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Resumen de la tesis que presenta lvan Murillo Corona como requisito parcial para la obtencién del grado
de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Microbiologia.

Dinamica de la flipasa de fosfolipidos DNF-2 y su papel en el crecimiento polarizado en Neurospora
crassa

Resumen aprobado por:

Dra. Rosa R. Mourifio Pérez
Directora de tesis

La asimetria de fosfolipidos de las membranas es una topologia importante para la formacién de vesiculas
en el tréfico vesicular. La produccién de curvatura en la membrana parece ser una fuerza impulsora para
la formacién de vesiculas. Las proteinas involucradas en la translocacion de fosfolipidos a través de la
membrana para producir la asimetria son miembros de la familia de las flipasas. Estas son proteinas
ATPasas tipo P4 que producen un cambio en la carga y composicidn de la cara interior de la membrana.
En este trabajo, se estudié DNF-2, que es una flipasa de aminofosfolipidos, presuntamente responsable
del mantenimiento de la asimetria de la membrana, en Neurospora crassa. Se obtuvo una mutante por
deleciéon del gen dnf-2 (NCU0O0352) y una cepa que expresaba la proteina quimérica DNF-2-GFP para
evaluar su dinamica y localizaciéon en células de N. crassa. DNF-2-GFP se localizé en el nucleo del
Spitzenkorper, similar a la localizacion de las quitina sintasas, pero estaba ausente en los septos. Mutantes
Adnf-2 presentaban una reduccion del crecimiento de 42.4% en comparacién con la cepa silvestre (WT).
En la cepa mutante la conidiacién fue afectada. Esta cepa producia solo un 50.1% de los conidios
producidos por la cepa WT. Ademas las células de la mutante Adnf-2 presentaron un crecimiento hifal
caracterizado por periodos de polarizacién, intercalados con periodos de crecimiento isotrépico. Se
observé que el Spitzenkdrper era inestable y se dividia. La division del Spitzenkorper producia
ramificaciones apicales. Estos resultados sugieren que DNF-2, no es esencial pero estd involucrada en la
estabilidad del Spitzenkdrper y en el crecimiento celular.

Palabras clave: Flipasas, Neurospora crassa, membrana, secrecion.



iii
Abstract of the thesis presented by Ivan Murillo Corona as a partial requirement to obtain the Master of
Science degree in Life Sciences with orientation in Microbiology
Dynamics of the flippase of phospholipids DNF-2 and its role in polarized growth in Neurospora crassa.

Abstract approved by:

Dr. Rosa R. Mourifio Pérez
Thesis Director

Phospholipid membrane asymmetry is an important topography feature for vesicle formation in vesicle
traffic. The production of a curvature in the membrane seems to be a driving force for vesicle formation.
Flippases are involved in these phospholipids translocation to the cytosolic leaflet of the membrane. These
proteins are P-Type 4 ATPases that produce a shift in the charge and composition of the inner leaflet of
the membrane. In this work DNF-2, a putative aminophospholipid flippase responsible for the
maintenance of the asymmetry of the membrane, was studied in Neurospora crassa. A dnf-2 (NCU00352)
gene deletion mutant and a strain expressing the chimeric protein DNF-2-GFP to assess its dynamic and
organization in living cells of N. crassa. DNF-2-GFP was localized in the core of the Spitzenkorper, similar
to the localization of chitin synthases, but it is completely absent in septa. The Adnf-2 mutant had a growth
rate reduction of 42.34% in comparison with the wild type (WT) strain. Conidiation was affected, producing
only 50.1% of the total conidia produced by WT. Cells of the Adnf-2 mutant showed a distorted hyphal
morphology with growth intercalating periods of polarized growth and periods of isotropic growth. The
Spitzenkorper was unstable and divided frequently giving rise to apical branches. These results suggest
that DNF-2 is not essential, but is involved in Spitzenkorper stability and cell growth.

Keywords: Flippases, Neurospora crassa, membrane, secretion.
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Capitulo 1. Introduccion

La unidad bdsica de los hongos filamentosos es una célula de forma tubular conocida como hifa. Al
conjunto de hifas que forman una colonia se le denomina micelio. Para que las hifas tengan forma tubular,
los hongos presentan dos estrategias de crecimiento: el crecimiento intercalar donde el material nuevo es
agregado en las laterales de la hifa a cierta distancia de la punta, este tipo de crecimiento se observa en
basidiomicetos y en el género Epichloé de ascomicetos (Jersild et al., 1967; Voisey, 2010); y el crecimiento
polarizado, que ocurre exclusivamente en el dpice y es el crecimiento que predomina en la mayoria de los
hongos filamentosos. Para que el crecimiento polarizado sea posible, es necesario un centro suministrador
de vesiculas situado en el dpice de cada hifa (Bartnicki-Garcia et al., 1989, 1995). Este centro corresponde
a un cumulo de vesiculas de diferentes tamafios y composiciones que se ha denominado Spitzenkorper
(Girbardt, 1957; Howard, 1981). Se cree que éste tiene un papel fundamental en la direccion del
crecimiento y en la morfologia de las hifas (Bartnicki-Garcia et al., 1995; Riquelme et al., 1998, 2011). Las
vesiculas dentro del Spitzenkérper estan divididas en dos poblaciones: una en el nucleo que corresponde
a las microvesiculas que acarrean diferentes clases de quitina sintasas, mientras que en la capa que rodea
este nucleo, se localizan las macrovesiculas encargadas del transporte de glucano sintasas principalmente
(Riguelme et al., 2007; Riquelme y Sdnchez-Ledn, 2014; Sanchez-Ledn et al., 2011; Verdin et al., 2009). El
crecimiento polarizado depende de una secrecion dirigida y constante de las vesiculas para la extensidn

de los limites de la hifa, es decir, de la membrana plasmatica y la pared celular.

La ruta de secrecién asi como la maquinaria molecular involucrada en el crecimiento, esta conservada en
hongos y animales (Ellgaard, 1999; Lord et al., 2011; Seaman, 2008). En levaduras, el material es
transportado desde el reticulo endoplasmatico (RE), a través de vesiculas compuestas de membrana del
organelo donador donde el material transportado o cargo, puede estar embebido en la membrana o ser
acarreado en el lumen. Las vesiculas se forman a partir de curvaturas de la membrana donadora, para ser
escindidas y moverse a través del citoplasma, hasta llegar a la membrana receptora del aparato de Golgi
y anclarse. El contenido de la vesicula progresa a través de las cisternas de Golgi, hasta llegar a las cisternas
trans-Golgi, donde se forman vesiculas a asistidas por una cubierta de clatrina para ser transportada a su
destino final, que puede ser la membrana plasmatica o la vacuola (Bonifacino y Glick, 2004; Lord et al.,

2011; Pelham y Rothman, 2000).



Segun el modelo del mosaico fluido, la membrana celular es una bicapa de fosfolipidos dispuestos de
manera opuesta con proteinas embebidas. Este arreglo, puede desplazarse libremente de manera lateral,
sin embargo, para que los fosfolipidos o proteinas puedan atravesar la membrana, se requiere una
inversién de energia, lo cual resulta en un proceso energéticamente desfavorable poco frecuente. La
conformaciéon de la membrana (curvatura y composicién quimica), son factores importantes en la
biogénesis de las vesiculas de transporte anterdgrado y retrégrado. Las balsas lipidicas (esfingolipidos,
fosfoinositidos y aminofosfolipidos) son regiones con una composicidn distinta al resto de la membrana
enriquecidas con moléculas que se aglutinan de manera auténoma y son insolubles en detergentes
(Simons y lkonen, 1997). Se ha observado que son importantes en el trafico vesicular y clasificacion de
proteinas para su transporte. Existe evidencia que otro grupo de fosfolipidos conocidos como
aminofosfolipidos, sirven como punto de referencia para inducir la asociacién de proteinas involucradas
en distintos procesos celulares; por ejemplo, la fosfatidilserina que propicia la asociacién de efectores
potenciales como Rab-GTPasas o Arf-GAP (Das et al.,, 2012; Xu et al., 2013). En las células los
aminofosfolipidos se encuentran en concentraciones distintas en ambos lados de la membrana, generando
una asimetria, debido a la accidn de proteinas translocadoras llamadas flipasas, las cuales pertenecen a la

superfamilia de ATPasas Tipo-P IV.

Se han identificado las flipasas de la levadura Saccharomyces cerevisiae y se ha descrito su localizacién, asi
como los fenotipos de las mutantes por delecidon o condicionales de cada una de estas flipasas (Alder-
Baerens et al., 2006; Catty et al., 1997; Gall et al., 2002; Hanamatsu et al., 2014; Liu et al., 2006). En hongos
filamentosos se identificaron los homadlogos de las flipasas de S. cerevisiae, DnfA, DnfB, DnfC y DnfD y se

describid la localizacién y dindmica de DnfA y DnfB (Schultzhaus et al., 2015).

Sin embargo, no existen estudios sobre las flipasas en Neurospora crassa. En el presente trabajo se
etiquetd a la flipasa homéloga a Drs2 de S. cerevisiae utilizando la proteina fluorescente GFP. Se estudid
su localizaciéon y dindmica con la ayuda de microscopia confocal de escaneo laser, y se observé el efecto
que tiene la mutacion por delecidn del gen de esta flipasa (Adnf-2) en N. crassa. Este organismo, es un
hongo filamentoso que ha sido utilizado como modelo para el crecimiento polarizado, gracias a que su
manipulacion genética es relativamente sencilla, crece rapidamente y su tamafio es util para la

microscopia, entre otras caracteristicas.



Capitulo 2. Antecedentes

2.1 Hongos filamentosos

Los hongos son un grupo de organismos eucariotas saproéfitos o descomponedores de materia muerta.
Este grupo incluye especies importantes de patégenos de plantas y animales (Sexton y Howlett, 2006;
Sharon y Shlezinger, 2013). Los hongos también son utilizados en la industria textil, alimenticia y
farmacéutica (Kashyap et al., 2001; Schmidt, 2011). Son organismos que poseen diversas morfologias y
estrategias troficas y reproductivas. Algunos hongos tienen una morfologia celular denominada hifa
(Deacon, 2005), la cual es similar a la de los pelos radiculares o los tubos de polen de las plantas, siendo

esta una de las principales caracteristicas de los hongos filamentosos.

Las hifas son estructuras celulares alargadas de forma tubular que se extienden polarizadamente desde la
punta, ramificando de manera lateral ocasionalmente (Reinhardt, 1892; Riquelme, 2013). Pueden estar
segmentadas por barreras celulares transversales llamadas septos, que varian en distribuciéon y morfologia
segun el phylum. Como en el caso de los hongos ascomicetos A. nidulans y N. crassa, donde los septos se
distribuyen en intervalos regulares a lo largo de la hifa (Clutterbuck, 1970; Shatkin y Tatum, 1959). Por
otro lado, existen hongos filamentosos, como los anteriormente clasificados como Zygomycota, que

tienen un micelio cenocitico (carecen de septos).

El extremo anterior de los hongos filamentosos conocido como 4pice, es una terminal semielipsoidal
donde se observa una gran actividad biolégica. En el organismo Mucor rouxii, demostraron con
experimentos autoradiograficos (Bartnicki-Garcia y Lippman, 1969), que la sintesis de pared nueva en
hongos filamentosos se concentra en el dpice en un gradiente hacia las zonas mas antiguas de la hifa
(Peberdy et al., 2001; Wosten et al., 1991). También se ha observado que la maquinaria asociada a la
endocitosis, se localiza en una zona llamada collar endocitico en la region subapical muy cercana al apice

(Araujo-Bazan et al., 2008; Berepiki et al., 2010; Echauri-Espinosa et al., 2012; Peiialva, 2010).



2.2 Crecimiento polarizado y el Spitzenkorper

El crecimiento polarizado es a la extension de una zona especifica en la célula, al contrario del crecimiento
isotrépico, en el cual la célula se expande en todas direcciones. En la mayoria de los hongos filamentosos,
el crecimiento polarizado confiere la forma tubular a la hifa. Los hongos filamentosos crecen
polarizadamente desde el momento en el que la unidad reproductiva (espora) determina uno o mds sitios
para iniciar la extension de la célula, romper la simetria y continuar el crecimiento durante el desarrollo
vegetativo, para formar lo que se conoce como micelio. El crecimiento polarizado es promovido por un
suministro constante de vesiculas, en las que se transporta material que llega al sitio de crecimiento para
formar nueva pared. La evidencia sefiala, que estas vesiculas son transportadas desde la zona posterior
hacia el dpice de las hifas por las proteinas motoras que transitan por el citoesqueleto de microtubulos
(McDaniel y Roberson, 2000; Mourifio-Pérez et al., 2006; Riquelme, 2013), para después ser acumuladas
en una estructura, muy cercana al 4pice denominada Spitzenkorper (del aleman: Spitzen=apical,
korper=cuerpo). El Spitzenkorper, fue descrito y nombrado por primera vez en el basidiomiceto Coprinus
sp. (Brunswick, 1924) y posteriormente observado y descrito en diversas especies de hongos filamentosos
superiores (ascomicetos y basidiomicetos) (Girbardt, 1957; Grove y Bracker, 1970). Esta estructura es un
cumulo de vesiculas localizado en el domo apical. Observaciones por microscopia electrénica de
transmisién demuestran que el Spitzenkorper estd integrado por estratos de distinta naturaleza en
contenido; su nucleo o centro es ocupado por un grupo de vesiculas denominadas microvesiculas,
ribosomas y una red entretejida de filamentos de actina. Este nucleo de microvesiculas esta rodeado por
una nube difusa de vesiculas de mayor didmetro llamadas macrovesiculas (Grove y Bracker, 1970; Harris
et al., 2005; Howard, 1981; Verdin et al., 2009). Las quitinas sintasas y glucano sintasas se han localizado
especificamente en las microvesiculas y macrovesiculas respectivamente (Riquelme et al., 2007; Sanchez-
Ledn et al., 2011; Verdin et al., 2009). Lo que sugiere que el Spitzenkdrper juega un papel importante en
la organizacion y reparto del material formador de pared celular y por tanto, también en el crecimiento

polarizado.

Segun el modelo del Vesicle Supply Center (VSC) o centro suministrador de vesiculas, el Spitzenkorper
actua como un nodo central de abasto, donde las vesiculas y su contenido son acumulados y redistribuidos
en todas direcciones, mientras éste se desplaza junto con el dpice manteniendo una estrecha relacién el
uno con el otro (Bartnicki-Garcia et al., 1989). En los apices de las hifas maduras y en sus ramificaciones,

el Spitzenkorper rige la direccion y velocidad del crecimiento polarizado (Girbardt, 1957; Reynaga-Pefia et



al., 1997; Riquelme et al., 1998). Las hifas de cepas con mutaciones o creciendo bajo estrés fisico presentan
un Spitzenkorper inestable, lo que se ha relacionado con un crecimiento polarizado deficiente (Girbardt,
1957; Reynaga-Pefiia et al., 1997). Adicionalmente, por medio del uso de pinzas laser, se ha demostrado
que la posicién del Spitzenkorper en el apice, dicta la direccidn del crecimiento polarizado (Bracker y Lopez-
Franco, 1997; Wright et al., 2007). De acuerdo a toda la evidencia, se ha establecido al Spitzenkdrper como

uno de los orquestadores centrales de esta forma de crecimiento.

2.3 Proceso de secrecion y membrana plasmatica.

2.3.1 Proceso de secrecion

En la llamada ruta clasica de secrecién descrita en S. cerevisiae, las proteinas son sintetizadas y
translocadas al reticulo endoplasmatico (RE). Algunas quedan en el lumen y otras embebidas en la
membrana plasmatica. Desde el RE, ambos grupos de proteinas son transportados hacia las cisternas del
aparato de Golgi, a través de vesiculas compuestas de membrana del RE con las proteinas embebidas y su
contenido. Las vesiculas se originan de la membrana donadora por la curvatura producida por las proteinas
de cubierta COPII, Sar1+GTP, Sec23+Sec24 y Sec13+Sec31 (Bonifacino y Glick, 2004). Una vez formadas,
las vesiculas se separan de la membrana del RE y se mueven a través del citoplasma hasta llegar al aparato
de Golgi. La vesicula es anclada a la membrana del aparato de Golgi, por las proteinas Usol y Yptl y se
fusiona a través de la SNARE Sec22 (Lord et al., 2011). En el aparato de Golgi, nuevamente se forman
vesiculas con la intervencidn de la cubierta del complejo COPI, para trasladar entre sus cisternas, el
contenido del lumen asi como la carga de la membrana (Pelham y Rothman, 2000). Finalmente, las cargas
son transportadas de las cisternas trans-Golgi a su destino final en la membrana plasmatica/exterior de la
célula o a la vacuola, a través de vesiculas que utilizan una cubierta de clatrina para ser escindidas de

aparato de Golgi.

2.3.2 Topologia de membrana

El direccionamiento del trafico vesicular, asi como la clasificacién de proteinas transportadas son
importantes en el crecimiento polarizado, ya que este depende de la correcta localizacion de los materiales

necesarios para la extension del apice en hongos filamentosos. Se ha identificado la importancia de la



composicion de la membrana plasmatica en zonas especificas, como la existencia de regiones definidas de
membrana, formadas por una poblacidn quimicamente distinta al resto, como es el caso de las balsas
lipidicas (Simons y lkonen, 1997), que son importantes en las funciones de tréfico y clasificacién de
proteinas. El fosfatidilinositol 4,5-fosfato, es necesario para la clasificaciéon de trafico vacuolar en S.
cerevisiae, por medio de la fosfatidilinositol 3-fosfato cinasa, Vps34 (Schu et al., 1993). La SNX1 (sorting
nexin-1) en mamiferos, reconoce los 3-fosfoinositidos como punto de anclaje, lo que propicia la formacion

de vesiculas para la endocitosis de receptores de membrana (Carlton et al., 2004).

Recientemente, se ha demostrado que otras poblaciones de fosfolipidos, como los aminofosfolipidos,
pueden también servir como punto de referencia para inducir la asociacion de proteinas que
desencadenaran distintos procesos celulares. La presencia de un aminofosfolipido, la fosfatidilserina (PS),
promueve la asociacion de la ArfGAP Gcs1 a la membrana, por medio de su dominio APSL+ (Xu et al., 2013).
La fosfatidilserina también induce la asociacion de la GTPasa Cdc42 a la membrana, al competir con su
inhibidor de disociacién de nucleétido de guanina (Das et al., 2012). Los aminofosfolipidos, son fosfolipidos
formados por acidos grasos, una molécula de glicerol que conecta el dcido graso a un grupo amino o amida,
y su distribucion en la membrana depende de su translocacion a través de la misma por medio de proteinas
transmembranales. El movimiento de los fosfolipidos de una cara de la membrana a la otra, es un proceso
energéticamente desfavorable, que implica vencer las fuerzas que mantienen a las moléculas hidrofilicas
separadas de la matriz hidrofdbica, lo cual lo hace un evento poco frecuente; sin embargo, en seres vivos
las membranas presentan una composicién desigual entre ambas caras. El indice de translocacion de
fosfatidilcolina en vesiculas, es de 0.017 umol/(cm2/s) (Kornberg y McConnell, 1971). Aun asi, este
transporte aleatorio es suficiente para equilibrar la composicién de ambos lados de la membrana, en
ausencia de la actividad de las proteinas responsables de la asimetria. Las proteinas que realizan este
transporte, pertenecen a distintas familias de proteinas y cada una tiene una funcion especifica: Las
ATPasas de la familia Tipo-P IV transportan fosfolipidos de la cara exterior de la membrana a la cara
citosélica y son conocidas como flipasas (Figura 1). Una familia de transportadores ABC (del inglés ATP
Binding Cassette), las flopasas, produce el transporte contrario, de una subpoblacion de aminofosfolipidos,
y por ultimo, las escramblasas que permiten el transporte a favor del gradiente de concentracién y no

utilizan energia para su funcion (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de las proteinas del sistema de asimetria de membrana.

2.5 Flipasas

Las flipasas son proteinas transmembranales clasificadas en la superfamilia de proteinas ATPasas tipo P,
de la subclase IV (Tang et al., 1996). La mayoria estd formada por una subunidad catalitica (a) y una
subunidad no catalitica (B). Su papel como translocadoras selectivas de fosfolipidos, fue descubierta por
primera vez en eritrocitos de humano (Seigneuret y Devaux, 1984) y mas tarde fueron propiamente
descritas en S. cerevisiae (Catty et al., 1997; Tang et al., 1996). Las flipasas son transportadas desde el RE
a los organelos de la via secretora y endocitica y a la membrana plasmatica. La subunidad catalitica a de
estas proteinas, esta formada por un dominio actuador (A), un dominio de fosforilacién (P), y un dominio
de unidn a nucledtido (N) (Figura 2). En el dominio A, ocurre el cambio de conformacidn, mientras que en
el dominio P, es donde se encuentra el motivo de fosforilacion DKTGTLT. Finalmente, el dominio N esta
formado por 6-11 estructuras a-hélices transmembranales, y es el lugar en donde se posiciona el ATP. Los
segmentos transmembranales 3y 4 (en algunos casos también los segmentos 5 y 6) forman un canal polar,
por donde se transporta la cabeza polar del fosfolipido; el residuo hidrofdbico se reorienta en la matriz

lipidica de la membrana y nunca se expone al exterior. El sitio que reconoce el sustrato, fosfatidilserina o



fosfatidiletanolamina, se conforma por la regidn citosdlica que se encuentra entre los dominios

transmembranales 3 y 4 (Baldridge y Graham, 2012; Bublitz et al., 2011; Palmgren y Nissen, 2011).
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Figura 2. Diagrama de la estructura de la flipasa Dnfl de S. cerevisiae (A: dominio actuador, P: dominio de
fosforilacion, N: dominio de unién a nucleétido) (Modificado de Baldridge R., 2012).

En animales se han detectado consistentemente, proteinas pertenecientes a la familia de las flipasas, en
humanos se han identificados 14 flipasas, en ratdn 15 y en Caenorhabditis elegans 12. La actividad de las
flipasas, se ha vinculado a distintos procesos celulares, en el nematodo C. elegans es necesaria la
translocacion de fosfatidilserina por su flipasa TAT-1 y su respectiva subunidad CHAT-1, para la formacién
de dominios tubulares en los endosomas, para la regulacién del trafico del material entre estos y la
membrana plasmatica. Ademas, el correcto reciclaje de GLUT-4, importador de glucosa, depende de la

formacién de estos subdominios tubulares en los endosomas, para ser reciclado a la membrana plasmatica



correctamente. En mamiferos se ha observado, en eritrocitos, que la perdida de la asimetria de membrana
o bien la acumulacién de fosfatidilserina en el exterior de la membrana plasmatica, es un senalizador
importante en la formacién de codgulos, ademas de ser una sefial de apoptosis y la eliminacidn de la célula

por macrofagos (Fadeel y Xue, 2009).

2.5.1 Flipasas en hongos

En S. cerevisiae se han identificado 5 flipasas, Dnfl y Dnf2, con su subunidad no-catalitica Lem3, Drs2 con
su subunidad no-catalitica Cdc50, Dnf3 con su subunidad no-catalitica Crfl, y Neol que carece de una
subunidad adicional. Desde que se descubrid su papel como translocadoras de aminofosfolipidos, se han
vinculado con funciones dependientes del trafico vesicular. Mutantes por delecién de drs2 son deficientes
en la produccion de vesiculas dirigidas a la membrana (Gall et al., 2002). La asimetria de membrana
producida por Drs2 es necesaria para la entrega correcta del factor alfa a la membrana plasmatica (Sartorel
et al.,, 2015). Esto puede deberse a defectos en la formaciéon de subdominios de la membrana del
endosoma, que propician la clasificacion de proteinas de membrana, ya sea en la ruta clasica de Rcyl
dependiente de clatrina o por una ruta alternativa independiente de clatrina (Gall et al., 2002; Hanamatsu

et al., 2014; Hankins et al., 2015).

En el hongo filamentoso A. nidulans, se ha observado que las flipasas DnfA y DnfB se encuentran
localizadas en la regién apical del hongo, principalmente en el Spitzenkdrper, ademas de algunos organelos
(Schultzhaus et al., 2015). Las mutantes por delecion de DnfA y DnfB tienen un crecimiento deficiente y
una tasa de conidiacion baja. Existe la posibilidad de que los fenotipos deficientes presentes en las
mutantes de las flipasas, sean consecuencia de la pérdida en la asimetria de los fosfolipidos en la
membrana plasmatica, asi como en la membrana de organelos. Sin embargo, hace falta informacién sobre
estas proteinas, su localizacién y sus efectos en el crecimiento de hongos filamentosos, para determinar

su importancia en el crecimiento polarizado.
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Capitulo 3. Justificacion

Las flipasas tienen un papel importante en la creacidon de asimetria entre las capas de las diferentes
membranas celulares, con el propdsito de establecer sefiales para las diferentes cargas y destinos de las
vesiculas que son secretadas o endocitadas en las células. Por ejemplo, en C. elegans se ha identificado
gue la asimetria de membrana generada por las flipasas, esta involucrada en el reconocimiento de sitos
de endocitosis (Chen et al., 2010). Por otro lado, en S. cerevisiae, hay evidencia de que las flipasas estan
implicadas en el crecimiento polarizado durante la formacién del shmoo, en la respuesta hormonal de
apareamiento y durante la gemacidn, asi como, en la generacidn y clasificacion de vesiculas en el tréfico
vesicular (Hankins et al., 2015; Hua, 2002; Saito et al., 2004; Sartorel et al., 2015;). En el hongo filamentoso
A. nidulans se ha encontrado que cada flipasa pertenece a distintas poblaciones de vesiculas, que tienen
una localizacion diferente en el Spitzenkérper (Schultzhaus et al., 2015). Sin embargo no se ha podido
establecer cudl es el papel que estas proteinas tienen en el trafico de membranas y su impacto en el

crecimiento polarizado y organizacién celular de hongos filamentosos.
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Capitulo 4. Hipétesis

* Laflipasa DNF-2 se transporta hacia la membrana plasmatica, a través de vesiculas secretoras para

localizarse en la region apical y subapical.

* Ladelecion de dnf-2 tendra repercusiones sobre el crecimiento polarizado de N. crassa.
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Capitulo 5. Objetivos

5.1 Objetivo general

e Evaluar la dinamica de la flipasa de fosfolipidos DNF-2 y su papel en el crecimiento polarizado de

Neurospora crassa.

5.2 Objetivos especificos

e Determinar la localizacién y dindmica de la flipasa de fosfolipidos DNF-2.
e Determinar el efecto que tienen las mutaciones por delecién de los genes dnf-2 y dnf-1 sobre el

crecimiento polarizado.
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6.1 Cepas y plasmidos utilizados

Se utilizaron las cepas descritas en la siguiente tabla:

Tabla 1. Cepas utilizadas

Escherichia coli

DH5aT™M™

M F- ®80AlacZAM15 A(lacZYA—argF) U169recAl
endAl hsdR17 -+ (r, m) PhoA supE44 A-thi-1 Kk
gyrA96 relAl

Invitrogen™

Neurospora crassa

WT mat a, tipo WT FGSC #4200
9717 mat A, Amus-51::bar+; his-3 FGSC #9717
Adnf-2 mat a, Adnf-2 FGSC #16377
Adnf-1* mat a Adnf-1, Amus-51 FGSC #11620
Adnf-1 mat a Adnf-1, Amus-51 Este estudio
Adnf-2, his-3 mat a, Adnf-2, his-3 Este estudio

Adnf-2, L. Act::sGFP*

mat a, Adnf-2, Lifeact::sgfp

Este estudio

TIVi2-1a

mat A; chs-1::mchfp*::hph*

(Verdin et al., 2009)

dnf-2::sgfp*

mat A, dnf-2::sgfp

Este estudio

*Cepa en estado heterocarion.

Se obtuvieron conidios de la cepa WT y de las cepas mutantes Adnf-2 y Adnf-1. Se prepararon soluciones

de conidios con una concentracién de 2.59 x 10° conidios/ ml para cada cepa, las cuales fueron utilizadas

para experimentos posteriores.

Se utilizaron los plasmidos descritos en la siguiente tabla:



Tabla 2. Plasmidos utilizados

Plasmido

Genotipo

Fuente

pMF272

Pccg-1::sgfp+

Freitag, M., et al 2004

pGEM®-T Easy Vector

Vector de clonacién

Promega Corporation

pGEM®-T Easy Vector + dnf-2

pGEM(dnf-2)

Este estudio

pRM49

Pccg-1::Lifeact::sgfp+

Delgado-Alvarez et al., 2010
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pRM84

Pccg-1::dnf-2::sgfp+

Este estudio

Todos los plasmidos fueron almacenados en buffer EB del kit de Extraccion de Gel (Qiagen N.V.)

Los oligonucledtidos fueron disefados a partir de las secuencias de interés de los genes encontrados en la

base de datos de fungiDB (Gottlieb et al., 2016) y analizados en OligoAnalizer 3.1 (Integrated DNA

Technologies®) para predecir y evitar estructuras secundarias, heteromeros y otras estructuras no

deseadas.

Posteriormente,

los oligonucleétidos fueron sintetizados por

IDT (Integrated DNA

Technologies®) y el liofilizado recibido fue disuelto Buffer EB de Qiagen N.V. a una concentracién de 200

mM (20X) (Figura 3).

Los oligonucledétidos utilizados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados

Oligonucleotido | Secuencia Caracteristicas

dnf-1 ORF3’ For | TCCTCATGGGTGTCTT Oligonucledtido que hibrida a aproximadamente 1100 bases del
GGATC codon de paro del gen con anotacion NCU07443.

dnf-1 (Pacl) Rev | CCTTAATTAATTGTTGA | Oligonucledtido que hibrida justo antes del codén de paro del gen
CTATCCCGCCTTTCGTC con anotacion NCU07443, ademds agrega un sitio de restriccion

Pacl.

dnf-2 ORF3’ For | CCATATTGGTGTCGGT Oligonucledtido que hibrida a aproximadamente 1100 bases del
ATCAGC codon de paro del gen con anotacion NCU00352.

(Spel) dnf-2 For | GGACTAGTATGGCGGC | Oligonucledtido que hibrida en el inicio del gen con anotacidn
TGGCCGCC NCU00352 ademas de agregar un sitio de restriccidn Spel.

dnf-2 (Pacl) Rev | CCTTAATTAATTGATTCG | Oligonucledtido que hibrida justo antes del codén de paro del gen
GTCTTGAACTGGCCATC | con anotacién NCUOO, ademas agrega un sitio de restriccion Pacl.
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Figura 3. Diagrama de los oligonucledtidos utilizados en este estudio para amplificar los genes dnf-1y dnf-2.

6.2 Medios de cultivo

Para crecer N. crassa, se utilizo el Medio Minimo de Vogel (MMV) preparado a partir de una solucion 50X
de sales de Vogel que contienen 250 g/L de fosfato de potasio monobdsico monohidratado (KH2PO4-H>0),
125 g/L de citrato de sodio dihidratado (Na3;CgHsO7:2H,0), 100 g/L de nitrato de amonio (NH4sNOs), 5 g/L
de sulfato de magnesio anhidro (MgS0.), 3.8 g/L cloruro de calcio (CaCly), 5 mL de solucién de elementos
traza, 0.25 g/L de Biotina y 15 g/L de sacarosa como fuente de carbono (Vogel, 1956). Para solidificar el
medio se agregd 15 g/L de agar a la solucion de MMV antes de esterilizar. Los medios para cultivos con
requerimiento de histidina, fueron preparados agregando 2 ml de una solucién de almacenamiento,
esterilizada previamente por filtracién con un filtro de acetato de celulosa con un tamafio de poro de 0.2
pUm, a una concentracién de 25 mg/ml en 50 ml de MMV agar o liquido ya estéril, dependiendo de lo
requerido. Los medios de seleccién de resistencia a Higromicina B fueron preparados de una manera
similar agregando 150 pL de una solucidn de almacenamiento a una concentracién de 50 mg/ml en 50 ml

de medio MMV vya estéril.

Para inducir la fase sexual y realizar las cruzas de cepas con distintos tipos de apareamiento se utilizé el

Medio Sintético de Cruzas (MSC), utilizando sales sintéticas de cruza 2X (SSC) las cuales contienen 0.1% de
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KH2PQ4, 0.2% de nitrato de potasio (KNOs), 0.14% de fosfato de potasio dibasico (K;H2P0a4), 0.2% de sulfato
de magnesio heptahidratado (MgS04-7H,0), 0.02% de cloruro de sodio (NaCl) y 0.02% de cloruro de calcio
(CaCl), 0.5% de sacarosa como fuente de carbono y 2% de agar (Westergaard y Mitchell, 1947). Para hacer
la seleccion de conidios transformados de N. crassa, se utilizé el medio de FGS, preparado con agar al 1.5%,
sales de Vogel y como fuente de carbono una mezcla de carbohidratos preparados en un stock 10X: 20 g
de sorbosa, 0.5 g de glucosa y 5 g de fructosa en 200 ml de agua destilada, la cual es posteriormente

esterilizada por filtracidon y agregada al medio con agar justo antes de utilizarse.

Escherichia coli fue cultivada en medio LB: triptona (Bacto™ tryptone) 1%, extracto de levadura (Bacto™
yeast extract) 0.5%, y cloruro de sodio (NaCl) 1% agregando agar al 2% para los medios solidos. Para las

selecciones de transformantes se agregd ampicilina a una concentracién de 100 pg/ml.

6.3 Cuantificacion de la tasa de elongacion

Se midi6 por triplicado la tasa de elongacién de las cepas mutantes Adnf-1 y Adnf-2 y la cepa WT. Para esto
se prepararon cajas de Petri de 160 mm con 50 mL de MMV-solidificado con agar al 1.5%. Después se
inocularon con una suspensidon de conidios de 15 pL a una concentracion de 2.59x10° conidios/mL (38,850
conidios) en la periferia de la caja. Posteriormente se marcé la circunferencia de la colonia cada 3 h durante
42 h. El primer registro se realizd a las 18 h después de la inoculacién. Cuando el micelio de la cepa WT
llegd al borde de la caja, estas fueron fotografiadas con una cdmara D3100 de Nikon, con un lente DX SWM
VR asférica o= - 028m/0.92ft@52 montada en un tripie. La distancia de crecimiento de cada marca fue

cuantificada en el software Piximétre 5.9 R1520, calibrado con una regla graduada en milimetros.

6.4 Morfologia de colonia y borde de la colonia

Para observar las caracteristicas de las colonias, se inocularon 5 L de la solucion de conidios en el centro
de una caja Petri de 100 mm de didmetro con MMV y se incubd durante 12 h a 30°C. Una vez concluido el
periodo de incubacidn, las cajas fueron fotografiadas. El borde de la colonia se observd después de 18 h
de incubacién a 30°C, utilizando un estereoscopio SZX12 (Olympus®) con una cdmara DP70 (Olympus®) en
el software DPManagerv1.1.1.71 OLUMPUS OPTYCAL CO, calibrado con una regla graduada en milimetros.

Las observaciones fueron realizadas en el borde de la colonia durante no mas de 20 min por colonia para
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minimizar los efectos del cambio de temperatura y la exposicidn a la luz. Las fotografias de la colonia
fueron tomadas con una cdmara D3100 de Nikon, con un lente DX SWM VR asférica o= - 028m/0.92ft@52
montada en un tripie. La distancia de crecimiento de cada marca fue cuantificada en el software Piximétre

5.9 R1520, calibrado con una regla graduada en milimetros.

6.5 Cuantificacion de produccién de conidios

Para obtener una comparacion de la produccion de conidios entre la cepa WT y las cepas Adnf-2 y Adnf-
1, se sembraron 15 pL de solucién conidios [2.59 x 10° conidios/mL] en matraces de 250 mL con 50 mL
de MMV-Agar 1.5%, lo mas cercano posible a la parte media del agar. Se incubaron en obscuridad a 30°C
durante 24 h y posteriormente a 25°C en luz blanca durante 72 h. Los conidios fueron recuperados
utilizando embudos con filtros de tela (Corporacién Magitel, C.A.), primero lavando el micelio del cultivo
con 50 mL de sorbitol estéril al 1 M agitando vigorosamente y posteriormente, pasando la solucién por
el filtro y centrifugando a 5,000 rpm por 5 min. El sobrenadante fue cuidadosamente retirado por pipeteo
y el precipitado fue enjuagado con 30 mL de agua destilada estéril, para después ser nuevamente
centrifugado a 5,000 rpm por 5 min para retirar el sobrenadante y resuspender la pastilla de conidios en
2 mL de sorbitol estéril al 1 M. Por ultimo, se tomaron 10 pL de cada muestra para ser diluidas 1:10 y

contadas en cdmara de Neubauer, cada repeticion por duplicado.

6.6 Cuantificacion de frecuencia de ramificacion

Para el conteo de ramificaciones, se inocularon 15 pl de solucidn de conidios a una concentracion de 2.59
x 108 conidios/ml en un extremo de la caja y se incubaron durante 18 h a 30°C. Después los bordes fueron
observados al estereoscopio a una amplificacion de 90X y se obtuvieron imdagenes para analisis
posteriores. Como en los ensayos de observacion de morfologia del borde de colonia, las muestras eran
observadas durante no mds de 20 min para minimizar el efecto de la exposicidn a condiciones ambientales.
La tasa de ramificacidn se obtuvo, realizando conteos de las hifas de las cepas WT (n=69), Adnf-2 (n=88) y
Adnf-1 (n=96), contando las ramas de cada hifa en los primeros 500 um desde el apice hacia la regidn
posterior de la hifa. Los 500 um fueron determinados utilizando el programa Piximétre 5.9 R1520 calibrado

con la escala proporcionada por el software del estereoscopio SZX12 (Olympus®).
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6.7 Cuantificacion de produccidon de biomasa

Para la medicién de biomasa se agregaron 45 pL de solucidn de conidios [2.59 x 10° conidios/ml] de la cepa
WT como control y las cepas mutantes Adnf-2 y Adnf-1 en 100 ml de MMV liquido, por triplicado y se
incubaron a 30°C por 48 h en oscuridad. Posteriormente, fueron filtrados por vacio en filtros (Whatman®)
#1 de 90 mm de didmetro (previamente pesados) en un embudo Blichner acoplado a un matraz Kitasato
y una bomba de vacio y secados posteriormente. Las muestras fueron secadas a 60°C durante 2 h y fueron

pesadas inmediatamente (al peso obtenido se sustrajo de la masa del filtro previamente obtenida).

6.8 Cruzas

Para obtener la mutante homocarién de la cepa Adnf-1 y la mutante auxotréfica de histidina de Adnf-2, se
procedio a realizar cruzas inoculando uno de los pares de cepas en una caja de Petri de 60 mm con MSCy
posteriormente se incubd a 30°C durante 2 dias (d). Después se agregaron gotas de una suspension
concentrada de los conidios del tipo de apareamiento complementario y se incubd a 25°C en oscuridad;
una vez transcurridas 3 semanas se recuperaron las ascosporas adheridas a la tapa de la caja de Petri con
agua destilada estéril. Las alicuotas con las ascosporas en agua estéril, fueron dejadas a temperatura
ambiente durante 5 d. Transcurrido este periodo, las alicuotas se extendieron en una placa de MMV
selectivo (conteniendo higromicina) y fueron activadas por calor a 60°C durante 1 h y después incubadas
a 30°C durante 5h. La placa fue observada cada hora al estereoscopio en busca de ascosporas germinadas.
Las colonias fueron cortadas y transferidas a tubos con medio selectivo. Para identificar las cepas his-3
(auxotrofas de histidina), se inoculé un fragmento de micelio de las colonias resultantes de una sola
ascospora, en placas con MMV+histidina y placas con MMV. Se observé el crecimiento de cada colonia 'y
se clasificaron las colonias carentes de crecimiento en placas con MMV como cepas his-3". La
corroboracion del genotipo fue realizada mediante la extraccion de DNA gendmico y amplificando por PCR
con los oligonucleétidos dnf-1 ORF’3 For, dnf-1(Pacl) Rev para la cepa Adnf-1 y dnf-2 ORF’3 For, dnf-2(Pacl)

para la cepa Adnf-2.
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6.9 Etiquetamiento de DNF-2 con GFP

El marcaje de DNF-2 con GFP, se realizd amplificando el marco abierto de lectura del DNA gendémico de la
cepa WT, utilizando los oligonucleétidos (Spel) dnf-2 For y dnf-2 (Pacl) Rev, que afiaden los sitios de
restriccion Spel y Pacl al inicio y final del amplicdn respectivamente, y se utilizé el plasmido pMF272
(Freitag et al. 2004). El plasmido y el inserto fueron digeridos con las enzimas de restriccién Spel y Pacl
(New England Biolabs ® Inc.) durante 12 h en una doble digestién para después ser ligados con la DNA
Ligasa T4 (New England Biolabs ® Inc.) durante 18 h a una temperatura de 16°C, en una reaccién con una
relacién 1:3 (vector:inserto). Tras la reaccién de ligacidn, se transformaron células quimicamente
competentes de E. coli DH5aTM™ (Invitrogen™) por el método de shock térmico; se mezclaron 10 pL de la
reaccion de ligacion con 50 uL de células frescas y se incubaron en hielo durante 1 h, después de la
incubacién las células se pusieron a 42°C por un minuto e inmediatamente se pusieron en hielo.
Posteriormente, fueron incubadas durante 1 h en medio LB liquido a 37°C y se sembraron en placas de
agar con medio selectivo LB con ampicilina y se incubaron durante 14 h a 37°C. Las colonias resultantes
fueron transferidas a medio LB con ampicilina y de los cultivos resultantes se extrajo el plasmido segun el
protocolo de lisis alcalina del Molecular Cloning A Laboratory Manual (Sambrook y Russell, 2006). Los
pldasmidos fueron corroborados, utilizando las enzimas de restriccion correspondientes a los sitios
agregados por los oligonucledtidos, incubando una alicuota durante 12 h a 37°C. Una vez obtenida la
corroboracidon del plasmido deseado, se transformé la cepa de N. crassa FGSC#9717 agregando 20 L de
solucién del plasmido a una concentracién de 500 ng/uL y 90 pL de una solucién de conidios frescos
(sorbitol 1 M). La mezcla fue incubada en hielo durante 30 min y posteriormente sometida a un shock
eléctrico para inducir transformacién por electroporacién bajo las condiciones: Voltaje 1500 V,
Capacitancia: 25 uF, Resistencia 600 ohm en el electroporador Gene Pulser Xcell™ (Bio-Rad Laboratories,
Inc.) en una cubeta de electroporacion con pozo de 2 mm de ancho. Tras la electroporacidn,
inmediatamente se agregd 1 mL de Sorbitol 1M estéril, se extendieron los conidios en placas de medio
FGS y se incubaron a 30°C durante 4 d. Las colonias resultantes fueron aisladas en tubos de cultivo con

MMV y se cribaron en el microscopio confocal de escaneo laser en busca de patrones de fluorescencia.

6.10 Medicion de produccion de hifas aéreas

La produccion de hifas aéreas se compard por duplicado preparando tubos de cultivo de 10 mm de

didmetro x 75 mm de alto (VWR®) con 1.5 mL de MMV, agregando 5 pL de solucion de conidios en el
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centro del agar e incubando durante 48 h a 30°C. Pasado el periodo de incubacidn, los cultivos fueron
fotografiados y las imagenes obtenidas fueron procesadas para alinearlas en el software Adobe®
Photoshop ® CS6 (Version 13.0). Finalmente las fotografias fueron analizadas en el programa Piximétre 5.9

R1520 calibrado con una regla graduada en milimetros.

6.11 Microscopia confocal de escaneo laser

Toda la microscopia confocal se realizé utilizando el microscopio confocal Olympus FluoVieWTM FV1000
(Olympus, Japan). Se usé un objetivo UPlanFLN de una amplificacién de 60X N.A. 1.42 de inmersién de
aceite. Como fuente de luz se utilizd un ldser de Argdn, para las muestras etiquetadas con la proteina
fluorescente GFP y un laser de Helio-Nedn para las muestras tefiidas con FM4-64 (FM® Lipophilic Styryl
Dyes) o etiquetadas con mCherry. Las cepas fueron inoculadas en medio MMV 1.5% y puestas a crecer
durante 12 h para la WT, 20 h para la cepa mutante Adnf-2, y 40 h para la cepa Adnf-1. Posteriormente,
las muestras se prepararon siguiendo el método del bloque de agar invertido (Hickey et al., 2004): 1)
cortando un rectangulo cerca del borde de la colonia de aproximadamente 1cm x 4cm, 2) colocando el
agar con micelio boca abajo y dejandolo caer suavemente sobre un cubreobjetos VWR® Micro Cover
Glasses, Rectangular No. 1 %, 3) permitiendo un tiempo de recuperacidn minimo de 30 min. Para las
observaciones con el marcador lipofilico N-(3-triethilamoniompropil)-4-(6-[4-dietilaminofenil] hexatrienil)
dibromuro de piridinio (FM4-64) se colocaron 10 pL del fluoréforo a una concentracion de 5 uM en el

cubreobjetos previo a la colocacién del bloque de agar.
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Capitulo 7. Resultados

7.1 Andlisis bioinformatico de DNF-1 y DNF-2

Para estudiar los translocadores de fosfolipidos en N. crassa, hizo una busqueda bioinformatica de las
secuencias codificantes de las proteinas de interés en el organismo de estudio. Se realizé un Blast a nivel
de secuencia de aminoacidos de las proteinas correspondientes a los genes dnfA y dnfB de A. nidulans y
de dnfl y drs2 de S. cerevisiae, y se identificaron sus homélogos correspondientes en N. crassa. Para
dnfA/dnf1 se identifico el gen NCUQ7443, cuya secuencia proteica tiene un porcentaje de identidad de
43%, comparada con Dnfl de S. cerevisiae y de 52% comparada con DnfA de A. nidulans. Para dnfB/drs2,
se identifico el gen NCU00352, cuya secuencia proteica tiene un porcentaje de identidad de 50%
comparada con Drs2 de S. cerevisiae y 69% comparada con A. nidulans.(Tabla 4, 5y 6). De acuerdo a la
nomenclatura para N. crassa, los genes fueron nombrados dnf-1 y dnf-2 respectivamente. En las tablas 4,
5y 6, se muestra ademas, la comparacién de las proteinas correspondientes a dnf2, dnf3 y neol de S.
cerevisiae, de dnfCy dnfD de A. nidulans y la comparacién entre los genes que codifican para las flipasas
en S. cerevisiae y A. nidulans, con la finalidad de mostrar el panorama completo de las flipasas en N. crasa,

aunque para este estudio solo se tomaron en cuanta dnf-1 y dnf-2.

Tabla 4 Porcentaje de identidad entre las flipasas de N. crassa y S. cerevisiae

Neurospora crassa
Dnf-1 Dnf-2 Dnf-3 Dnf-4
NCU07443 NCU00352 NCU03592 NCU03818
Dnfl 42.976% 26.418% 23.714% 20.035%
o YER166W
S Dnf2 42.46% 26.937% 23.532% 18.75%
3 YDR0O93W
E Dnf3 22.347% 22.161% 30.534% 18.681%
§ YMR162C
E Drs2 25.919% 49.895% 23.549% 21.287%
g YALO26C
§ Neol 19.219% 24.275% 18.521% 46.086%
3 YILO48W
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Tabla 5 Porcentaje de identidad entre las flipasas de N. crassa y A. nidulans.

Neurospora crassa
Dnf-1 Dnf-2 Dnf-3 Dnf-4
NCU07443 NCU00352 NCU03592 NCU03818
DnfA 52.665% 25.09% 22.65% 19.365%
" AN8672
§ DnfB 25.512% 68.736% 23.98% 23.572%
3 | AN6112
;, DnfC 21.157% 24.887% 40.603% 18.385%
% AN2011
g DnfD 18.366% 22.724% 17.448% 59.21%
2 | AN6614
Tabla 6 Porcentaje de identidad entre las flipasas de S. cerevisiae y A. nidulans.
Aspergillus nidulans
DnfA DnfB DnfC DnfD
AN8672 AN6112 AN2011 AN6614
Dnfl 44.7% 27.9% 22.7% 19.1%
YER166W
Dnf2 43.7% 27.4% 22.7% 19.4%
YDR0O93W
Dnf3 23.0% 23.0% 36.7% 18.7%
YMR162C
s Drs2 27.2% 52.3% 25.4% 21.6%
2 | YALO26C
% Neol 20.266% 24.466% 18.928% 46.172%
o | YiLoasw

Una vez identificados los genes, se modeld la estructura a nivel de proteina. En primer lugar se buscé la
prediccién de dominios, encontrando que DNF-1 tiene 1,562 aminoacidos, con un dominio de hidrolasa,
nueve dominios transmembranales y siete motivos de unidn a sitios de endocitosis NPFxD (Figura 4). Por
otra parte, DNF-2 tiene 1,360 aminodcidos, presentando el mismo dominio de hidrolasa, siete dominios
transmembranales, 11 motivos de unidn a sitios de endocitosis NPFxD y adicionalmente, tres dominios

SH3 de interaccion proteina-proteina (Figura 4).
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DNF-1

I Hidrolasa

1

Figura 4. Esquema de los dominios de la DNF-1 y DNF-2 de Neurospora crassa. Los dominios naranjas corresponden
a la hidrolasa, los verdes a dominios transmembranales, los azules son motivos de unidn a sitios de endocitosis y los
rojos corresponden a dominios SH3 de interaccion proteina-proteina.

Ademas se realizé la modelacion tridimensional de las proteinas con el software POV-Ray 3.7 para
Windows. En la Figura 5, se observan ambas estructuras y la localizacion de los dominios

transmembranales.
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Figura 5. Prediccidn bioinformatica de la estructura tridimensional de (A) DNF-1y (C) DNF-2, y localizacién hipotética
de los dominios transmembranales (B) de DNF-1y (D) de DNF-2. Modelos elaborados con POV-Ray 3.7 para Windows.

Para corroborar la especificidad en el sustrato (tipo de fosfolipidos) para cada una de las flipasas DNF-1y
DNF-2, se compararon sus secuencias proteicas con sus homadlogos en S. cerevisiae, Dnfl y Drs2 (Figura
6). Las secuencias de los sitios responsables de la especificidad de la flipasa descritos por Baldridge y
Graham (2012) fueron alineadas utilizando la herramienta de alineamiento de UniProt (EMBL-EBI, PIR, y

SIB, 2016).

DNF-1 483 GHDTKIMVNAGUTPSKRARTARELNI WVYNETIELEMEL TAATA NGV (AKTDASSYWE 542

Dnfl 571 GDDTKIMINAGVTPTKKSRISRELNFSVILNFVLLFILCFTAGIVNGVYYKQKPRSRDYE 630

DNF-2 526 EGEAYEFEDPMNGASAVARIEIKDMVTYNVEFSALVPISUFNT IEMVRYWHGILENODLED 585

Drs2 475 KHLSYLYLEGTN----KAGLFFKDFLTFWILFSNLVPISUFNTVELIKYYQAFMIGSDLD 530
I L] LI} I

Figura 6. Alineamiento de la secuencia proteica de DNF-1 y DNF-2 alineadas a la secuencia de su respectiva proteina
homologa en S. cerevisiae.: Los recuadros rojos sefiala los aminoacidos involucrados en la especificidad del fosfolipido
translocado por la flipasa.
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El porcentaje de identidad entre DNF-1 y Dnfl en las regiones correspondientes a la especificidad de
sustrato (TM3-LL3-4-TM4) fue de 40%, el aminodcido triptdfano en la posicion W618 estd sustituido en
DNF-1 por tirosina. DNF-2 y Drs2 mostraron un porcentaje de identidad de 61.1% en las regiones
involucradas en su especificad, una fenilalanina en la posicidon 574 es la que le confiere el reconocimiento

de un fosfolipido especifico.

7.2 Localizacion de DNF-2-GFP

7.2.1 Localizacion de DNF-2-GFP en hifas maduras

Para conocer la distribucién y dinamica de la proteina DNF-2 en hifas maduras de N. crassa, se observé en
el microscopio confocal ldser una cepa que expresaba la proteina etiquetada con GFP. La DNF-2-GFP se
observé como un punto fluorescente en la regién central del Spitzenkorper (Figura 7). En la figura 7 se
muestra como DNF-2-GFP ocupa la regidn del nucleo del Spitzenkorper tefiido con FM4-64.
Adicionalmente, se observaron algunos puntos difusos en el citoplasma que no colocalizan con el FM4-64.
Estos puntos fluorescentes de DNF-2-GFP se mueven hacia la zona apical y se fusionan con la acumulaciéon

en el dpice (Figura 7-8; cabeza de flecha).
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Figura 7. Localizacidon de DNF-2-GFP en hifas maduras. DNF-2-GFP (verde) se localiza como un punto en el centro del
Spitzenkorper tefiido con FM4-64 (rojo). Ocasionalmente se observan puntos de fluorescencia (cabezas de flecha) en
el subdpice que no colocalizan con el FM4-64. Barra de escala: 10um.
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Figura 8. Serie de tiempo de DNF-2-GFP: La cabeza de flecha denota una particula fluorescente que se acerca al
Spitzenkorper.(m:s) Barra de escala 10um

7.2.2 Localizacion de DNF-2-GFP y CHS-1-mChFP

Con el antecedente de A. nidulans, donde encontraron que DnfB se observa en la region del Spitzenkorper
donde se acumulan las microvesiculas, se llevé a cabo un experimento de coexpresion de DNF-2-GFP y la
proteina quitina sintasa-1, CHS-1 etiquetada con mChFP. Se observd que tanto la DNF-2-GFP como la CHS-
1-mChFP colocalizan en el dpice de la hifa (Figura 9). Sin embargo, no en todas las vesiculas que viajan
hacia el Spitzenkorper se ve la sefial fluorescente de ambas proteinas. La CHS-1-mChFP se observa en los

septos, pero la DNF-2-GFP no se localiza ahi.
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Figura 9. Localizacidon de DNF-2-GFP y CHS-1-mChFP en hifas maduras de N. crassa. (A)DNF-2-GFP, CHS-1-mCHFP y el
traslape de ambas. (B) Grafica de la intensidad de fluorescencia de la regién marcada con puntos discontinuos, que
muestra que ambas sefiales se encuentran colocalizando, el panel inferior, muestra un acercamiento de la region
subapical que hace evidente la colocalizacidn en el dpice de las hifas maduras. Barra de escala: 10um.
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7.3 Fenotipo de las mutantes por delecion de los genes dnf-1y dnf-2.

Para determinar el efecto de la delecidn de los genes dnf-1y dnf-2 en la morfologia y crecimiento de N.
crassa, se observaron las colonias de las mutantes y se evalud la morfologia colonial e hifal, asi como la
tasa de elongacion vegetativa, la produccion de biomasa, la formacién de ramificaciones y produccion de

conidios.
7.3.1 Corroboracion de las mutantes Adnf-1 y Adnf-2

Se obtuvieron mutantes heterocariones de los genes dnf-1 y dnf-2 del Fungal Genetics Stock Center. Se
hicieron cruzas con una cepa WT mat A y la mutante Adnf-1 mat a (het) y las cepas FGSC #9717 y Adnf-2.
Se obtuvieron 5 ascosporas viables de la cruza WTxAdnf-1, de las cuales solo una crecié en el tubo de
cultivo. De la cruza FGSC #9717xAdnf-2 se obtuvieron 9 ascosporas viables, de las cuales solo una fue
auxotrofa de histidina. Las cepas obtenidas se sometieron a corroboracién por PCR. Se obtuvo el DNA de
las cepas WT, WTxAdnf-1y FGSC #9717xAdnf-2. Se llevd a cabo una PCR con oligonucledtidos especificos
para amplificar el fragmento de los Ultimos 1100~pares de base del marco abierto de lectura de los genes
dnf-1y dnf-2. Se confirmé la ausencia de amplicones de dnf-1y dnf-2 en las mutantes respectivas, solo en
el control positivo se observé la banda correspondiente a los genes (Figura 10). Para corroborar la calidad

del DNA de las cepas mutantes, se amplificd como control el marco abierto de lectura del gen tea-2.

e bt~

dnf-1 3’ORF dnf-2 3’ORF tea-2 3’ORF

——

1 kb —>—.

wt Adnf-1 wt Adnf-2

Adnf-1 Adnf-2

Figura 10. Corroboracién del genotipo de las mutantes por delecidon
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7.3.1 Morfologia de las colonias y las hifas de las mutantes Adnf-1 y Adnf-2

La morfologia de la colonia, se establecié mediante la observacién del micelio después de 12 a 24 h de
incubacién. En la cepa mutante de Adnf-1, se observaron colonias planas y de menor densidad a diferencia
de las de la cepa WT (Figura 11). Las colonias de Adnf-2 fueron mas elevadas y con una mayor densidad de

hifas a diferencias de cepa WT y de la cepa mutante Adnf-1 (Figura 11y 12).

—

Figura 11. Morfologia de la colonia de las cepas Adnf-1 y Adnf-2 después de 12h de crecimiento.
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Figura 12. Imagen del borde de la colonia de las mutantes Adnf-1 y Adnf-2 y cepa WT. Barra de escala = 100 um

La morfologia de las hifas maduras de las colonias mutantes Adnf-1 y Adnf-2 también se compard con la
cepa WT. Las hifas de la mutante Adnf-1 tuvieron un menor didametro (7.4+£0.7 um) que la cepa silvestre
(10.6£0.4 um), y presentaron un perfil crenulado, producido por la dificultad que tiene esta mutante para
mantener la direccion de crecimiento (Figura 13). La mutante Adnf-2 presentd hifas con un didmetro
similar al de la cepa WT (11.39+0.38 um), sin embargo, al igual que la mutante Adnf-1, mostré problemas

para mantener la direccion de crecimiento, por lo que se produjeron hifas con abultamientos (Figura 13).
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Figura 13. Morfologia de las hifas de las cepas mutantes Adnf-1y Adnf-2 y la cepa WT. A diferencias de las hifas de la
cepa WT y de la mutante Adnf-2, las hifas de la cepa mutante Adnf-1 tienen un menor didmetro y un con dificultad
para mantener la direccion de crecimiento, mientras que las de la cepa mutante Adnf-2 tenian un diametro parecido
al de cepa WT y presentaban periodos de crecimiento isotropico y polarizado, con eventos de perdida de la direccién.
(m:s) Barra de escala: 10 um.

7.3.2 Tasa de elongacion y crecimiento de las mutantes Adnf-1 y Adnf-2 en N. crassa.

El crecimiento de Adnf-1 y Adnf-2 de N. crassa estuvo disminuido. La tasa de elongacion vegetativa de las
hifas de ambas cepas, Adnf-1 y Adnf-2, fue significativamente menor que la de la cepa WT. La mutante
Adnf-1 presentd un crecimiento del 30.6% (1.2 mm/h) con respecto a la cepa WT (Figura 14A y 14B),
mientras que en la mutante Adnf-2, la tasa de elongacion fue el 57.7% (2.3 mm/h) con respecto a la cepa
WT (Figura 14A y 14B). En la produccidn de biomasa, hubo una reduccién mas drastica en la mutante Adnf-
1, que solo presenté el 11.2% de crecimiento con respecto a la cepa WT (Figura 14C), sin embargo, la

mutante Adnf-2 no estuvo significativamente afectada (94.1%) (Figura 14C).
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Figura 14. Analisis de elongacidn y biomasa de las cepas mutantes Adnf-1 y Adnf-2 y la cepa WT. (A) Grafica de la
tasa de elongacién durante 42h de crecimiento. (B) indice de elongacién de las cepas mutantes y la cepa WT. En
ambos casos, las cepas mutantes crecen menos que la cepa WT.(N=3) (C) Biomasa producida después de 24 h de
crecimiento. Se observa que la cepa mutante Adnf-1 produce menos biomasa que la cepa WT. Por el contrario, en
la cepa mutante Adnf-2 no se observd una diferencia significativa en la produccién de biomasa con respecto a la
cepa WT (N=5). Barras de error muestran el error estandar.

7.3.3 Formacion de ramificaciones en las mutantes Adnf-1 y Adnf-2 de N. crassa.

Debido a que el micelio de ambas mutantes Adnf-1 y Adnf-2 tenia un relieve y densidad diferente, se
evalud cuantitativamente la produccién de hifas aéreas y de formacién de ramificaciones. Ambas
mutantes Adnf-1y Adnf-2 produjeron hifas aéreas de tamano significativamente menor comparado con la
cepa WT, 62.0% y 74.2%, respectivamente. Comparando ambas mutantes, se observd que entre ellas
también hubo una diferencia significativa, siendo la mutante Adnf-1 la que presentd menor produccién de

hifas aéreas (Figura 15).
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Figura 15. Produccién de hifas aéreas en mutantes Adnf-1 y Adnf-2 y la cepa WT. Barra de error representan el
error estandar. En ambos casos, la produccidn de hifas aéreas fue menor comparado con las de la cepa WT. Las
barras de error representan el intervalo de confianza al 95%.(N=3)

Por otro lado, se cuantificé la produccion de ramificaciones, en la cepa mutante Adnf-1, las ramificaciones
fueron principalmente laterales. Mientras que en la mutante Adnf-2, las ramificaciones se formaban en el
apice con una frecuencia de cuatro ramas en 500 um, lo que representa el doble de ramificaciones de las

que produjeron la cepa WT y la mutante Adnf-1 (Figura 16).
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Figura 16. Frecuencia de ramas producidas de las mutantes Adnf-2 y Adnf-1. (A) Frecuencia absoluta de hifas
principales con un nimero determinado de ramificaciones. (B) Promedio de ramificaciones. Barras de error =
Intervalo de confianza al 95%.

7.3.4 Cuantificacion de produccion de conidios

Para conocer si la eliminacién de los genes Adnf-1 y Adnf-2 causaba defectos en la reproduccidn asexual,

se evalud la produccién de conidios. Se encontré que las cepas con la mutacién Adnf-1 producian
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Unicamente 3.9% conidios con respecto a la WT, mientras que la cepa mutante Adnf-2 producia el 49.8%

(Figura 17).
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Figura 17. Produccién de conidios de las cepas mutantes Adnf-1 y Adnf-2. Las barras de error representan el
intervalo de confianza al 95%.

7.3.5 Dindmica del Spitzenkérper en hifas maduras de la cepa Adnf-2

Para conocer con mayor detalle el efecto de la eliminacién del gen dnf-2 en el crecimiento polarizado, se
evalué el comportamiento del Spitzenkorper tefiido con el fluoréforo FM4-64. Se observé que el
Spitzenkorper no seguia una trayectoria constante, continuamente se movia hacia un lado o hacia el otro

en el domo apical, incluyendo en el eje z (Figura 18). También se observd que el Spitzenkdrper se
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desensamblaba, y se recuperaba en dos o mas sitios de donde continuaba creciendo la hifa,
posteriormente las fracciones del Spitzenkdrper se volvian a concentrar en un solo punto y se recuperaba
el crecimiento apical, estos eventos ocurrian intermitentemente, por lo que se producian hifas con
protuberancias anormales (Figura 18). En los casos en los que no se volvian a unir las fracciones del
Spitzenkorper, se generaron ramificaciones apicales (Figura 18). En la figura 19 se muestra un traslape
cuadro por cuadro de la posicion del Spitzenkdrper en la mutante Adnf-2 y la cepa silvestre, donde se hace
evidente como se divide y se vuelve a unir produciendo cambios de crecimiento isotrdpico y crecimiento

polarizado intercalados.

Figura 18. Serie de tiempo del comportamiento del Spitzenkorper tefiido con FM4-64 en las hifas de la mutante
Adnf-2. El movimiento del Spitzenkorper es irregular (flechas) moviéndose de manera lateral. En algunas ocasiones
se observa que se forma mas de un Spitzenkorper a partir de uno inicial (B y C), los cuales se fusionan (D) y se
vuelven a separar (E) para finalmente formar hifas individuales a partir de cada uno (F). (m:s) Barra de escala: 10
pm.
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Figura 19. Trayectoria del Spitzenkdrper en la cepa Adnf-2 y WT. El panel izquierdo corresponde a un traslape de
cuadro por cuadro de una serie de tiempo en color falso de hifas tefiidas con FM464, Barra de escala = 10 um. El
panel derecho corresponde a la grafica comparativa de la trayectoria del Spitzenkdrper de una serie de tiempo.
Cuadrante = 2um.
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7.3.6 Comportamiento del citoesqueleto de actina en la mutante Adnf-2

Al observar la inestabilidad del Spitzenkérper tefiido con FM4-64, se realizd un experimento para observar
la organizacidn y dindmica del citoesqueleto de actina en la mutante Adnf-2. Para esto se produjo una cepa
con la delecidn del gen dnf-2 que expresara la proteina quimérica Lifeact-GFP, que es un marcador general
de la F-actina. En la figura 20 se muestra una serie de tiempo donde se observa como la F-actina se
encuentra en el Spitzenkdrper en la regidn central pero mas escasa que en la WT (ver Delgado-Alvarez et
al., 2010). Esta acumulacidn varia a través del tiempo, se ve que va disminuyendo la sefial fluorescente, lo
gue puede significar que el citoesqueleto de actina en esta zona se estd desensamblando para
posteriormente volverse a ensamblar. Adicionalmente, se observd la actina forma el collar endocitico a

una distancia constante del domo apical pero que abarca hasta la regidn basal de la hifa (Figura 20).
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Adnf-2/lifeact-GFP

Figura 20. Serie de tiempo de una hifa de la cepa Adnf-2 expresando Lifeact etiquetada con GFP tefida con FM464.
Barra de escala = 10 um.
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Capitulo 8. Discusion

En hongos filamentosos hay informacién amplia aunque no suficiente, sobre la maquinaria de secreciény
el sistema de trafico vesicular, asi como de la maquinaria de polaridad. Sin embargo, se conoce poco sobre
el mecanismo de organizacidn vesicular en el Spitzenkdrper. Ademas no existen estudios que expliquen
un mecanismo por el cual se establece la estratificacion en las poblaciones de vesiculas del Spitzenkorper
(Riguelme, 2013; Verdin et al., 2009), una probable explicacién es la posibilidad de que las poblaciones de
vesiculas estan identificadas por la composicion y topologia de la membrana que las forma. Las flipasas
son proteinas candidatas para efectuar este tipo de “etiquetamiento”, ya que tedricamente una flipasa
puede modificar cualitativa y cuantitativamente la distribucién de aminofosfolipidos de la superficie de

una vesicula.

Saccharomyces cerevisiae cuenta con cinco flipasas y tres subunidades regulatorias; los ortélogos Dnfl y
Dnf2 con la subunidad Lem3, Dnf3 con la subunidad Crf1, Drs2 con la subunidad Cdc50 y Neol (Catty et
al., 1997; Hua, 2002). Drs2 es una flipasa translocadora de fosfatidilserina y a menor grado
fosfatidiletanolamina, requiere de la subunidad no catalitica Cdc50 para su actividad y salida del reticulo
endopldsmico, se localiza en los endosomas y en la red trans-Golgi circulando entre estos organelos y la
membrana plasmatica (Graham, 2004; Natarajan et al., 2004; Saito et al., 2004; Sartorel et al., 2015). Su
actividad como translocador de fosfatidilserina se ha relacionado con el trafico y la organizacion de
proteinas a través de la red trans-Golgi y los endosomas. El hongo filamentoso N. crassa tiene cuatro
flipasas de fosfolipidos; NCU07443 que corresponde al homdlogo de Dnfl y Dnf2, NCU0O0352 homélogo
de Drs2, NCU03593 homélogo de Dnf3, y NCUO3818 homologo a Neol. En este estudio se examinaron las
mutantes por delecién de genes correspondientes de las flipasas NCU07443 y NCU00352, denominadas
como DNF-1 y DNF-2 respectivamente, para determinar su papel en el crecimiento polarizado, ademas de
utilizar etiquetado por proteinas fluorescentes para conocer la localizacion y su dinamica de la proteina

DNF-2.

El indice de identidad demostrado y la similitud en el sitio de especificidad (Baldridge y Graham, 2012)
sugieren que tanto DNF-1 como DNF-2 tienen los mismos sustratos que sus homdlogos en S. cerevisiae,

fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina para DNF-1, y fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina para DNF-2.
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La tirosina en la posicién 620 de Dnfl es reemplazada por un triptéfano en el amino acido en la posicidn
620 de DNF-1, ambos aminodcidos cuentan con un residuo hidrofébico de gran tamafio que de igual
manera sugiere una similitud en la especificidad de sustrato entre los homdlogos de la flipasa, sin embargo,
la tirosina presenta un grupo hidroxilo, que propiciaria la interaccidon con grupos anicénicos como el de la

fosfatidilserina.

Un aspecto interesante de este grupo de proteinas es la presencia del motivo NPFxD de endocitosis, que
fue encontrado por primera vez en levaduras, como parte de proteinas residentes del Golgi, que
aparentemente son endocitadas mediante este motivo (Tan, Howard, y Payne, 1996). NPFxD esta presente
tanto en DNF-1 como DNF-2 al igual que en Dnfl y Drs2 de S. cereivisiae (Liu et al., 2006) y en DnfA y DnfB
de A. nidulans (Schultzhaus et al., 2015). En organismos como Penicillium spp esta ausente. Aunque P4-
ATPasas estan relativamente conservadas en eucariotas, solo uno de todos los motivos esta presente en
hongos. Por ejemplo, aunque dos secuencia NPFxD estdn presentes en Drs2 en levaduras, su delecién no
resulta en un cambio observable en su localizacion (Liu et al., 2006). En este estudio, no se evalué el efecto
de la ausencia del motivo NPFxD en las mutaciones en DNF-1 y DNF-2 en la endocitosis directamente, sin
embargo, la internalizacion del colorante FM4-64, es prueba de que la endocitosis se esta llevando a cabo

en estas mutantes, por lo que este aspecto tendrad que seguir estudiandose.

La delecion de DNF-1 tuvo un efecto severo en las hifas, tanto en el crecimiento como en la formacion de
conidios, esto podria ser explicado por el papel que tiene esta proteina en la secrecion. El decremento en
la tasa de crecimiento puede deberse a que hay una alteracidn en el trafico vesicular, debido a que por la
distribucidn alterada de aminofosfolipidos, las vesiculas no llegan a su destino para ser exocitadas y liberar
su contenido. Asimismo, la reduccién dramatica de la produccidn de conidios puede ser el resultado de un
proceso similar, en el que la falta de secrecidn impida su formacion (Alder-Baerens et al., 2006; Balhadere
y Talbot, 2001). En Magnaporthe oryzae, el homdlogo de DNF-1 es esencial para la patogenicidad
(Balhadere y Talbot, 2001; Gilbert et al., 2006). Estas mutantes son deficientes en la formacion del
apresorio y la penetraciéon del hospedero (Balhadére y Talbot, 2001) muy probablemente por los

problemas en la secrecidn de vesiculas.

En la mutante de DNF-2 de N. crassa se observd un patrén erratico en la direccidn del Spitzenkorper, por
lo que se decidid observar el efecto de la mutacidén de esta proteina en el citoesqueleto de actina que es

el soporte principal de esta estructura. Al observar la actina con el reportero general Lifeact-GFP, se
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observé que hay una desorganizacidn intermitente de este citoesqueleto en el nucleo del Spitzenkorper
pero no una desaparicion completa de la nube de vesiculas, esto sugiere que la ausencia de los filamentos
de actina afecta fundamentalmente la organizacidn de las microvesiculas, y que de alguna manera, la falta
de asimetria de membrana genera inestabilidad del citoesqueleto de actina. En S. cerevisiae, Arf-GAP Gcs1,
involucrada en la formacion de vesiculas, presenta un motivo el cual se asocia a la fosfatidilserina, la
mutante por delecion del gen correspondiente a Ges1 presenta un fenotipo similar a la mutante de dnf-2

en cuanto a la organizacidn de la actina (Blader et al., 1999; Xu et al., 2013).

El Spitzenkorper es una estructura dinamica compuesta de muchas vesiculas que han sido agrupadas en
al menos dos clases, un grupo de pequefias vesiculas o microvesiculas que se encuentra en el centro del
Spitzenkorper, y otro de vesiculas de mayor tamafio que rodean a las primeras formando la capa externa
de esta estructura (Grove y Bracker, 1970; Howard, 1981; Lopez-Franco y Bracker, 1996; Verdin et al.,
2009). En A. nidulans, DnfA ha sido localizada en la capa mas externa del Spitzenkdrper. En N. crassa, DNF-
2 se localizé al igual que DnfB de A. nidulans en la regidn central del Spitzenkdrper. Aunque las levaduras
de gemacion no tienen esta estructura, hay cierta analogia en que hay dos rutas secretoras reguladas por
dos flipasas distintas y que transportan cargos a diferentes destinos (Harsay y Bretscher, 1995). Estas
flipasas son la Drs2p y Dnf3p (Alder-Baerens et al., 2006; Gall et al., 2002). En N. crassa se demostrd que
las microvesiculas que contienen la flipasa DNF-2, colocalizan con las microvesiculas que contienen la
quitina sintasa CHS-1. Y aunque en este organismo no se ha podido observar, en A. nidulans, DnfA esta
asociada en las macrovesiculas que colocalizan con Gs-1 que es un componente de la 1,3 B-glucano sintasa.
Esta separacidon espacial y funcional sugiere que la coleccidn de vesiculas en el Spitzenkorper no es un
evento al azar, sino un proceso altamente regulado de secrecién y crecimiento. Considerando los hallazgos
en A. nidulans de DnfA y DnfB (Schultzhaus et al., 2015) y los de DNF-2 en este trabajo, se puede decir que
tienen un papel complementario en el soporte del crecimiento polarizado a través de diferentes tipos de

vesiculas.
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Capitulo 9. Conclusiones

e La similitud en el sitio de especificidad sugieren que el sustrato de DNF-1 es fosfatidilcolina y
fosfatidiletanolamina y para DNF-2 fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina.

e La tirosina en la posicién 620 de Dnfl es reemplazada por un triptéfano en el amino acido en la
posicién 620 de DNF-1.

e El motivo NPFxD de endocitosis esta presente tanto en DNF-1 como DNF-2.

e DNF-2 se localiza exclusivamente en el nucleo del Spitzenkdrper en las membranas de las
microvesiculas.

e DNF-2 se transporta de manera anterograda desde regiones anteriores al subdpice.

e DNF-2 colocaliza con vesiculas que acarrean la quitina sintasa 1 CHS-1

e DNF-2 participa en la estratificacidon del Spitzenkérper modificando la composicion fosfolipidica de la
superficie de las vesiculas.

e La mutacién dnf-1 y dnf-2 tiene un severo efecto en el crecimiento vegetativo y produccion de hifas
aéreas.

e La mutacion dnf-1y dnf-2 afecta la reproduccion sexual.

e La endocitosis no se ve notoriamente afectada en las mutantes Adnf-1 y Adnf-2

e Laausencia de DNF-2 desestabiliza el Spitzenkdrper afectando el crecimiento polarizado y su direccidn.

e DNF-2 esta involucrada en la estabilidad del citoesqueleto de actina en el Spitzenkérper, en ausencia

de esta el citoesqueleto de actina presenta eventos de inestabilidad.
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