
sugiriendo que los PVCs y los MVBs pueden converger y tratarse de un mismo organelo. La co-expresion
de VPS-27-GFP y VPS-2-mCherry mostro la presencia de VPS-2 en la membrana de los cuerpos marcados
por VPS-27-GFP.

Palabras clave: Neurospora crassa, Cuerpos Multivesiculares, Vesiculas intraluminales, Endosoma,
ESCRT, VPS-27, VPS-2.
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Abstract of the thesis presented by Alba Anayatzin Aguilar Romero as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Microbiology.

Identification of Multivesicular Bodies in Neurospora crassa

Abstract approved by:

Dra. Meritxell Riquelme Pérez
Thesis Director

Vesicular transport to vacuole can occur through the biosynthetic or endocytic pathways. In both cases,
the ubiquitination of the proteins acts as a signal for the formation of Multivesicular Bodies (MVBs),
which are formed when the late endosome membrane invaginates within their own lumen forming
intraluminal vesicles (ILVs). The content of the ILVs may be degraded, when the MVBs fuses with
vacuoles, or released into the extracellular space as exosomes, when the MVBs fuse to the plasma
membrane (MP). The formation of ILVs requires the participation of the multiprotein complexes ESCRT-
0, I, I and Il (Endosomal Sorting Complex Required for Transport). This work has studied the
distribution of MVBs in the filamentous fungus Neurospora crassa, and their role in the biogenesis or
recycling of enzymes directed to the MP. VPS-27 and VPS-2, constituents of ESCRT-0 and ESCRT-III,
respectively, with presumably an important role in the formation of MVBs were used as MVB markers.
They were found in a similar distribution, localizing as punctiform structures along the hyphae,
excluding the apex. VPS-27 was also found in the membrane of mostly spherical pleomorphic bodies.
VPS-2 was present in the lumen of globular bodies, as well as in the membrane of those bodies marked
by VPS-27-GFP. Chitin synthase 1 (CHS-1) was used as a membrane protein marker, and it partially
co-localized with bodies marked by VPS-2-GFP, suggesting that chitosomes could derive from MVBs
as indicated by previous reports. In order to know the nature of the bodies elucidated by VPS-2-GFP
and VPS-27-GFP, a set of different strains expressing markers for other organelles, such as the vacuolar
marker VMA-1 and the late endosomal marker RAB-7, both proteins that co-localize at the prevacuolar
(PVC) membrane, were used. Co-expression of these proteins with VPS-27-GFP identified both VMA-1
and RAB-7 at the membrane of the bodies marked by VPS-27-GFP, as well as in the center of the bodies
marked by VPS-2-GFP, suggesting that PVCs and MVBs can converge or mature and become the same
organelle. Co-expression of VPS-27-FGP and VPS-2-mChFP showed the presence of VPS-2 at the
membrane of the bodies marked by VPS-27.

Keywords: Neurospora crassa, Multivesicular bodies, Intraluminal vesicles, Endosome, ESCRT, VPS.27,
VPS-2.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Antecedentes

1.1.2 Generalidades de los hongos filamentosos

Los hongos pueden encontrarse naturalmente en un gran nimero de ecosistemas. Estos organismos
pueden participar en gran variedad de procesos naturales, asi como ser utilizados en la industria
alimenticia y farmacéutica (May y Adams, 1997). Algunos hongos pueden ser importantes patdgenos
de plantas y animales, otros son descomponedores y algunos son utilizados como organismos

modelo en investigacion de biologia genética y celular (Deacon, 2006).

Los hongos pueden presentar dos morfologias principales: levaduriforme y filamentosa. Las células
de los hongos filamentosos (hifas) pueden medir de 2 a 30 um en didmetro dependiendo de la
especie, se extienden hacia el dpice, ramificando repetidamente dando lugar a una red de hifas
denominada micelio (Deacon, 2006). Las hifas maduras se subdivididen en cuatro regiones (Figura
1): regidn |, que conforma el apice hifal y abarca los primeros 2-3 um conteniendo el Spitzenkorper;
region Il o region subapical (20-30 pum detras de la region |) donde se encuentran pequefias vesiculas,
mitocondrias y algunos nucleos y vacuolas, regién Il (30-40 um después de la region Ill) donde se
encuentra una mayor cantidad de nucleos y region IV, la cual se extiende hasta el primer septo y se
caracteriza por tener un incremento de mitocondrias, nucleos y vesiculas, apareciendo aqui la red de

vacuolas tubulares (Riquelme et al., 2002; Bowman et al., 2015).



\ f - ¥ L Y Bl
Regién IV Region Il Region Il Region |
(Se extiende hasta el (30-40m) (20-30um) (2-3 um)

primer septo)

Figura 1. Regiones en que se subdivide una hifa. Fuente: Basado en Riquelme et al., 2002; Bowman et al., 2015.

1.1.3 Crecimiento polarizado

Una de las principales caracteristicas morfolégicas de los hongos filamentosos es la forma tubular de
su unidad vegetativa o hifa, que se extiende de manera polarizada mediante crecimiento apical
(Bartnicki-Garcia, 2002); esto es posible gracias al suministro orquestado en tiempo y espacio,
del material necesario para el crecimiento de la pared celular y la membrana plasmatica (MP)
(Gooday, 1995). El modelo de morfogénesis fungica asume que la superficie celular se expande por
materiales que son descargados mediante vesiculas que son dirigidas a la MP (Bartnicki-Garcia et al.,
1989); estas vesiculas se liberan a partir de un centro suministrador de vesiculas (VSC), partiendo
de éste hacia la superficie celular en todas las direcciones.

Las hifas cuentan con un mecanismo de secrecidon que les permite mantener el crecimiento
polarizado y por lo tanto su elongacion. Uno de los elementos principales de este mecanismo es el
Spitzenkoérper (Spk), el cual se cree que actia como un VSC (Bartnicki-Garcia et al., 1989). En el
hongo filamentoso Neurospora crassa se ha reportado que el Spk se encuentra formado por dos
poblaciones vesiculares distintas (Sanchez-Ledn et al, 2011), unas de mayor tamafio llamadas
macrovesiculas o vesiculas apicales y las llamadas microvesiculas o quitosomas, los cuales han sido
descritos como organelos diminutos, membranosos esferoidales de estructura compleja y
apariencia variable durante la sintesis de fibrillas de quitina (Bracker et al., 1976). Los
guitosomas o microvesiculas actlan como medio de transporte para entregar quitinas sintasas a la

MP (Riquelme y Bartnicki-Garcia, 2008) y se han encontrado en regiones distales de la hifa,



presentes en vacuolas; se ha visto que viajan hacia la punta de la hifa, se acumulan temporalmente
en el nucleo del Spk y finalmente son dirigidas hacia la MP (Sanchez-Leén et al., 2011; Fajardo-

Somera et al., 2015).

1.1.4 Sistema endosomal/vacuolar

El sistema endosomal de las células eucariotas estd conformado por una red compleja de
compartimentos membranosos los cuales coordinan el trafico de proteinas entre la MP, la red trans-
Golgi, y la vacuola/lisosoma. Hay dos rutas principales de transporte endosoma-vacuola/lisosoma
descritas: La ruta biosintética entrega proteinas recién sintetizadas en el reticulo endoplasmatico a
través del complejo de Golgi y luego a vacuolas/lisosomas mediante intermediarios endosomales
(Babst et al., 2002), y la ruta endocitica que transporta receptores, lipidos y proteinas de
membrana internalizados desde la MP a través del sistema endosomal a vacuola/lisosoma.
Ambas rutas se traslapan en el sistema endosomal (Babst et al., 2002).

Las vacuolas/lisosomas juegan un papel importante en la degradacion de lipidos y proteinas
celulares. Con el fin de realizar esta funcion degradativa, las vacuolas/lisosomas contienen un gran
numero de hidrolasas las cuales han sido transportadas en la forma de precursores inactivos
mediante la ruta biosintética y son activados proteoliticamente a la entrega a vacuola/lisosoma. La
entrega de las proteinas transmembranales, tales como los receptores de la superficie celular, al
lumen de la vacuola/lisosoma, ya sea para degradacidén/regulacién negativa, o en el caso de
hidrolasas, para la localizacion correcta, requiere la formacién de cuerpos multivesiculares (MVBs)
(Babst et al., 2002).

La degradacion de estas proteinas requiere de un proceso de ubiquitinacién, una modificacion
postraduccional mediante la cual, la ubiquitina, un polipéptido de 76 aminodcidos, se une al grupo
3-amino de uno o varios residuos de lisina en el sustrato diana (Pickart, 2001; Hettema et al., 2004).
La proteinas ubiquitinadas han de ser reconocidas por receptores que contienen motivos de unién a
ubiquitina, posteriormente pasan a través de cada uno de los compartimentos endosomales hasta

llegar a la vacuola, donde finalmente seran degradadas.



1.1.5 Cuerpos multivesiculares (MVBs)

Los MVBs son una clase de endosomas tardios, formados por la invaginacién y gemacion de su
membrana limitante dentro del lumen del compartimento formando vesiculas intraluminales (ILVs)
(Babst et al., 2002). Las proteinas ubiquitinadas que han llegado a este destino son internalizadas en
ILVs y no son recicladas de nuevo a la MP, transportadas retrogradamente a la ruta secretora, o
retenidas en la membrana limitante del endosoma (Raiborg y Stenmark, 2009). Los MVBs maduros
se fusionan con la vacuola/lisosoma, liberando las ILVs en su lumen hidrolitico para ser
degradadas (Babst et al., 2002) o se fusionan con la MP liberando su contenido al espacio
extracelular en forma de exosomas.

Las proteinas que no se invaginan en ILVs pueden ser recicladas y enviadas de regreso a la MP
o al complejo de Golgi, o bien, permanecer en la membrana limitante de la vacuola/lisosoma como
consecuencia de la fusidn. Por lo tanto, la ruta de ordenamiento de los MVBs juega un papel crucial
en la decisién entre el reciclaje o degradacion de las proteinas de membrana (Babst et al.,, 2002). En
la figura 1 se muestra una micrografia de Aspergillus nidulans donde puede observarse con claridad

la presencia de MVBs en la region lll de la hifa.

Figura 2. Micrografia de Aspergillus nidulans obtenida mediante microscopia electrénica de transmision.
Cabezas de flechas indicando MVBs. Fuente: The Mycota-Howard y Gow, 2007. Barra de escala 10 um.



1.1.6 ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport)

En S. cerevisiae han sido identificados mas de 60 genes codificantes para proteinas implicadas, a
distintos niveles, en el trafico entre Golgi y vacuola. Estas proteinas se han denominado Vps
(vacuolar protein sorting), de las cuales 18 son requeridas tanto para la biogénesis de los MVBs, como
para el reconocimiento de las proteinas ubiquitinadas, que son incorporadas en las ILVs, y son
conocidas como Vps de clase E (Bowers y Stevens, 2005). La caracterizacién de estas proteinas ha
permitido la identificacion de cuatro complejos multiproteicos que son reclutados de manera
secuencial del citoplasma a la membrana del endosoma. Estos complejos se conocen como
complejos ESCRT (Endosomal Sorting Complex Required for Transport) -0, -I, -ll, -lll, los cuales
ademas, en células animales participan al final de proceso de citocinesis. Por otro lado, los complejos
ESCRT son secuestrados durante el brote del VIH en la superficie de las células huésped infectadas
donde catalizan la escision del tallo de la membrana que conecta el virus en gemacion con la célula
huésped. Mientras que la ruta de biogénesis de los MVBs requiere de todos los complejos ESCRT, en
el proceso de citocinesis y de gemacion del VIH participan solo tres de ellos (Scmidt y Teis, 2012).

La eliminacién de cualquier gen vps de clase E en S. cerevisiae tiene como resultado un
blogueo en la formacidon de los MVBs y la acumulacidn de las proteinas de carga en la membrana
de los endosomas prevacuolares, lo cual da lugar al compartimento de clase E que ha sido muy bien
estudiado en S. cerevisiae y que consiste en un cumulo de endosomas aberrantes, carentes de
vesiculas internas, apiladas en forma de cisternas (Raymond et al, 1992). Estos complejos se
encuentran muy bien conservados desde hongos hasta mamiferos, siendo la levadura S. cerevisiae
donde se han caracterizado a mayor detalle (Piper y Katzmann, 2009).

Segun el modelo vigente, los complejos ESCRT funcionan como una cinta transportadora, reclutando
y transportando en forma secuencial la carga de un complejo al siguiente (Hurley y Emr, 2006) hasta
la formacioén de la ILV.

En levadura, el complejo ESCRT-0 consiste de dos subunidades: Hrs (Hepatocyte growth factor-
regulated tyrosine kinase substrate) y Vps27 (Henne et al., 2011). Este complejo reconoce a la
proteina carga que va a ser internalizada y a su vez recluta a ESCRT-I (Hurley, 2008). ESCRT-I,
identificado originalmente en levadura, es un complejo que consiste de Vps23, Vps28, Vps37 vy
Mvb12 (Henne et al, 2011). Interactia con el cargamento y activa ESCRT-II (Hurley, 2008).
ESCRT-Il es un heterotetramero que consiste de una subunidad de Vps22, una de Vps36, y dos
subunidades de Vps25 (Henne et al., 2011); recluta ESCRT-III (Hurley, 2008). ESCRT-IIl consiste de

cuatro subunidades: Vps20, Snf7, Vps24 y Vps2 (Henne et al., 2011). Este complejo concentra la



carga y recluta a proteinas accesorias implicadas en la desubiquitinacion de la carga (Doa4) y en el
desensamblaje de los complejos ESCRT (Vps4) (Hurley, 2008).
En la Figura 2 puede observarse la distribucion de cada uno de los complejos proteicos, segun la

secuencia que siguen durante su participacidén en el proceso de formacidn de las ILVs en los MVB.
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Figura 3. Distribucion de los complejos ESCRT durante el proceso de formacién de las ILVs en los MVBs.
Fuente: Modificado de Galindo, 2010.

Este estudio se ha enfocado principalmente en las proteinas Vps27 (VPS-27) del complejo ESCRT-0 y
Vps2 (VPS-2) del complejo ESCRT-III, las cuales seran utilizadas como marcadores de MVBs, debido

a su papel presuntamente importante durante el proceso de formacion de las ILVs.

1.1.6.1 VPS-27

VPS-27 es un componente del complejo ESCRT-0. En S. cerevisiae se ha reportado que esta proteina
se ancla a ubiquitina (Ub) mediante un motivo de interacciéon a Ub (UIM) (Figura 3) (Bilodeau et
al., 2003). El comienzo de la clasificacion de proteinas en los MVBs se encuentra dictada en gran
parte por las interacciones de Vps-27 y fosfatidilinositol-3-fosfato mediante el dominio FYVE de

Vps27. A su vez Vps23 de ESCRT-1 se une al COOH terminal de Vps27 en la membrana del endosoma



mediante la secuencia peptidica PTVP, por lo que se ha propuesto que la especificidad para la

clasificacidn en los MVBs es el resultado de estas interacciones (Katzmann et al., 2003).

La unién a la clatrina sirve para concentrar la carga en los sitios donde se va a llevar a cabo la
invaginacion de la membrana del endosoma (Hurley y Emr, 2006). VPS-27 cuenta con un dominio VHS
(Vps27, HRS y STAM) cuya funcién adn no ha sido reportada, sin embargo el homdlogo en humanos
tiene la capacidad de reconocer algunos receptores sin ubiquitinacion como carga para ser
involucrada en la ruta de los MVBs (Hislop et al., 2004), por lo que VHS es un candidato para realizar

el reconocimiento de este tipo de cargas.
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Figura 4. Representacion de la proteina VPS-27. Fuente: Basado en The Broad Institute, 2015; UniProt , 2016;
Katzmann et al, 2003.

En S. cerevisiae, Vps27 estd involucrada en el transporte de proteinas de compartimentos
prevacuolares hacia Golgi en una ruta anterdgrada, y la inactivacién de estas proteinas resulta en el

acumulamiento de proteinas en los PVCs (Nothwehr et al., 1996).

1.1.6.2 VPS-2

A pesar de que la interaccion entre las proteinas que conforman el complejo ESCRT-III aun no se ha
descrito con mucho detalle, se conoce que el ordenamiento de las proteinas transmembranales en la
ruta de MVBs a vacuola/lisosoma requiere de la funcién de estas proteinas (Babst et al., 2002). Vps2
forma parte estructural de este complejo y es responsable del reclutamiento de Vps24 (Wollert et
al., 2009) (reclutadas del citosol) y a su vez de reclutar otras proteinas accesorias. Esta proteina forma
filamentos tubulares (Ghazi-Tabatabai et al.,, 2008) al igual que el resto de las proteinas que
conforman el complejo. En la Figura 4 podemos observar un esquema con los dominios mas
importantes reportados de VPS-2; un dominio en el extremo amino terminal Snf7 responsable del
anclaje del complejo ESCRT-IIl a los MVBs, y dos dominios en el extremo carboxilo terminal, uno de
interaccion a microtubulos MIT y uno de interaccién a Vps4 (Babst et al., 2002), para llevar a cabo la

disociacion del complejo ESCRT (Stuchell-Brereton et al., 2007).
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Figura 5. Representacion de la proteina VPS-2. Fuente: Modificado de The Broad Institute, 2015; UniProt, 2016.

1.1.7 Quitina sintasa

La quitina es uno de los polisacdridos estructurales que constituyen la pared celular de levaduras y
hongos filamentosos. Su sintesis es catalizada por las quitina sintasas (CHSs), una familia de enzimas
que transfieren N-Acetil glucosamina (GIcNAc) de UDP-GIcNAc a una cadena creciente de quitina
(Glaser et al., 1957). Andlisis realizados en S. cerevisiae sugieren que la CHS estd presente
principalmente en dos lugares: la MP y los quitosomas, considerados estos ultimos como los
componentes centrales del aparato sintetizador de quitina en la célula (Leal-Morales et al., 1988).
Se cree que los quitosomas son un dispositivo subcelular de entrega de CHS a la superficie celular

(Bartnicki-Garcia, 1981).

Estudios previos sugieren que las CHSs son proteinas de membrana con multiples dominios
transmembranales. En hongos estas enzimas han sido agrupadas en siete clases (Clase |, I,
I, 1v, Vv, VI, VIl), de las cuales las clases lll, V, VI, y VII son exclusivamente encontradas en
hongos filamentosos (Choquer et al., 2004; Riquelme y Bartnicki-Garcia, 2008; Mandel et al., 2006).
El etiquetamiento de CHS con proteinas fluorescentes elucidé que los quitosomas son transportados
desde regiones subapicales al Spk. La CHS-1 perteneciente a la clase Il se encuentra
predominantemente en el nucleo del Spk durante el crecimiento de las hifas de N. crassa, y en
regiones distales puede encontrarse localizada en la red vacuolar y en septos en formacién

(Sanchez-Ledn et al., 2011).

Previamente, se propuso que los quitosomas pueden tener tres origenes distintos: 1) Formarse a
partir de pequefas subunidades 16s que tienen la capacidad intrinseca de autoensamblarse, 2) Ser
sintetizados en reticulo endoplasmatico o 3) Provenir de MVBs, y finalmente fusionarse con la MP
(Bartnicki-Garcia et al., 1979; Figura 5). Sin embargo, estudios mas recientes han sugerido que el
trafico de CHS-1 es independiente de la ruta secretora convencional reticulo endoplasmatico a Golgi

(Riguelme et al., 2007; Sanchez-Ledn et al., 2011).
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Figura 6. Representacién de los posibles origenes y destino de los quitosomas. Modificado de Bartnicki-Garcia

etal., 1979.
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1.2 Justificacion

La biogénesis de los MVBs es un tema ampliamente estudiado en células animales y vegetales,
ddnde se ha observado que los MVBs pueden: 1) fusionarse con vacuolas o, 2) fusionarse con la MP

liberando su contenido hacia el espacio extracelular en forma de exosomas.

La levadura S. cerevisiae ha sido el modelo fungico de estudio por excelencia, donde se ha
encontrado que los MVBs juegan un papel importante en el reciclaje y degradacion de proteinas.
Sin embargo no puede extrapolarse por completo el conocimiento en levaduras a los hongos
filamentosos debido a los requerimientos que precisan por sus diferencias morfolégicas. En
hongos filamentosos se desconoce el papel que juegan los MVBs en ciertos procesos celulares,
tales como la ruta secretora de enzimas participantes del crecimiento polarizado de la pared

celular.

Este estudio pretende caracterizar a nivel celular los MVBs en el hongo filamentoso N. crassa,

nuestro modelo de estudio, y analizar su papel en la biogénesis o reciclaje de enzimas de la MP.
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1.3 Hipétesis

Los MVBs estdn presentes en hifas de N. crassa en la regién lll y tienen un papel en la exocitosis.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Identificar MVBs en N. crassa y caracterizar su papel en la exocitosis.

1.4.2 Objetivos especificos

= Caracterizar la distribucién de los MVBs mediante marcadores de complejos ESCRT.

= Determinar la naturaleza de los MVBs mediante el uso de marcadores de otros organelos.

= Caracterizar el papel de los MVBs en la ruta secretora de CHS-1.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Analisis bioinformatico

Se realizd una busqueda de las secuencias correspondientes a las proteinas Vps27 y Vps2 de S. cerevisiae
y sus ortélogos en N. crassa (NCU04015 y NCU00435 respectivamente) consultando la base de datos de
Uniprot y The Broad Institute.

Una vez obtenidas las secuencias, se buscaron ortdlogos que han sido estudiados en otros organismos,
con ayuda de la base de datos Uniprot y la base de datos correspondiente a cada organismo. Para VPS-
2(NCU00435) se encontraron A. nidulans (An6898), S. pombe (SPAC4F8.01) y S. cerevisiae (SOO0001485),
para VPS-27 (NCU04015): A. nidulans (An2071), S. pombe (SPAC19A8.05c), S. cerevisiae (SOO0005289) y
F. graminearum (FG08545.1). Se procedid a realizar un alineamiento de las secuencias con ayuda de la
pagina de internet Clustal Omega para obtener el porcentaje de identidad entre ortdlogos y el Software
BioEdit Sequence Alignment Editor llevando a cabo una alineacién multiple ClustalWw.

Ademas se utilizaron las secuencias para la bisqueda de los dominios para cada ortélogo en las bases de

datos Uniprot, FungiDB y NCBI y se utilizd el software DOG para elaborar los disefos de las proteinas.

2.2 Cepas

Las cepas de Neurospora crassa y Escherichia coli que se han utilizado en este estudio se

encuentran en la Tabla I.

Tabla 1. Cepas de N. crassa y E. coli utilizadas en este estudio.

Nombre de Nombre de Genotipo Tipo de Estado
cepaen cepa autor/ apareamiento
laboratorio #FGSC
SMRP55 NES2-11 End prom-chs-l::sgfp+ Mat A Homocarién
hph
SMRP325 Rab-7 Pccg-1::tdimer red::rab- Mat A Heterocarién
7
SMRP158 VMA-1-tdimer2 Pccg-1::tdimer::vma-1 Mat A Heterocaridn
SMRP14 N150/9013 wrt Mat A Homocaridn
SMARP13 N1/988 WT Mat a Homocarion
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SMRP277 SAD-2/ 20680 sad-2A::hph+ Mat a Homocarién
SMRP90 NJV12.1.1 Pccg-1-chs-1-ChFP Mat A Homocarién
SMRP24 #9717 his-3 Amus-51::bar” Mat A Homocarién
SMRP374 VPS-2-GFP his-3 + ::Pccg-1::vps- Mat A Homocarién
2::8xGly::gfp:: A
mus51::bar+
SMRP376 VPS-2- his-3+::Pccg-1::vps- Mat A Homocarién
mCherry 2::mCherry:: Amus-51::bar+
SMRP373 VPS-27-GFP his-3 + ::Pccg-1::vps- Mat A Homocarién
27::8xGly::gfp:: A
mus51::bar+
SMRP375 VPS-27- his-3+::Pccg-1::vps- Mat A Heterocarién
mCherry 27::mCherry::Amus-51::bar
SMRP391 VPS-2-GFP his-3 + ::Pccg-1::vps- Mat A Homocarién
2::8xGly::gfp:: A
mus51::bar+
SMRP392 VPS-2- his-3+::Pccg-1::vps- Mat A Homocarién
mCherry 2::mCherry:: Amus-51::bar+
SMRP393 VPS-27-GFP his-3 + ::Pccg-1::vps- X Homocarién
27::8xGly::gfp:: A
mus51::bar+
SMRP394 VPS-27- his-3+::Pccg-1::vps- Mat A Homocarién
mCherry 27::mCherry::Amus-51::bar
Gen Cepas KO #FGSC Tipo de Estado
(Proteina) apareamiento
NCU04015 VPS-27 #16302 Mat a Heterocarién
NCUO00435 VPS-2 #16497 Mat a Heterocarién
E.coli DH5aL. F- @80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17(rk-, mk+)

phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl -

FGSC: Fungal Genetics Stock Center
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2.3 Condiciones de Cultivo

Para el crecimiento de células competentes de E. coli DH5a se utilizé medio de cultivo Luria Bertani (LB)
sélido o liquido (segun lo requerido) con ampicilina a una concentracidn final de 100 pg/ml. Las cepas
de N. crassa fueron crecidas en Medio Minimo de Vogel (MMV) (Vogel, 1995) sdlido adicionando al
medio histidina a una concentracion final de 25 mg/ml para las cepas auxdtrofas para histidina o

higromicina B (200 pg/ml) para seleccionar aquellas cepas con resistencia al antibiético.

Para inducir la reproduccion sexual entre las cepas mutantes y la cepa 9717 se utilizé Medio Sintético de
Cruzas (MSC) (Westergaard y Mitchel, 1947) con histidina. Las placas se incubaron a 25°C en condiciones
de oscuridad. Las ascosporas resultantes de la reproduccidn sexual se recuperaron y se
resuspendieron en 1 ml de agua estéril. Para activar las ascosporas, se inocularon en MMV vy se

incubaron por 1 hora a 60°C y posteriormente a 30°C por 14 horas.

Para la seleccidn de cepas transformantes, los conidios transformados fueron inoculados en medio FGS

(Fructosa, Glucosa, Sorbosa) e incubados a 30°C.

Para la obtencion de microconidios se utilizdé medio Westergaard (Westergaard y Mitchell, 1947),
conteniendo sacarosa y biotina. Para 100 ml se utilizaron 2 ml de Westergaard 5X, 0.5 g de sacarosa, 2 g
de agar y biotina (500 ng/100 ml). Se inocularon conidios de cada una de las cepas (VPS-2-GFP, VPS-27-
GFP, VPS-2mCherry, VPS-27-mCherry, Avps-2 y Avps-27). Los tubos inoculados se incubaron por 10 dias a
25°C. Los microconidios se resuspendieron y se recuperaron mediante filtracion, utilizando filtros estériles
de acetato de celulosa marca VWR de 0.45 um. Se centrifugaron y se resuspendieron en 200 ul de agua, se
tomaron 180 ul y 20 ul y se inocularon en placas Petri con medio FGS. Se incubaron por dos dias y se
recuperaron las colonias mas pequeias en tubos inclinados con MMV al 1.5% (en el caso de las cepas

mutantes se afiadié higromicina al medio).

2.4 Diseino de oligonucledtidos

Se buscd la secuencia de los genes que codifican para las proteinas VPS-27 y VPS-2 en el genoma

publicado de N. crassa en la base de datos de Uniprot. Con base en dichas secuencias se llevd a cabo el
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disefo de oligonucledtidos para amplificar vps-27 y vps-2 flanqueando el marco de lectura abierto (ORF)

con la secuencia de las endonucleasas Pacl y Xbal.

Se extrajo DNA gendmico de la cepa silvestre N1 con el kit de extraccion de DNeasy Plant Mini Kit

(Qiagen®) segun el protocolo del fabricante.

Se llevaron a cabo reacciones de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) en un termociclador iCycler
(BioRad®) con las siguientes condiciones de mezcla: 2 pl de oligo directo 10 uM y 2 pl de oligo reverso 10
UM, 0.2 ul de LA Tag DNA polimerasa (Takara, 5 U/ul), 5 Hl de buffer PFU 10X, 5ul de DNA gendmico de la
cepa silvestre N1 de N. crassa como templado [80 ng/pl] , 5ul MgCI2 2.5 mM , 2.5ul dNTPs 2.5 pM, y agua
HPLC para ajustar el volumen, todas las reacciones se ajustaron a un volumen de 50 pl. Los productos
obtenidos de la PCR se analizaron mediante electroforesis de gel de agarosa. Las condiciones utilizadas en el

termociclador para la PCR pueden verse en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de tiempo y temperatura para las reacciones de PCR.

Temperaturas oc Tiempo
Inicio 95 3 minutos
Desnaturalizacion 95 30 segundos
Alineamiento 55 30 segundos
Elongacion de la cadena 72 1 minuto por cada Kb 30 ciclos
Elongacidn final 72 7 minutos
Conservacion 12 oo

En la Tabla 3 se muestra la secuencia de los oligonucledtidos utilizados en este estudio.

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en este estudio.

Num. Gen que Nombre en Sentido Secuencia

enel | amplifica el Stock

Stock
491 vps-2 vps2FmCh-C Derecho GCTCTAGAATGAACGTGAGTTTCCGTCGT
492 vps-2 vps2mCh-C Reverso CCTTAATTAATCGTCTCAGACTGTCCAACCT
493 vps-27 vps27mCh-C Derecho GCTCTAGAATGAACGTGAGTTTCCGTCGT
494 vps-27 vps2mCh-C Reverso CCTTAATTAATCGTCTCAGACTGTCCAACCT




2.5 Construccion de vectores

Se utilizaron los vectores pJV20 (Verdin et al., 2009) (VMRP62), el cual permite etiquetar a la proteina
en el extremo carboxilo terminal con una proteina rojo fluorescente mCherry, y pccg_C_GLYGFP
(Honda y Selker, 2009), que permite el etiquetamiento de una proteina en el extremo carboxilo
terminal con la proteina GFP, conteniendo una bisagra de glicina con la intenciéon de no afectar la
actividad de las proteinas etiquetadas. Ambos vectores estan dirigidos a los sitios de locus His 3. Los
vectores fueron reamplificados usando la técnica de transformacion en células de E. coli DH5a y
recuperados mediante miniprep, con la finalidad de insertar los fragmentos vps-27 y vps-2 en los
sitios de corte de las enzimas Pacl y Xbal. Para esto se llevaron a cabo reacciones de restriccion con
Pacl y Xbal (New England Biolabs), en las cuales se utilizaron las siguientes cantidades de cada

uno de los elementos:

Para la primer digestiéon: pccg_C_GLYGFP, pJV20y vps-27

Para la digestién del vector pJV20

= DNA plasmidico (203.3 ng/ul): 8 ul
= Pacl (10,000 u/ml): 1 pl

= Xbal (20,000 u/ml): 1 pl

. Buffer CutSmart 10X: 2 pl

. ddH,0: 8 pl

Volumen final: 20 pl

Para la digestién del vector pccg C GLYGFP

= DNA plasmidico (841 ng/ul): 4 pl
= Pacl (10,000 u/ml): 1 pl

= Xbal (20,000 u/ml): 1 pl

. Buffer CutSmart 10X: 2 pl

. ddH,0: 12 pl

Volumen final: 20 pl

Para la digestién del fragmento vps-27

= DNA (26.4 ng/ul): 26 pl

. Pacl (10,000 u/ml): 1 pl

. Xbal (20,000 u/ml): 1 pl

. Buffer CutSmart 10X: 2 pl
. ddH,0: 8 pl

Volumen final: 30 ul
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Para la segunda digestion: pccg_C_GLYGFP, pJV20 y vps-2

Para la digestion del vector pJV20

= DNA plasmidico (941.1 ng/ul): 5 pl
= Pacl (10,000 u/ml): 1 pl

= Xbal (20,000 u/ml): 1 pl

= Buffer CutSmart 10X: 2 pl

= ddH20: 11 pl

Volumen final: 20 ul

Para la digestién del fragmento vps-2

*  DNA (53.1 ng/pl): 26 pl
=  Pacl (10,000 u/ml): 1 pl
= Xbal (20,000 u/ml): 1 pl
= Buffer CutSmart 10X: 2 ul

Volumen final: 30 ul

Para la digestion del vector pccg C GLYGFP

=  DNA plasmidico (1,108.3 ng/ul): 4 ul
= Pacl (10,000 u/ml): 1 pl

= Xbal (20,000 u/ml): 1 pl

= Buffer CutSmart 10X: 2 pl

= ddH20: 12 pl

La reaccion se dejé incubando a 37°C toda la noche y después se incubd por 1 hr a 37°C con fosfatasa
alcalina (SAP de Promega) con el fin de defosforilar el vector. Los productos de las reacciones se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1 % y se recuperaron las bandas de interés para
posteriormente purificarlas y extraer el DNA con ayuda del kit de extraccion QIAGEN®. Una vez
purificado el DNA del gel se midié la concentracién en Nanodrop (marca), aplicando una gota de 1 pl
de cada muestra vy posteriormente se realizaron reacciones de ligacion en relacién 1:5 para la
ligaciéon de los vectores con vps-27 y de 1:1 para la ligacidon con vps-2 (Se probaron diferentes

relaciones de concentracion para encontrar la éptima).
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Para la ligacidon de pJV20- vps-27 Para la ligacion de pccg C GLYGFP- vps-27

= DNA plasmidico (45.3 ng/ul): 2 pl
=  Fragmento (18.1 ng/ul): 15 pl

= T4 ligasa Biolabs (400,000 u/ml): 1
= Buffer T4 Ligasa Biolabs: 2 pl

= DNA plasmidico (62 ng/ul): 1.5 ul
= Fragmento (18.1 ng/ul): 18 pl

= T4 ligasa Biolabs (400,000 u/ml):
= Buffer T4 Ligasa Biolabs: 2.2 pul

Volumen final: 20 pl Volumen final: 22 pl

Para Ia ligacion de pJV20- vps-2 Para la ligacién de pccG C_GLYGFP- vps-2

" DNAplasmidico (54.7 ng/ul): 2 ul = DNA plasmidico (67.2 ng/ul): 1.6 pl

" Fragmento (32.1 ng/ul): 3.5 ul *  Fragmento (32.1 ng/pl): 3.4 ul

= T4 ligasa Biolabs (400 000 u/ml): 1 pl = T4 ligasa Biolabs (400 000 u/ml): 1 ul
" BufferT4 Ligasa Biolabs: 1 pl = Buffer T4 Ligasa Biolabs: 1 pl

= ddH,0: 2.5 pl = ddH,0: 3 pl

Volumen final: 10 pl ,
Volumen final: 10 pl
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Las reacciones incubaron a 16°C toda la noche en un termociclador BioRad. Una vez terminado ese
tiempo se utilizd la ligacién para transformar células super competentes de E. coli DH5a mediante
choque térmico con el fin de multiplicar el nimero de copias de cada construccién; para ello se
utilizaron 50 pl de células de E. coli DH5a, 50 pl de KCM 1M, y 3 cantidades de ligacién distintas (3,
5y 7 ul); se dejaron en hielo por media hora para luego someterlas a un choque térmico a 42°C por
2 minutos, pasdndose rapidamente de regreso al hielo; luego se agregaron 250 ul de LB liquido
precalentado a 37°C para que las células se recuperaran y se incubaron por 1 hora a 37°C. Las células
fueron crecidas en dos placas con medio LB sélido con ampicilina (100 pg/ml) distribuyendo 150 pl

por placay se incubaron a 37°C por 16 horas.

2.6 PCR de colonia

Pasado el tiempo de incubacidn se seleccionaron 10 colonias aisladas de las células transformantes
con cada una de las construcciones (excepto de la ligacion pJV20+vps2 ya que solo crecieron 7
colonias) y se llevé a cabo una PCR de colonia para verificar la presencia de los fragmentos vps-2 y
vps-27 usando los oligonucleétidos disefiados para cada gen. Los productos de las reacciones de la
PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1%. Las condiciones de reacciéon que se

utilizaron para la PCR de colonia son las siguientes:

Tabla 4. Condiciones de tiempo y temperatura para PCR de colonia

Temperaturas oc Tiempo
Inicio 95 5 minutos
Desnaturalizacion 95 30 segundos
Alineamiento 55 30 segundos
Elongacion de la 72 1 minuto por 30 ciclos
cadena cada Kb
Elongacion final 72 7 minutos
Conservacién 12 oo

Para corroborar que no hubo dafio de los sitios de clonacion de los insertos en el DNA plasmidico se
extrajo DNA plasmidico mediante miniprep y posteriormente se realizaron reacciones de restriccion
con Pacl y Xbal a 37°C por toda la noche, para finalmente comprobarlo mediante electroforesis en

gel de agarosa.
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2.7 Transformacion de Neurospora crassa

Una vez obtenidas las construcciones de los vectores recombinantes pAAR-001.1 (pJV20 + vps-27),

pAAR-002.1 (pccg C_GLYGFP + vps-27), pAAR-003.1 (pJV20 + vps-2) y pAAR-004.1

(pccg_C_GLYGFP + vps-2) se procedié a transformar células de la cepa FGSC #9717 (125 x 10°
conidios). Para ello se linearizé cada uno de los vectores utilizando 2,000 ng de DNA, con 1 pl
de enzima Sspl (5,000 u/ml) dejandose digerir por toda la noche a 37°C. Al terminar el tiempo de
incubacion se adiciond 1 ul de SAP (fosfatasa alcalina) con el fin de eliminar los grupos fosfatos y se
llevé de nuevo a incubacion por 1 hora a 37°C. Pasado el tiempo, se agregé 1 pl de EDTA (0.5M)
para inactivar la SAP. Posteriormente se procedid a precipitar el DNA con 1/10 volimenes de
acetato de sodio (3M), y dos volumenes de etanol absoluto; se dejé incubar por 20 minutos a -80°C,
se centrifugé a 14,000 rpm a 4°C por 15 minutos, se desechd el sobrenadante y se adicionaron 500
ul de etanol al 70%,; se centrifugd de nuevo por 5 minutos, se desechd una vez mas el sobrenadante

y finalmente se diluyé el DNA en 13 ul de buffer de elucion (EB).

Una vez linearizados los vectores, se transformd mediante electroporaciéon en un electroporador
Gene Pulser Xcell (Biorad) con las siguientes condiciones del programa: 1.5kV, 25uFD, 600Q en un
tiempo constante de 12-14 milisegundos; antes del pulso eléctrico los conidios fueron lavados 3
veces con sorbitol (1M). Después del pulso eléctrico se afiadid 1 ml de sorbitol (1M) y los conidios
se transfirieron a tubos estériles de 15 ml donde luego se afiadié 1 ml de solucién de recuperacion
(Sales de Volgel y agua destilada). Las muestras fueron incubadas por 3 horas a 30°C en condiciones
de agitaciéon (20 rpm); pasado el tiempo de incubacién los conidios se sembraron en placas con
medio FGS (Fructosa-Glucosa-Sorbosa) y se incubd a 30°C durante 4 dias, hasta que se observd
crecimiento de colonias. Se recuperaron cada una de las colonias resultantes para ser crecidas
en tubos inclinados con MMV. En el cuadro 5 se indica el nimero de transformantes obtenidas por
cada transformacion. Posteriormente se revisaron las transformantes mediante microscopia

confocal de escaneo con Laser (Olympus FV1000).

2.8 Microscopia confocal de escaneo con laser

Los analisis de microscopia se llevaron a cabo con el microscopio confocal invertido Olympus

Flouview™ FV1000 con laser de argdén (GFP: excitacién, 488nm; emisidon, 505-525 nm) (mCherry/RFP:
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excitacion, 543 nm; emisidn, 560—660 nm) utilizando el método de agar invertido (Hickey et al., 2004)
con el objetivo de 60X PLAN apocromatico. Las imagenes y videos fueron capturados utilizando el
software FV10-ASW (versidon 4.0.2.9, Olympus) y se procesaron con el editor de imagenes Adobe

Photoshop CS5.

2.9 Cruzas

Con la finalidad de obtener homocariontes a partir de las cepas mutantes heterocariontes, se

inocularon 125 x 10° conidios de la cepa FGSC#9717 de tipo de apareamiento mat A en medio
sintético de cruzas (MSC) conteniendo histidina (25 mg/ml) y se incubaron por aproximadamente 24

horas en oscuridad para luego inocular sobre el micelio las cepas FGSC#16302 (Avps-27) o

FGSC#16947 (Avps-2) de tipo de apareamiento mat a, inoculando 1 x 10° conidios en 4 gotas de 10
ul dispersas por el micelio de las cepas para ser incubadas en oscuridad por dos semanas. Pasado el
tiempo se recuperaron las ascosporas producto de la cruza, y se re suspendieron en 1 ml de agua
estéril, para activarlas se sembraron en MMV e incubadas a 60°C por 1 hora y se incubaron
aproximadamente 16 horas a 30°C, las germinulas de las ascosporas se recuperaron y se aislé cada

una en tubos inclinados con MMV con histidina e higromicina y se incubaron a 30°C.

Se inocularon 125 x 10° conidios de la cepa N150 de tipo de apareamiento mat A en MSC. Se llevo a
incubacién por 24 horas en condiciones de oscuridad; posteriormente se inoculé sobre el micelio 1 x
108 conidios de las cepas FGSC#16302 (Avps-27) o FGSC#16947 (Avps-2) y se llevaron a incubacién en
oscuridad a 25°C por dos semanas. Se recuperaron las ascosporas, se resuspendieron en 1 ml de agua
estéril, se activaron en MMV 1.5% a una temperatura de 60°C por una hora, se incubaron por 5 horas
a 30°C y posteriormente se recolectaron 36 colonias de cada cruza en tubos inclinados con

higromicina, llevandose a incubar a 30°C por cinco dias.

2.10 Comprobacion de las cepas etiquetadas

Las cepas VPS-2-GFP, VPS-2-mCherry, VPS-27-GFP y VPS-27-mCherry se crecieron en Medio Completo
de Vogel, a una temperatura de 30°C con agitacion, por 24 horas. El micelio fue triturado con ayuda
de un mortero y Nitrégeno liquido. Se extrajo el DNA gendmico por medio de kit de extraccion

DNAeasy de QlAgen.
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Para corroborar que los insertos se han integrado de manera correcta en el genoma de N. crassa, se
realizaron reacciones de PCR comprobatorias utilizando como templado el DNA gendmico extraido de
cada cepa, y usando como control el DNA gendmico de la cepa silvestre N1; para ello se utilizaron
oligonucledtidos disefiados para la hibridacidn dentro y fuera del casete introducido En la Figura 6 se

muestra un esquema en el cual se representa la estrategia utilizada.

Pccg-1 | Gen | GFP/mCherry [ His3 |
—) C— —) —
pMR12 pMR13 pMR11/mChx-D pPMR10
L J \ )

' Y
2.1kb 3.2 kb /3037pb

Figura 7. Esquema de la estrategia utilizada para las PCRs de comprobacion.

2.11 Tasa de elongacion

Para los ensayos llevados a cabo para determinar la tasa de elongacidn se inocularon 1x10° conidios
de las cepa VPS-2-GFP, VPS-2-mCherry, VPS-27-GFP y VPS-27-mCherry, en estado heterocarion, en
cajas de Petri con 20 ml de MMV sdlido a 1.5%. Se incubaron por 12 horas a 30°C y se registré su
crecimiento cada 4 horas. Los datos fueron procesados para obtener un promedio de velocidades, asi

como su desviacion estandar.

2.12 Velocidad de las particulas

Se midié la distancia a la cual los cuerpos globulares viajan en relacién al tiempo donde n=49 para
VPS-27-GFP y n=28 para VPS-2-GFP (el nimero de cuerpos de cada cepa depende de la cantidad de
cuerpos presentes en cada hifa), de igual manera se realizd con las pequefias estructuras puntiformes
(n=100), asi como con el apice de la hifa. Los datos fueron procesados para obtener un promedio de

velocidades e intervalos de confianza con un error permitido de 5%.

2.13 Obtencion de cepas Homocariontes

Para obtener cepas en estado homocariéon expresando cada una de las proteinas etiquetadas se

llevaron a cabo cruzas entre las diferentes cepas con la cepa Asad-2. Se inocularon en medio sintético
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de cruzas 125 x 10° conidios de las cepas VPS-27-GFP, VPS-27-mCherry, VPS-2-GFP o VPS-2-mCherry y
se incubaron a 25°C por un dia, sobre el micelio se inocularon 1 x 10° conidios de la cepa Asad-2. Las
placas se incubaron por 3 semanas en condiciones de oscuridad a 25°C. Pasado el tiempo de
incubacidn, se recuperaron las ascosporas producto de la reproduccion sexual de cada una de las
cepas, estas se inocularon en medio MMV 1.5%, se activaron a 60°C por una hora y luego se
incubaron a 30°C por 12 horas, se seleccionaron 25 colonias de cada cruza y se aislaron en tubos con
MMV 1.5% con higromicina (por la resistencia a higromicina de la cepa 4sad). Se llevaron a incubacidn
por 5 dias y las cepas que tuvieron la capacidad de crecer en medio con higromicina se revisaron

mediante microscopia confocal, seleccionando aquellas cepas que presentaran mayor fluorescencia.

Se seleccionaron 40 colonias obtenidas a partir de ascosporas activadas producto de la reproduccién
sexual entre las cepas FGSC#9717 x FGSC#16302 (Avps-27) y FGSC#9717 x FGSC#16497 (Avps-2)
con la finalidad de obtener cepas mutantes homocariontes y poder de esta manera llevar a cabo
ensayos que permitieran determinar el efecto que tiene la eliminacién de estos genes sobre la ruta de

secrecion de CHS-1.

Cada colonia se aisld en tubos inclinados de MMV 1.5% conteniendo histidina a una concentracién
de 25 mg/ml e higromicina a 200 pg/ml. Se incubaron por dos semanas a 30 °C y no se observd
crecimiento de micelio (el experimento se repitié dos veces y se obtuvo el mismo resultado; total de

ascosporas aisladas: 80 por cada cruza).

Se seleccionaron 36 colonias de ascosporas producto de la cruza genética realizada entre las cepas
N150 x #16302 (Avps-27) y N150 x #16497 (Avps-2), cada colonia fue aislada en tubos inclinados
con MMV 1.5% conteniendo higromicina a 200 pg/ml, como resultado se obtuvo una colonia de la
cruzaN150 x #16497 (Avps-2). Se recuperd la colonia y se extrajo DNA gendmico para realizarse una

prueba de PCR para corroborar que la cepa.

2.13.1 Obtencion de microconidios

Las cepas Avps-2 y Avps-27 fueron inoculadas en tubos de cultivo inclinados con medio Westergaard,
sacarosa y biotina.
Se incubaron por dos dias y se recuperaron 35 de las colonias mas pequefias en tubos inclinados con

MMV al 1.5% (en el caso de las cepas mutantes se afiadié higromicina al medio). Se seleccionaron 40
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colonias de microconidios obtenidos de cada una de las cepas mutantes (Avps-2 y Avps-27), se
aislaron en tubos inclinados con MMV 1% con higromicina (200 pg/ml) de los cuales ninguna de ellas
fue viable. ElI ensayo se repitié afiadiendo higromicina al medio FGS, después de dos semanas
pudieron observarse 20 colonias pequefias de Avps-2 y 24 de Avps-27, se aislaron en tubos con MMV
1.5% y después de dos semanas de incubacién a 30°C no se observé crecimiento alguno de micelio.

Ninguna de las colonias aisladas de las cepas mutantes fue capaz de crecer en medio con higromicina,
por lo que se asumid que ninguna de ellas contaba con el genotipo deseado. Por tal motivo se repitié
el procedimiento con algunos cambios, para lo cual se adiciond higromicina al medio FGS, donde se
inocularon los microconidios, con el fin de asegurar que las colonias que se aislaran fueran aquellas

gue contaban con resistencia a higromicina y por tanto tuvieran el genotipo de interés.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Analisis bioinformatico

Se obtuvo el alineamiento de las secuencias de aminodcidos de las proteinas VPS-2 o VPS-27 y de sus
ortdlogos en diferentes organismos. En las figuras 8 y 9 se muestra el alineamiento con las secuencias

de aminodcidos idénticas marcadas en negro y las secuencias similares marcadas en color gris.
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Figura 8. Alineamiento de aminoacidos de VPS-2 en diferentes organismos.
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Figura 9. Alineamiento de aminoacidos de VPS-27 en diferentes organismos.

Se analizo el porcentaje de identidad de las proteinas VPS-2 y VPS-27 en N. crassa comparado con la
secuencia aminoacidica de los ortélogos en S. cerevisiae, S. pombe, A. nidulans y F. gramineaum. De la

secuencias de los organismos analizados, se encontré que VPS-27 de N. crassa comparte mayor
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semejanza con VPS-27 de Fusarium gramineaum (69.99%), mientras que la secuencia de VPS-2 de N.

crassa comparte mayor porcentaje de identidad con VPS-2 de A. nidulans (73.87 %) (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de identidad de VPS-27 o VPS-2 en N. crassa con ortdlogos de diferentes

organismos
S. cerevisiae S. pombe A. nidulans F. graminearum
N. crassa (VPS-27) 34.06% 39.51% 55.30% 69.99%
N. crassa (VPS-2) 52.86% 51.21% 74.67% No reportado

Adicional a los alineamientos se revisé la secuencia de cada uno de los ortélogos en las bases de datos
NCBI, Uniprot y FungiDB, para obtener una comparacion de los dominios presentes en cada una de las
proteinas, donde se encontré que tanto en VPS-2, como en VPS-27 estos son bien conservados en
cada especie. En la figura 10 se observa las estructuras de las proteinas correspondientes a VPS-27, y

en la figura 11 se muestran las estructuras equivalentes a VPS-2.
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Figura 10. Comparacion de la representacién de la estructura de los ortélogos correspondientes a VPS-2. 1) VPS-
2 en Neurospora crassa, 2) Aspergillus nidulans, 3) Schizosaccharomyces pombe, y 4) Saccharomyces cerevisiae.
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Figura 11. Comparacion de la representacién de la estructura de los ortélogos correspondientes a VPS-27. 1)
VPS-27 en Neurospora crassa, 2) Aspergillus nidulans, 3) Schizosaccharomyces pombe, y 4) Saccharomyces

cerevisiae.
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3.2 Construccion de los vectores

Se llevaron a cabo reacciones de restriccidon con las enzimas Pacl y Xbal de los vectores
pccg_C GLYGFP y pJV20 y de los amplicones obtenidos de la amplificacion del ORF de vps-2 y vps-
27 (Figura 12B, 12C). El vector pJV20 que contenia el fragmento correspondiente a gs1 liberé una

banda correspondiente al peso molecular del ORF del gen (Figura 12E).
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Figura 12. Electroforesis de la digestion de pJV20 y PCCG_C_GLYGFP. A. Marcador de peso molecular 1Kb
(O’GeneRuler Thermo Scientific). B. ORF del gen vps-2 de 904 pb. C. ORF del gen vps-27 de 2,453 pb.
D. Vector pccg_C_GLYGFP digerido E. Vector pJV20 digerido con Pacl y Xbal mostrando liberacidon del ORF
del gen gs-1 de 2549 pb.

Después de escindir las bandas del gel, purificarlas, y ligarlas con los vectores digeridos
correspondientes, se transformd E. coli, obteniendo gran numero de colonias aisladas. Se
seleccionaron 10 colonias provenientes de la transformacion con cada constructo y se revisaron por
PCR, para verificar la presencia de vps-2 y vps-27. En la Figura 13 se observan las bandas de los
fragmentos amplificados que coinciden con los tamafos de cada uno de los genes (vps-2 y vps-27)

lo que indica que la construccion de los vectores fue exitosa.
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Colonias de E. coli transformadas con la
construccion pJV20+vps-27

Colonias de E. coli transformadas con la

construccion pccg_C_GlyGFP+vps-27
a) b)
2500 pb
2000 pb 2500 pb
2000 pb
2500 pb
2000 pb 2500 pb
2000 pb
Colonias transformadas con la construccién Colonias transformadas con la
pJV20+vps-2 construccion pccg_C_GlyGFP+vps-2
c d
) ) Control
1000 pb 1000 pb
750 pb 750 pb =3

Figura 13. Electroforesis de los productos de PCR de colonia. A. Marcador de peso molecular
1Kb(O’GeneRuler Thermo Scientific). a y b. Del 1 al 10 se muestra la amplificacion el ORF del gen vps-27
de 453 pb. cy d. del 1 al 10 se muestra la amplificacién del ORF del gen vps-2 de 904 pb. El control muestra la
amplificacién del fragmento utilizando como templado DNA gendmico de una cepa silvestre de N. crassa (N1).
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Posteriormente se seleccionaron 4 colonias por cada ligacidn, se extrajo DNA plasmidico y se llevé a
cabo una reaccién de restricciéon para corroborar que se liberara vps-27 o vps2. En la Figura 14 se
puede ver la liberacién de los fragmentos correspondientes a vps-2 y vps-27 (marcados por
flechas) y como control se cargaron en el gel de electroforesis los vectores sin digerir, a)
corresponde a la digestion de los vectores pccg_C_GLYGFP y pJV20 con vps-27 como inserto y se
observa cémo se libera una banda del tamafio del ORF de vps-27 (2543 pb), mientras que b) indica la
digestion de ambos vectores con vps-2 como inserto, mostrando liberada la banda correspondiente

al ORF de vps-2 (904 pb).

a) Control b) Control
ccg_C_GLYGFP
3000 pb pec
2500 pb vps-27 pccg_C_GLYGFP
1000 pb vps-2
750 pb 3
pIV20 pIV20
3000 pb vps-27
2500 pb
1000 pb vps-2
750 pb

Figura 14. Reacciones de restriccién para comprobar el inserto de los genes vp2-27 y vps-2 en los vectores
PCCG_C_GLY_GFP y pJV20. Gel a) indica la digestion de los vectores donde se insertd vps-27 (vps-27=2453pb).
Gel b) indica digestion de los vectores donde se insertd vps-2(vps-2=904 pb) A. Marcador de peso molecular
1Kb (O’GeneRuler Thermo Scientific).

Se completd la primer parte de la fase experimental cuyo objetivo era la construccién de vectores
recombinantes para el etiquetamiento de las proteinas VPS-2 y VPS-27, cada una con las proteinas
fluorescentes mCherry y GFP. Después de obtener las construcciones de los plasmidos
recombinantes se transformaron células de N. crassa. En la tabla 6 se muestra la cantidad de

transformantes obtenidas por cada vector.



Tabla 6. Numero de transformantes obtenidas por vector
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Vector # de colonias obtenidas # de colonias que
presentaron fluorescencia
pAAR-001.1 11 7
pAAR-002.1 10 8
pAAR-003.1 24 15
pAAR-004.1 8 6

3.3 Comprobacion de la integracion de los vectores en el genoma de N. crassa.

Mediante una prueba de PCR se corroboré la correcta integracién del ADN recombinante generado en

este estudio en el genoma de N. crassa. En la Figura 10 se muestran los resultados obtenidos. En gel

de agarosa se puede observar el tamafio esperado de los amplicones correspondientes, donde los

oligonucledtidos pMR13 y pMR12 dieron como resultado un fragmento correspondiente a 2.1 kb,

amplificando una seccién del UTR 5°del locus His 3 y una seccién del promotor Pccg-1 contenido en el

vector pCCG_C_GLYGFP. Mientras los oligonucledtidos pMR11 y pMR10 amplificaron bandas de 3.2 kb

correspondientes a una seccién de GFP y una seccién del UTR 3’ del locus de His 3 y el par de oligos

mChx-D y pMR10 amplificando una banda de 3037 pb, correspondientes a una parte de mCherry y

una parte del UTR 3’del locus de His 3 (Ver figura 6 en la seccidon de metodologia).
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Figura 15. Electroforesis de los productos de PCR de comprobacién de las cepas obtenidas en este estudio. A.
Marcador de peso molecular 1Kb (O’GeneRuler Thermo Scientific). B. Se utilizaron los oligonucledtidos
pMR13 y pMR12 1) DNA gendmico de VPS-2-GFP. 2) DNA gendmico de VPS-2-mCherry. 3) DNA gendmico
de VPS-27-GFP. 4) DNA gendmico de VPS-27-mCherry. C. Se utilizaron los oligonucledtidos pMR10 y
pMR11. 1) DNA gendémico de VPS-2-GFP. 2) DNA gendmico de N1. 3) DNA gendémico de VPS-27-GFP. D.
Se utilizaron los oligonucleétidos pMRP10 y mChx-D. 1) DNA gendmico de VPS-2-mCherry. 2) DNA
gendmico de VPS-27-mCherry. 3) DNA gendémico de N1.

3.4 Localizacion de VPS-27 y VPS-2

La distribucidn de las proteinas previamente etiquetadas (VPS-2 y VPS-27) se determind mediante

microscopia confocal de escaneo con laser.

3.4.1 VPS-27 se localiza en pequeias estructuras puntiformes fluorescentes y en la
membrana de cuerpos pleomoérficos mayormente globulares a partir de la region il de la
hifa hacia regiones distales

VPS-27 se observé en pequeiias estructuras puntiformes distribuidas a lo largo de la hifa con
excepcion del apice (Figura 16). A partir de la region Il (Figura 16 A) hasta zonas distales (figura 16 B),
VPS-27 se observé en la membrana de unos cuerpos pleomdérficos, mayormente globulares, de ~3
pum de didametro que presentaron un movimiento anterdgrado sin llegar al apice (Video 1). Ademas de
observarse fluorescencia en toda la membrana de estas estructuras, VPS-27-GFP se observd en
puntos de mayor intensidad asociados a la membrana de estos organelos. En las cepas etiquetadas

con mCherry se observé un patrdn similar, difiriendo en la intensidad de la fluorescencia.
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C VPS-27-mCherry

Figura 16. Distribucion de VPS-27 en hifas de N. crassa. Las flechas indican algunos ejemplos de los
corpusculos pleomorficos, potencialmente MVBs. Los asteriscos indican la proteina distribuida en el citosol
de la célula. A. Muestra una hifa dividida en sus cuatro regiones y la distribucion de VPS-27-GFP a lo largo de
ellas. B. Localizacion de VPS-27-GFP en regiones distales. C. Distribucion de VPS-27-mCherry muestra una
distribucion de VPS-2 a lo largo de la hifa excluyendo la regidén del apice, asi como en la membrana de
corpusculos pleomorfos, tal como se muestra en la cepa VPS-27-GFP. Objetivo 60 X. Barra de escala, 10 um.

En la serie de tiempo mostrada en la figura 16 puede observarse con mejor detalle como los
cuerpos pueden cambiar su morfologia conforme avanzan a lo largo de la hifa, y como algunos

puntos fluorescentes se asocian a la membrana de estos cuerpos.
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VP5-27-GFP

Figura 17. Visualizaciéon de como uno de los corpusculo presentes en VPS-27-GFP cambia su morfologia con
el tiempo. Barra de escala, 5 um. Tiempo en minutos:segundos.

3.4.2 VPS-2 se localiza en pequenas estructuras puntiformes fluorescentes y en el lumen de
cuerpos pleomoérficos mayormente globulares a partir de la region Il de la hifa hacia
regiones distales

VPS-2-GFP pudo observarse en pequefias estructuras puntiformes a lo largo de toda la hifa
excluyendo la region del apice. Ademas, a partir de la region Il (Figura 13 A) y en zonas distales (figura
13 B), VPS-2-GFP se observé en el lumen de estructuras mayormente globulares de ~3 um de
didmetro que seguian un flujo anterdgrado sin llegar al dpice (Figura 14; video 2). VPS-2-mCherry
mostré un patrén similar al observado con VPS-2-GFP, mostrando mayor numero de cuerpos

esféricos (Figura 18.C).
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Figura 18. Distribuciéon de VPS-2 en hifas de N. crassa. Las flechas indican algunos ejemplos de los
corpusculos marcados por VPS-2. Los asteriscos indican la proteina distribuida en el citosol de la célula. A.
Muestra una hifa dividida en sus cuatro regiones y la distribucion de VPS-2-GFP a lo largo de ellas. B.
Localizacién de VPS-2-GFP en regiones distales. C. Distribucién de VPS-2-mCherry muestra una distribucién
de VPS-2 a lo largo de la hifa excluyendo la regidon del dpice, asi como en el lumen de corpusculos pleomorfos,
tal como se muestra en la cepa VPS-27-GFP. Barra de escala, 10 um.

En la figura 19 se muestra una serie de tiempo donde puede observarse como algunas de las
estructuras puntiformes parecen fusionarse a los cuerpos marcados por VPS-2-GFP, los cuales

variaban constantemente de tamafio en su trayectoria.
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VPS-2-GFP

Figura 19. Visualizacién de la fusidn de puntos fluorescentes a uno de los corpusculos presentes en VPS-2-GFP.
Barra de escala, 5 um. Tiempo en minutos: segundos.

3.5 Tasa de elongacion de VPS-2-GFP, VPS-2-mCherry, VPS-27-GFP y VPS-27
mCherry

Para determinar si el etiquetado de las proteinas pudiera afectar el crecimiento de cada una de las
cepas obtenidas en este estudio (VPS-2-GFP, VPS-2-mCherry, VPS-27-GFP y VPS-27-mCherry) se
procedidé a medir y comparar la tasa de elongacién de cada una con respecto a la cepa silvestre. En la
medicion de la tasa de crecimiento de cada una de las cepas, se puede observar que no hay
diferencia relevante en el crecimiento, por lo tanto las cepas no se ven afectadas por el
etiquetamiento, se calculd la velocidad a la cual estas cepas crecen y no se encontrd diferencia
alguna (Wild type= 1.1667, VPS-2-GFP=1.2202, VPS-2-mCherry=1.2143, VPS-27-GFP=1.2024 y VPS-27-

mCherry=1.2292; ver en la figura 15).
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Figura 20. Comparacion de la tasa de crecimiento de las cepas obtenidas en este estudio. Cepas de N. crassa
expresando VPS-2-GFP, VPS-2-mCherry, VPS-27-GFP y VPS-27-mCherry en relacion a la cepa WT.

3.6 Velocidad de movimiento de las particulas

Con el fin de conocer la dinamica de los corpusculos, posiblemente MVBs, con el etiquetado de las
proteinas VPS-2 y VPS-27, se midié la velocidad a la que éstos viajan a través de la célula; esto
ayudaria a conocer si siguen un movimiento browniano o son independientes del flujo citoplasmatico.
Para ello se calculé un promedio en las velocidades de cada uno de los elementos: puntos (N=100),
cuerpos (VPS-27-GFP, N=49; VPS-2-GFP, N=28), y puntas de hifas (N=10). En las figuras 16 y 17 se
encuentran los graficos obtenidos de estos andlisis, donde se muestran las barras de error con un
intervalo de confianza del 95%. No se observé diferencia significativa entre las velocidades de los
cuerpos y el crecimiento de las hifas, lo que indica que estos viajan a velocidades similares, mientras
las estructuras puntiformes tienen una velocidad significativamente distinta, por lo que

probablemente el movimiento de éstas esté asociado al citoesqueleto para su transporte.
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Figura 21. Comparacion del promedio de velocidades en que viajan los cuerpos, las estructuras puntiformes y
el dpice de la hifa en VPS-27-GFP. Las barras indican el error estdndar. Asterisco indica muestra diferente
significativamente.
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Figura 22. Comparacion de la velocidad de los cuerpos, las estructuras puntiformes y el apice de la hifa en N.
crassa VPS-2-GFP. Las barras indican el error estandar. Asterisco indica muestra diferente significativamente.
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3.7 Anadlisis de la distribucion de VPS-27 bajo el efecto de inhibidores del
citoesqueleto

3.7.1 Distribucidn subcelular de VPS-27 bajo el efecto de benomilo

La adicion de benomilo ocasioné cambios en la morfologia de la hifa, tales como el hinchamiento del
apice y ramificacidn apical, asi como cambios en la direccién de crecimiento (Figura 24; video 3).
Durante los primeros minutos se observé un cambio en la distribuciéon y comportamiento de los
cuerpos en las cepas tratadas con benomilo en comparacién a la cepa sin tratamiento, la cual muestra
una distribucién mds amplia y coordinada como puede observarse en la serie de tiempo en la figura

25.

VPS-27-GFP + Benomilo

VPS-27-GFP
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Figura 23. Comparacion de una hifa de VPS-27-GFP con o sin tratamiento con Benomilo. Panel 1. La hifa tratada
con benomilo muestra cambios en su morfologia en comparacidn con la hifa sin tratamiento (Panel 2), asi como
el cambio en el patréon de distribucion normal que muestran los cuerpos en la hifa sin tratamiento. Barra de
escala, 10 um.
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VPS-27-GFP + Benomilo VPS-27-GFP

Figura 24. Comparacion de series de tiempo de una hifa de VPS-27-GFP con o sin tratamiento con Benomilo.
lzquierda. Se muestra el crecimiento de una hifa de VPS-27-GFP tratada con benomilo y la dinamica de los MVBs
bajo el efecto del inhibidor. Derecha. Serie de tiempo donde se muestra el crecimiento de una hifa de VPS-27-
GFP sin benomilo y la dindmica de los MVBs sin el efecto del inhibidor, mostrando un mayor crecimiento y
movimiento de los cuerpos en comparacién con la cepa tratada con benomilo. La flecha muestra el seguimiento
de un mismo cuerpo en cada uno de los paneles. Barra de escala, 10 um. Tiempo en minutos: segundos.

3.8 Co-expresion de VPS-27-mCherry y VPS-2-GFP

Como se mostré anteriormente VPS-27 y VPS-2 tienen aparentemente una distribucién celular similar,
sin embargo cada una mostré diferencias en los patrones de fluorescencia. Con el fin de conocer la
relacion entre ellas, se llevd a cabo la co-expresién de ambas proteinas (Figura 21; video 4). El
resultado mostré que VPS-2-GFP llega en forma de estructuras punteadas a la membrana de los

cuerpos marcados por VPS-27-mCherry.
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VPS-27-mCherry

VPS-2-GFP + VPS-27-mCherry

Figura 25. Co-expresion de VPS-27-mCherry y VPS-2-GFP. Panel 1. Muestra distribucién de VPS-2-GFP. Panel
2. Distribucién de VPS-27-mCherry. Panel 3. La co-expresion de ambas cepas muestra co-localizacién parcial en
la membrana de los cuerpos marcados por VPS-27-mCherry (flechas) y en el centro de los cuerpos marcados
por VPS-2-GFP. Barra de escala, 10 um.
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Figura 26. Intensidad de fluorescencia de la co-expresion de VPS-27-mCherry y VPS-2-GFP. Panel A.1. Muestra
distribucion de VPS-2-GFP. Panel A.2. Distribucion de VPS-27-mCherry. Panel A.3. La co-expresion de ambas
cepas muestra co-localizacidn parcial en la membrana de los cuerpos marcados por VPS-27-mCherry. C.
Intensidad de fluorescencia de la co-localizacion de VPS-2-GFP y VPS-27-mCherry en la membrana de los
cuerpos MVBs (B). Barra de escala, 10 um.

3.9 Co-expresion de VPS-2 y VPS-27 con marcadores de otros organelos

Para conocer la naturaleza de los cuerpos encontrados en las cepas VPS-2-GFP, VPS-2-mCherry, VPS-
27-GFP y VPS-27-mCherry, se utilizaron cepas expresando proteinas marcadores de otros organelos
previamente reportados, tales como VMA-1 (marcador de vacuolas) y RAB-7 (endosomas tardios)

ambas encontradas en la membrana de los PVCs.
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3.9.1 Co-expresion de VPS-27 con RAB-7 y VMA-1

La co-expresion realizada entre las cepas VPS-27-GFP + VMA-1-tdimer2 (Figura 28; video 5) y VPS-27-
GFP + RAB-7- tdimer2 (Figura 29; video 6) dio como resultado la co-localizacidon parcial de las
proteinas en la membrana de los compartimentos prevacuolares (Bowman et al., 2015), mostrando

pequefios puntos verdes correspondientes a VPS-27 y la puntos rojos correspondiendo a VMA-1 y

RAB-7.

VPS-27-GFP B

VMA-1-tdimer2

VPS-27-GFP + VMA-1-tdimer2

Intensidad

Distancia (um)

Figura 27. Co-expresion de VPS-27-GFP y VMA-1-tdimer2. Panel A.1. Distribucién de VPS-27-GFP a lo largo de
la hifa. Panel A.2. VMA-1-tdimer2 se localiza en la membrana de los PVCs. Panel A.3. El traslape de seiial de
VPS-2-GFP7 y VMA-1-tdimer2 muestra una co-localizacion parcial en la membrana de los MVBs/PVCs, donde
las particulas de color verde corresponden a VPS-27, las particulas en rojo corresponden a VMA-1 y las zonas
de color amarillo representan la co-localizacion de ambas proteinas. C. Intensidad de fluorescencia de la co-
localizacidon de VPS-27-GFP y VMA-1-tdimer2 en la membrana de los cuerpos MVBs (B). Barra de escala, 10
pm.
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Figura 28. Co-expresion de las VPS-27-GFP y RAB-7-tdimer2. Panel A.1. Distribucion de VPS-27-GFP a lo largo
de la hifa. Panel A.2. RAB-7-tdimer2 se localiza en la membrana de los endosomas tardios/PVCs. Panel A.3. El
traslape de sefales de VPS-27-GFP y RAB-7-tdimer2 muestra una co-localizacion parcial en la membrana de
estos organelos, donde las particulas de color verde corresponden a VPS-27, las particulas en rojo
corresponden a RAB-7 y las zonas de color amarillo representan la co-localizacion de ambas proteinas. C.
Intensidad de fluorescencia de la co-localizacién de VPS-27-GFP y RAB-7-tdimer2 en la membrana de los
cuerpos MVBs (B). Barra de escala, 10 um.
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3.9.2 Co-expresion de VPS-2 con RAB-7 y VMA-1

La co-expresion realizada entre las cepas VPS-2-GFP + VMA-1-tdimer2 (Figura 30; video 7) y VPS-2-
GFP + RAB-7- tdimer2 (Figura 31; video 8) mostrd una co-localizacién parcial en la membrana de los
compartimentos prevacuolares (Bowman et al, 2015), mostrando pequefos puntos verdes
correspondientes a VPS-2, asi como la presencia de puntos de mayor tamaiio de color amarillo en el

centro de los cuerpos globulares marcados por VPS-2-GFP, correspondiendo a VMA-1y RAB-7.

VPS-2-GFP - B

VMA-1-tdimer2

VPS-2-GFP + VMA-?-tdimerl_} -

Intensidad
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Figura 29. Co-expresion de VMA-1-tdimer2 y VPS-2-GFP. Panel A.1. Distribucidn de VPS-2-GFP a lo largo de la
hifa. Panel A.2. Pueden observarse algunos PVCs marcados por VMA-1, la cual se localiza en su membrana.
Panel A.3. El traslape de sefiales de ambas proteinas muestra una co-localizacién parcial en el centro de las
estructuras globulares marcadas por VPS-2, asi como en la membrana de los PVC, donde las particulas de color
verde corresponden a VPS-2, las particulas en rojo corresponden a VMA-1 y las zonas de color amarillo
representan la co-localizacién de ambas proteinas. C. Intensidad de fluorescencia de la co-localizaciéon de VPS-
2-GFP y VMA-1-tdimer2 en uno de los cuerpos globulares (B). El asterisco indica la amplificacién de un PVC
marcado por VMA-1-tdimer2 con VPS-2-GFP asociada a la membrana. Barra de escala, 10 pm.



47

all \/PS-2-GFP

RAB-7-tdimer

Intensidad

H
w
.
51
.
i
&
=
~
8

Distancia (um)

Figura 30. Co-expresion de RAB-7-tdimer2 y VPS-2-GFP. Panel A.1. Distribucidon de VPS-2-GFP a lo largo de la
hifa. Panel A.2. Pueden observarse algunos endosomas tardios/PVCs marcados por RAB-7-tdimer2, la cual se
encuentra presente en su membrana. Panel A.3. El traslape de sefial de ambas muestra una co-localizacion
parcial en el centro de las estructuras globulares marcadas por VPS-2, asi como en la membrana de los
endosomas/PVCs, donde las particulas de color verde corresponden a VPS-2, las particulas en rojo
corresponden a RAB-7 y las zonas de color amarillo representan la co-localizacién de ambas proteinas. C.
Intensidad de fluorescencia de la co-localizacion de VPS-2-GFP y RAB-7-tdimer2 en la membrana de uno de los
cuerpos globulares marcados por RAB-7 (B). Flechas indican zonas donde ambas proteinas co-localizan. Barra
de escala, 10 um.

3.10 Caracterizacion del papel de los MVBs en la ruta secretora de CHS-1

Para dilucidar si los MVBs juegan un papel en la secrecién de la enzima sintetizador de pared celular
CHS-1, se llevo a cabo la co-expresion de VPS-2-GFP y CHS-1-mCherry, y se encontrd una co-localizacion
parcial de estas proteinas en forma de manchas amorfas amarillas presentes en algunos de los cuerpos

globulares marcados por VPS-2-GFP (Figura 32).
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Figura 31. Co-expresion de CHS-1-mCherry y VPS-2-GFP. Panel 1. Distribucién de VPS-2-GFP. Panel 2. La CHS-
1 se encuentra distribuida en pequefios puntos en la hifa y mayormente en el Spk. Panel 3. Co-expresion de
VPS-2-GFP y CHS-1-mCherry; las particulas y cuerpos de color verde corresponden a VPS-2, las particulas en
rojo corresponden a CHS-1 y las zonas de color amarillo representan la co-localizacién parcial de ambas
proteinas. C. Intensidad de fluorescencia de la co-localizacién de VPS-2-GFP y CHS-1-mCherry en uno de los

cuerpos globulares marcados por VPS-2-GFP (B). Flechas indican zonas donde ambas proteinas co-localizan.
Barra de escala, 10 um.

3.11 vps-27 y vps-2 son esenciales para N. crassa

Se recuperaron las colonias provenientes de microconidios en tubos de cultivo con MMV 1.5%, en la
figura 33 se muestran micrografias de algunas de las colonias obtenidas de las cepas mutantes, de

tamafio diminuto (Menos de 500 um) las cuales después de 2 semanas no fueron capaces

desarrollarse.
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Figura 32. Colonias provenientes de microconidios. Cepas Avps-2 y Avps-27 en medio FGS con higromicina.
Barra de escala, 530 um.
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Capitulo 4. Discusion

Los componentes de los complejos ESCRT estudiados VPS-27 y VPS-2 (ESCRT O y ESCRT llI,
respectivamente) mostraron un patrén de distribucion muy parecido en hifas de N. crassa. Ambas
proteinas se encontraron localizadas en pequefos puntos fluorescentes a lo largo de la hifa
excluyendo la regién del apice (aproximadamente desprovista de proteinas a 5 um). Asi mismo,
VPS-27 y VPS-2 se encontraron formando parte de cuerpos esféricos pleomdrficos de 3 um de
ancho en promedio, presentes a partir de la regién Ill de la hifa que siguen un movimiento
anterdgrado sin llegar a la punta. Sin embargo, VPS-27 se encontré en la membrana de
estos corpusculos, mientras que VPS-2 se mostré presente en el lumen, y a su vez se observé
como algunos de los puntos fluorescentes (correspondientes a VPS-2) se fusionaban a estos

cuerpos.

Se sugiere que los pequenos puntos corresponden a las proteinas distribuidas en el citosol
de la célula como se ha mencionado anteriormente en la literatura para S. cerevisiae (Scmidt y
Teis, 2012; Katzman et al., 2003), y que son reclutadas por los cuerpos esféricos que corresponden
a los MVBs presentes a partir de la regién Ill, tal como se pueden observar en micrografias de
microscopia electronica de transmision del hongo filamentoso Aspergillus nidulans (Howard vy
Gow, 2007). Esto permite concluir que se ha demostrado la primer parte de la hipdtesis propuesta:

“Los MVBs se encuentran a partir de la regidn lll de las hifas de Neurospora crassa”.

Las diferencias encontradas en la morfologia de los cuerpos elucidados por VPS-27 y VPS-2 podrian

resultar de las diferencia de etapas de maduracién de los MVBs.

Recientemente, se identificaron en N. crassa los compartimentos prevacuolares (PVCs),
estructuras mas o menos esféricas de 1 a 3 um de diametro, localizadas entre las regiones Il y IV
(Bowman et al., 2015). Estos organelos comparten localizacién solo con un subconjunto de
proteinas encontradas en vacuola, y se observd que el contenido en el interior de las vacuolas no
es igual al de estos organelos. Sin embargo se hipotetizé que los PVCs pueden estar involucrados
en la formacidon de la red de vacuolas tubulares. La Rab GTPasa RAB-7, supuestamente esta
involucrada en el trafico de proteinas entre endosomas y vacuola. La co-localizacion parcial de
esta proteina con VMA-1-GFP, marcador de compartimentos prevacuolares y vacuolas, en algunos

de los PVCs, sugirié que los organelos evidenciados por RAB-7 pueden ser PVCs.
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Esto ayuda a interpretar lo que hemos encontrado en las fusiones realizadas entre VPS-27 o
VPS-2 con VMA-1 o RAB-7, lo que sugiere que los PVCs y los MVBs estan estrechamente
relacionados o incluso que estos pueden tratarse de un mismo organelo, como se ha reportado en
la literatura sobre S. cerevisiae, donde se menciona que los PVC se pueden madurar y encontrarse

en forma de MVBs (Dickinson y Schweizer, 2004).

Para complementar los resultados obtenidos hasta ahora seria de gran ayuda poder contar con
inmunomicroscopia electrénica de transmision que nos permita observar a mejor detalle la

morfologia de los cuerpos encontrados.

Por otra parte, con base en el modelo propuesto por Bartnicki-Garcia y colaboradores en 1979,
donde mencionan que los quitosomas pueden ser originados en los MVBs, en este trabajo se habia
propuesto que los MVBs pueden jugar un papel en la exocitosis de la CHS-1. Para dilucidar lo
anterior se realizd la fusidon entre las cepas VPS-2-GFP + CHS-1-mCherry, y se encontrdé una co-
localizacién parcial de estas proteinas en el lumen de los cuerpos marcados por VPS-2-GFP a partir
de la region Il de la hifa. Esto sugiere que el modelo de formacion de los quitosomas puede ser
correcto y efectivamente los quitosomas partan de los MVBs. Sin embargo también existe la
posibilidad de que la CHS-1 esté siendo incorporada a los MVBs para su degradacién en vacuola.
Para dilucidar lo anterior mencionado aun es necesario realizar algunos ensayos de microscopia
TIRF que nos permita seguir en paralelo el trafico de la CHS-1 y de éstas proteinas putativas de los

MVBs.

El no poder haber obtenido cepas mutantes Avps-27 y Avps-2 en estado homocarién, sugieren
qgue ambos genes vps-2 y vps-27 son esenciales para N. crassa, ya que sus ascosporas germinan,
pero éstas no logran desarrollarse, deteniéndose el crecimiento vegetativo, por lo que no se pudo
proceder a realizar ensayos de microscopia o caracterizacion fenotipica. Lo anteriormente
mencionado no ha sido reportado en otros organismos; por ejemplo en la levadura de fisidn
Schizosaccharomyces pombe se mostré que sst4/vps27 (Homodlogo a Vps27 en S. cerevisiae) es
requerida para la entrega eficiente de proteinas a la vacuola. Aunque no se encontré diferencia
significativa en el tamafio de las vacuolas de las cepas mutantes comparadas con las cepas de tipo

silvestre, mediante microscopia electrénica de transmisién se encontré un cimulo de estructuras
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membranosas aberrantes. También se reportd una inhibicion en la internalizacidén de proteinas de
la MP, pero la mutante nula es viable (lwaki et al., 2007).

En S. cerevisiae se mostrd el requerimiento de Vps27 para la localizacién de ESCRT-I en Ia
membrana de los endosomas y la correcta internalizacidn de proteinas en las ILVs (Katzman, 2007,

Tran et al., 2009).

Si bien los resultados observados en levadura no pueden extrapolarse en su totalidad a hongos
filamentosos, el conocimiento que se tiene hasta ahora en muchos temas de biologia celular y
molecular se basa en trabajos realizados en levaduras como organismo modelo. Sin embargo el

sistema celular de los hongos filamentosos suele ser aiin mas complejo.

En cuanto a hongos filamentosos, en A. nidulans la ausencia de Vps27 ocasiona anormalidades
morfoldgicas tales como el hinchamiento apical, mayor frecuencia de septacion y diametros hifales
mayores, en comparacion con la cepa de tipo silvestre (Calcagno-Pizarelli et al., 2011). En
contraste con lo esperado, la elongacién de la mutante mostré un aumento en la extensidn apical
comparado con la cepa silvestre y otras mutantes de Vps de clase E. De manera similar a lo
observado en la levadura S. pombe, la internalizacion del marcador lipofilico FM4-64 se vié
afectada, impidiendo su trafico hacia la membrana vacuolar. También se vid afectada Ia
endocitosis y el trafico de proteinas hacia endosomas y vacuolas, pero la ausencia del gen no

derivé en un fenotipo letal (Calcagno-Pizarelli et al., 2011).

En el hongo filamentoso Fusarium graminearum, el cual es un patdégeno importante de plantas se
encontrd que la eliminacién del gen vps27 resultd en una reduccién en la tasa de crecimiento, la
endocitosis y la virulencia se vieron afectadas significativamente. Ademas se observé menor
formacién de hifas aéreas y conidios, asi como la incapacidad de generar peritecios en la

reproduccion sexual (Xie et al., 2016).

En cuanto a organismos carentes del gen vps2 la informacidn es mas limitada. En S. pombe se
observaron cambios en la morfologia celular, anormalidades en la separacion celular después de la

citocinesis (Graml et al., 2014; Bhutta et al., 2014).

En hongos filamentosos la informacidn sobre el papel que desempeiia Vps2 es aun menor. La

mutante nula de Aspergillus oryzae se mostré deficiente en conidiacion, presenté una morfologia
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vacuolar anormal y una disminucién en el crecimiento vegetativo, pero de igual manera que en los

organismos mencionados anteriormente, el gen mostrd no ser esencial (Tatsumi et al., 2007).

Vps2 y Vps27 juegan papeles similares en todos estos organismos, pero a la vez los efectos de su
ausencia pueden diferir en cada uno de ellos, como por ejemplo el efecto que tiene la eliminacién
de Vps27 sobre el crecimiento vegetativo en Fusarium graminearum y en Aspergillus nidulans, lo
que responde de cierta manera lo que puede estar ocurriendo en las cepas mutantes de N. crassa,
sugiriendo que la presencia o ausencia de estos genes es mas importante para algunos organismos

que para otros.

Aun se requieren experimentos adicionales, tales como la expresidon de vps-2 y vps-27 bajo un
promotor reprimible, que permita la inactivacion de los genes y de esta manera poder observar los
efectos que tiene su ausencia sobre la localizacién de otros marcadores, asi como sus efectos en la

morfologia celular.
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Capitulo 5. Conclusiones

VPS-27 y VPS-2 se encuentran distribuidas en el citosol a lo largo de la hifa y son reclutadas a la
membrana de los endosomas tardios o compartimentos prevacuolares para llevar a cabo su funcién

en el proceso de formacidn de las vesiculas intraluminales.

La eliminacién de los genes vps-27 y vps-2 tiene un efecto severo en el desarrollo de las celulas, lo

gue sugiere que son esenciales para Neurospora crassa.

En la figura 33 se muestra la propuesta de un modelo en el cual se representa la distribucién de los
MVBs. Aquellos elementos que se encuentran en la membrana plasmatica y son endocitados se
integran al sistema endosomal, pasando por un proceso de maduracién de endosoma temprano a
endosoma tardio donde una porcién de su membrana limitante invagina dentro de su propio lumen
formando vesiculas intraluminales, con ayuda de los complejos multiproteicos ESCRT, que se
encuentran distribuidos en el citosol de la célula (VPS-27 y VPS-2 se muestran en la figura). Mientras
los PVC participan en el trafico vesicular de Golgi a vacuola, involucrandose en el sistema
endosomal/vacuolar, pasando por una etapa de maduracion donde actian como MVBs

convergiendo con los LE, para posteriormente degradar su contenido en vacuola.

Los MVBs se encuentran presentes a partir de la region lll de la hifa y en regiones distales, viajando

de manera anterdgrada y asociados a micro tubulos, sin llegar al apice.
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