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RESUMEN de la tesis de Eddy Francisco Sanchez Le6n-Hing, presentada como
requisito parcial para la obtencion del grado de MAESTRO EN CIENCIAS con orientacion
en Biotecnologia Marina. Ensenada, Baja California, México. Agosto 2007.

LOCALIZACION DE LA QUITINA SINTETASA 1 “CHS-1” EN HIFAS EN
CRECIMIENTO DE Neurospora crassa

Resumen aprobado por:

Dra. Meritxell Riquelme Pérez
Director de Tesis

La quitina es el principal componente estructural de la pared celular de los hongos
filamentosos, y estd formada por un homopolimero de N-acetilglucosamina (GlcNAc) con
enlaces B-1,4. La biosintesis de este polimero se lleva a cabo por medio de la accion
catalizadora de la enzima quitina sintetasa (CHS). Aunque se conoce la participacion de las
quitinas sintetasas en el proceso de formacion de la pared celular, un proceso altamente
polarizado, se desconocen las rutas de trafico de dichas enzimas desde los puntos de
sintesis hasta los lugares de crecimiento activo en la pared celular, es decir los 4pices de las
hifas. Actualmente se conocen para Neurospora crassa siete genes de quitina sintetasas:
chsl, chs2, chs3, chs4, chs), chs6'y chs7. En este trabajo se realizo una fusién para marcar
la CHS-1 con la proteina verde fluorescente (GFP) y poder observar y analizar por medio
de microscopia confocal de alta resolucion el trafico de vesiculas en hifas en crecimiento de
N. crassa. Se expresaron las fusiones a partir del promotor nativo o un promotor fuerte. Las
fusiones correspondientes se utilizaron para transformar las cepas mutantes de N. crassa
FGSC#9717 (delta mus-51::bar+; his-3) y N. crassa FGSC#9718 (delta mus-51::bar+) las
cuales poseen una mutacion que impide la integracion ectdpica de los casetes de insercion
en el genoma de N. crassa durante la transformacion. Las observaciones de las cepas
transformantes seleccionadas mediante microscopia confocal de escaneo con laser
permitieron el analisis de la localizacion y trayectoria de estas enzimas marcadas con GFP a
niveles cercanos a los propios de las proteinas en cuestion. En el estudio se incluyeron
ensayos con la sonda fluorescente (FM4-64) y el inhibidor de la ruta reticulo
endoplasmatico-Golgi (Brefeldina A, BFA) con la finalidad de definir la localizacion y
ruta de secrecion de CHS-1-GFP.

Palabras clave: Quitina sintetasa, GFP, Pared celular, Neurospora crassa



ABSTRACT of the thesis presented by Eddy Francisco Sanchez Ledn-Hing, as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in MARINE BIOTECNOLOGY.
Ensenada, Baja California, Mexico. August 2007.

CHITIN SYNTHASE 1 “CHS-1” LOCALIZATION IN Neuroposra crassa
GROWING HYPHAE

Chitin is the major structural constituent of the cell wall of filamentous fungi, and is
composed of N-acetylglucosamine (-1,4-linked monomers. Chitin biosynthesis is
accomplished through the catalyzing action of a group of enzymes named Chitin Synthases
(CHS). Despite the accepted role of Chitin Synthases in cell wall assembly, a highly
polarized process, it is not well understood how these enzymes are transported from their
sites of synthesis en route to the highly active hyphal apex. At present about seven CHS
genes have been reported in the filamentous fungus Neurospora crassa: chsl, chs2, chs3,
chs4, chs5, chs6 and chs7. In this research we fused the green fluorescent protein (gfp) with
a class III CHS gene, chsl, attempting to visualize and analyze vesicles containing CHS-1-
GFP in Neurospora growing hyphae. The gene fusions were expressed under the control of
the native chsl promoter or a strong promoter (ccgl). N. crassa strains FGSC#9717 (delta
mus-51::bar+; his-3) and N. crassa FGSC#9718 (delta mus-51::bar+) deficient in NHEJ
(non-homologous end joining) were used as host strains for transformation given their high
frequency of homologous recombination when exogenous DNA is introduced. Laser
Scanning Confocal Microscopy (LSCM) observations of transformed selected strains
allowed the analysis of the cellular localization and tracking the traffic of fluorescent
particles labeled with GFP, at their native protein expression level. An endocytic
fluorescent probe (FM4-64) and an inhibitor that interferes with ER-Golgi vesicle traffic
(Brefeldin A, BFA) were utilized to investigate the secretory route of CHS-1-GFP.

Keywords: Chitin synthase, GFP, Cell wall, Neurospora crassa.
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Plasmido pMF272: En el diagrama: 3’flan region his-3 (regién
3’flanqueante del locus his-3), prom ccg-1 (Promotor fuerte),
SGFP (gen variante Proteina Verde Fluorescente), 5’trunc his
(regidon de complementacion de mutacion en his-3) (Modificado
de Freitag et al., 2004)

Plasmido pMF357: En el diagrama: Pccg-1 (Promotor fuerte), H1
(gen de la histona HI), egfp (variante Proteina Verde
Fluorescente), hph (gen de resistencia a la higromicina), Amp-R
(gen de resistencia a la ampicilina)

Plataforma de Transferencia de ADN del gel a la membrana.

Diagrama de componentes involucrados en la inmuno y
quimiodeteccion, para identificar bandas de ADN en la membrana
en la prueba de Southern blot.

Electroforesis en gel de agarosa con las bandas correspondientes
al gen chsl en cada carril, amplificado con la polimerasa de alta
fidelidad Platinum® HIFI ADN Polimerasa (Invitrogen®) (A).
Fragmento correspondiente al vector pMF272 digerido con las
enzimas de restriccion Xba [y Pac 1 (B). Bandas del gen chsl en
dos cepas de E. coli obtenidas por PCR de colonia (C). Imagen de
bandas de ADN del marcador Lambda digerido con las enzimas
EcoR 1y Hind 1II indicando su tamano en bp (D). Diagrama del
vector disefiado pESLO1-1 con la fusion Pccgl-chsi-gfp (E).

Electroforesis en gel de agarosa con la banda (carril 1)
correspondiente al fragmento 3’flanqueante del gen chsl,
amplificado con la polimerasa de alta fidelidad Platinum® HIFI
ADN Polimerasa (Invitrogen®) (A). Bandas de cada carril (1 y 2)
fueron obtenidas del producto de digestion del vector pMF357
con las enzimas Kpn 'y Pst 1 (B).
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Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR de colonia
de 20 cepas de E. coli transformadas con el vector pES061-1
[Cada banda 1-4 corresponde al resultado de 5 colonias] (A).
Bandas obtenidas del producto de la digestion del vector
pESLO1-1 con las enzimas Xba 1 y Pac 1 (B). Bandas obtenidas
del producto de la digestion del vector pES061-1 con las
enzimas Xba 1y Pac I (C). Diagrama del vector pES061-1 con
la region 3’flanqueante de chsl (D). Diagrama del vector
disefiado pESL02-3 con la fusion: chsi-gfp-hph-region flanq. 3’
(E).

Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR de colonia
de 20 cepas de E. coli transformadas con el vector pESL02-3
[Cada banda 1-4 corresponde al resultado de 5 colonias] (A).
Bandas en carril 3 obtenidas del producto de la digestion del
vector pESL02-3 con las enzimas Kpn I (B).

Electroforesis en gel de agarosa del plasmido pESLOI-1
linearizado con Ssp 1 [Bandas 1 y 2] (A). Conidias de la cepa
TES1-15 transformadas por electroporacion con el vector
pESLO1-1. Esta imagen se obtuvo con el microscopio confocal
invertido Zeiss LSM-510 META vy lente objetivo Neofluar
100X, N.A. 1.3 (Carl Zeiss®, Gottingen, Germany) (B) Escala:
10pm.

Imagenes de conidias transformadas con el vector pESL02-3.
Esta imagen se obtuvo con el microscopio confocal invertido
Zeiss LSM-510 META y lente objetivo Neofluar 100X, N.A.
1.3 (Carl Zeiss®, Gottingen, Germany). Escala: 10pm.

Diagrama de los sitios de alineamiento de los oligonucleétidos
en el ADN de la cepa TES1-15 (A). Electroforesis en gel de
agarosa del producto de PCR de ADN de la cepa transformante
TES1-15, utilizando los oligonucle6tidos Mrp10-Mrpl1 [carril
1]y Mrp12-Mrp13 [carril 2] (B).

Diagrama de los sitios de corte de la enzima BamH 1 en el locus
del gen chsl en las cepas transformantes y control de N. crassa.
Los fragmentos esperados para cada cepa corresponden a los
respectivos diagramas: NES1-15 (A y B), N. crassa FGSC#9717
(A), NES2-11 (C) N. crassa FGSC#9718 (A).
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Placa fotografica con las bandas obtenidas por Southern Blot
correspondiente a los fragmentos liberados por digestion con la
enzima BamH 1 a partir de ADN gendémico de cada una de las
cepas. Los resultados del carril 0 pertenecen a la cepa NES1-15,
carril 1 a la cepa N. crassa FGSC#9717, carril 2 a la cepa NES2-
11 y carril 3 a la cepa N. crassa FGSC#9718.

Crecimiento radial de colonia en caja petri de las distintas cepas
transformadas y control. Las mediciones se realizaron utilizando
un microscopio estereoscopico Olympus SZX12. Media (m),
Desviacion Estandar (1), Intervalo de confianza 95% (I).

Crecimiento individual de las hifas de las cepas transformadas y
cepas control. Las mediciones se realizaron bajo el microscopio
confocal invertido Zeiss LSM-510 META. Media (m),
Desviacion Estandar (1), Intervalo de confianza 95% ().

Imagenes confocales de las cepas transformantes TESI-15,
NESI1-15, TES2-11 y NES2-11. Todas las imagenes muestran
particulas fluorescentes de distintos tamafios en la region suba-
pical (flechas blancas) y muy concentradas en el Spk (flechas
rojas). La figura 16F demuestra la co-localizacion del Spk a
través del traslape de la imagen de contraste de fases y la imagen
confocal fluorescente. La fluorescencia muy cercana a la
membrana plasmatica se indica con la flecha amarilla. Las
imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal invertido
Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Goéttingen, Germany),
con los lentes objetivos Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®).
Escala: Spum.

Diametro del area correspondiente al marcaje con la proteina
CHS-1-GFP. En la region correspondiente al Spk de las cepas
transformantes. Las mediciones se realizaron bajo el
microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META. Media
(m), Desviacion Estandar (['1), Intervalo de confianza ().
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Area correspondiente al marcaje con la proteina CHS-1-GFP en
la region correspondiente al Spk de las cepas transformantes.
Las mediciones se realizaron bajo el microscopio confocal
invertido Zeiss LSM-510 META. Media (m), Desviacion
Estandar ([7), Intervalo de confianza (I).

Imagenes confocales de las cepas transformantes TES1-15 (A)
y NESI-15 (B). Las hifas de ambas imagenes muestran
particulas fluorescentes de variado tamafio en las regiones
subapicales de las hifas. Notese la mayor abundancia de
particulas en la transformante NES1-15. Las imagenes fueron
tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510
META (Carl Zeiss®, Gottingen, Germany), con los lentes
objetivos Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: Sum.

Imégenes confocales en serie de tiempo de una hifa de la cepa
transformante TES1-15 mostrando una particula o grupo de
particulas fluorescentes (flecha blanca) muy cercano a los
nucleos (flecha roja) en una misma hifa [Figura A: 6.04seg;
B:12.1seg; C: 60.4seg; D:66.5seg]. Las imagenes fueron
tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510
META (Carl Zeiss®, Gottingen, Germany), con los lentes
objetivos Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: Sum.

Iméagenes confocales de las cepas transformantes TES1-15 y
TES2-11. Se puede apreciar en ambas transformantes
fluorescencia (flechas blancas) alrededor de los nucleos
(espacios en negro) de manera discontinua. Las iméagenes fueron
tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510
META (Carl Zeiss®, Gottingen, Germany), con los lentes
objetivos Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: Sum.

Imagenes confocales de las cepas transformantes TES2-11 (A) y
TES1-15 (B). En la imagen 17A se puede apreciar en la cepa
transformante TES2-11 la presencia de fluorescencia en
estructuras alargadas a lo largo de la hifa. En la imagen 17B se
puede ver ademds de septos marcados, cuerpos esféricos tipo
vacuolas en las hifas. Las imégenes fueron tomadas con el
microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl
Zeiss®, Gottingen, Germany), con los lentes objetivos Neofluar
100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: Sum

Pagina

64

66

67

68

69

xii



Figura

23

24

25

26

LISTA DE FIGURAS (continuacion)

Imégenes confocales de la cepa transformante TES1-15. La
imagen 23A corresponde a una region de formacion de septos.
Noétese la gran acumulacion de fluorescencia (flechas blancas)
en la zona donde se dard lugar a la formacion del septo. La
imagen 23B corresponde a una imagen en 3D formada con 10
rebanadas oOpticas de 1.0lpm. Noétese la fluorescencia muy
marcada en septos recién formados. Las imdagenes fueron
tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510
META (Carl Zeiss®, Goéttingen, Germany), con los lentes
objetivos Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: Sum

Imégenes confocales en serie de tiempo de la cepa transformante
TES2-11. Las imagenes fueron tomadas en una regién no muy
lejos del apice de la hifa, donde ocurre normalmente la
formacion de septos. Notese la gran acumulacion de particulas
fluorescentes en la zona de iniciacion del septo y como esta
concentracion de proteinas sigue un curso uniforme en direccion
y forma. Tiempo aproximado de formacion del septo en esta hifa
fue de 6.5 minutos. [Tiempo, Figura A: Oseg; B: 97seg; C:
207seg; D: 268seg; E: 305seg; F: 390seg]. Las imagenes fueron
tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510
META (Carl Zeiss®, Goéttingen, Germany), con los lentes
objetivos Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: Sum.

Area correspondiente a las vesiculas marcadas con la proteina
CHS-1-GFP en la region del Spk de las cepas transformantes
comparada con el area marcada en el Spk con la sonda
fluorescente FM4-64 (25uM). Las mediciones se realizaron bajo
el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META.
Media (m), Desviacion Estandar ([]), Intervalo de confianza al
95%(I).

Iméagenes confocales con la cepa transformante TESI1-15
tratadas con la sonda fluorescente FM4-64 (25uM). Noétese la
co-localizacion de la CHS-1-GFP con FM4-64 en el Spk (A), en
septos previamente formados (B-D) y en septos en formacion
(E-G). Las imagenes fueron tomadas con el microscopio
confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®,
Gottingen, Germany), con los lentes objetivos Neofluar 100X
(N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: Spum
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Todas las imagenes muestran el efecto del inhibidor BFA
(100pg/ml) sobre las hifas de las cepas transformantes. Notese
en las imagenes la acumulacion excesiva de fluorescencia (A-
C). Observe el efecto de la BFA en el incremento de tamafio del
Spk (B). En la cepa TES2-11 se puede observar CHS-1-GFP
dispersa y distribuida en parches de gran tamafio El inhibidor
fue aplicado sobre la zona de extension del micelio de forma
directa. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio
confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®,
Gottingen, Germany), con los lentes objetivos Neofluar 100X
(N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: A,D: Sum; B: 2um

Imégenes en bajo aumento de la cepa transformante TES1-15
antes (A) y después (B) del tratamiento con el inhibidor (BFA,
100pg/ml). Notese la diferencia en la morfologia de las regiones
apicales entre las dos imdgenes. En el recuadro de la imagen B
se puede observar un aumento donde la hifa principal se ha
ramificado en hifas mas cortas. Las imdgenes fueron obtenidas
con el estereoscopio SZX12 (Olympus®).

Area del Spk de cepas transformantes tratadas con BFA
(100pg/ml).  Las mediciones se realizaron sobre imagenes
obtenidas en el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510
META. Media (m), Desviacion Estandar ([), Intervalo de
confianza 95% (I).
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I. Introduccion

L 1. La Pared Celular Fungica
I.1.1. Caracteristicas y Composicion

Una de las caracteristicas particulares de los hongos filamentosos es la capacidad de
formar células tubulares o hifas que se extienden mediante crecimiento apical altamente
polarizado. Las hifas estdn en contacto con el medio externo que los rodea mediante una
estructura que los envuelve llamada pared celular. Esta estructura confiere caracteristicas
fisicas unicas a los hongos como una gran presion de turgencia, crucial en la supervivencia
y desarrollo de estos organismos, cuya nutricion depende de la absorcion de materia
organica externa. La fortaleza mecénica de la pared celular es otra particularidad que
permite a los hongos adoptar una gran variedad de formas para adaptarse a diversos
espacios ecologicos, ademés de otorgarle el poder de penetracion y diseminacion del
micelio capaz de explotar las formas mds recalcitrantes de materia organica (Bartnicki-
Garcia 1987). Las caracteristicas quimicas de la pared fungica también proveen de
proteccion a las células contra la radiacion ultravioleta, lisis enzimadtica, solventes
organicos, sustancias toxicas y la desecacion (Gooday 1995). De manera general la pared
celular de los hongos quimicamente contiene entre 80 a 90% de polisacaridos, siendo el
resto de su composicion proteinas y lipidos (Bartnicki-Garcia 1968). El contenido y la
proporcion de los principales polimeros de la pared celular es variable segun el grupo
taxonomico de los organismos. Esta caracteristica fue temporalmente utilizada para
distinguir entre diferentes grupos de hongos (Bartnicki-Garcia 1968; Gooday 1995). No
obstante entre los principales y de mayor abundancia estan: la quitina, glucanos con enlace

B-(1-3) y PB-(1-6), quitosano, celulosa, xilomanoproteinas, galactomanoproteinas, acido



poliglucuronico, glucuromanoproteinas y polifosfato (Bartnicki-Garcia 1968; Gooday
1995). La quitina en la pared celular fungica prevalece como una estructura de
microfibrillas entretejidas, embebidas en una matriz amorfa compuesta principalmente de
glucanos, mananos, galactanos y heteropolisacaridos (Bartnicki-Garcia 1968). Se han
sugerido Distintos modelos respecto a la organizacion estructural de los diferentes
polisacaridos en la pared celular de los hongos, siendo la quitina un componente importante
que se encuentra formando enlaces con ella misma y con otros polimeros (Cabib et al.,
2001; Fontaine et al., 2000; Hunsley y Burnett 1970). Algunos estudios han estimado que
la proporcion aproximada de quitina de la pared celular en S. cerevisiae es del 1-2%
mientras que en hongos filamentosos representa entre el 7 al 20% (Bartnicki-Garcia 1968;

Bulawa 1993; Bull 1970; Ruiz-Herrera 1992; Schoffelmeer et al., 1999).

I.1.2. La Quitina

La quitina es el segundo biopolimero mas diseminado en la naturaleza después de la
celulosa y se encuentra en una gran diversidad de invertebrados y hongos. La quitina por
sus caracteristicas quimicas y fisicas, es wun polimero fibroso muy versatil
fundamentalmente por su gran estabilidad y fortaleza. Actualmente se conoce que este
polisacarido es uno de los principales componentes estructurales de la pared celular de los
hongos filamentosos, cuticula del exoesqueleto de artropodos marinos y terrestres, ademas
forma parte de los tejidos intestinales de algunos insectos (Bartnicki-Garcia 1968;
Merzendorfer y Zimoch 2003; Nelson y Cox 2005; Tellam ef al., 2000). Quimicamente la
quitina es un homopolimero lineal compuesto por residuos de N-acetilglucosamina

(GlcNACc) unidos por enlaces glicosidicos B-(1—4). La configuracion beta () de enlace de



los monomeros, le otorga propiedades fisicas y estructurales distintas a otros polisacaridos
que se encuentran en la naturaleza como el almidon, glucogeno, y dextrano. Al igual que la
celulosa, a la quitina por sus caracteristicas de ensamble, no es posible atribuirle un peso
molecular especifico. La unica diferencia quimica de la quitina con la celulosa es que la
primera posee un grupo amino acetilado en vez de un grupo hidroxilo en el carbono 2
(Nelson y Cox 2005). Los polimeros de quitina tienden a formar microfibrillas extendidas
entre 1-3nm de didmetro que son estabilizados por enlaces de hidrogeno formados entre los
grupos amino y grupos carbonilos (Bracker et al., 1976; Merzendorfer y Zimoch 2003). En
la naturaleza la quitina puede ocurrir en tres diferentes modificaciones cristalinas, llamadas
o, B, y v quitina; que difieren principalmente en el grado de hidratacion, en el tamafio y en
el niimero de cadenas de quitina por unidad celular (Kramer y Koga 1986; Rudall y
Kenchington 1973). Se conoce también la presencia de estados transitorios no cristalinos de
la quitina en sistemas fungicos (Vermeulen y Wessels 1986). Es posible que la
configuracion cristalina “o” de la quitina sea la que se encuentre en la pared celular de los
hongos, debido a que ésta forma enlaces de hidrogeno entre las cadenas antiparalelas de los
monomeros de GlcNAc incluyendo los grupos amino, incrementando su capacidad
hidrofobica y previniendo la disolucion de cristales de quitina (Blackwell 1982; Lipke y

Ovalle 1998).

1. 2. Biosintesis de la Pared Celular
1.2.1 Crecimiento Apical y El Spitzenkorper
Las células fungicas para desarrollar un crecimiento altamente polarizado requieren

mantener un crecimiento apical a través del suministro finamente orquestado en tiempo,



espacio y cantidad de material orgdnico necesario para el crecimiento de la membrana
plasmatica y la pared celular con todos sus componentes (Gooday 1995). Asi pues, para
entender como ocurre este proceso es necesario entender como los hongos desarrollan la
capacidad de crecimiento apical.

Las hifas poseen un mecanismo de secrecion que les permite crear un gradiente
polarizado en sus apices para la formacion de la pared celular. La habilidad de organizar
espacialmente todos los componentes necesarios para el crecimiento polarizado sugiere que
un mecanismo complejo de biosintesis y transporte se lleva a cabo desde las regiones mas
distales de la hifa hasta el apice (Bartnicki-Garcia 2002). Uno de los elementos clave para
descifrar el mecanismo del crecimiento hifoide es el Spitzenkdrper (Spk), un complejo
multivesicular que por su posicién, composiciéon y comportamiento se cree que funciona
como un centro suministrador de vesiculas (VSC) para la elongacion de la hifa (Bartnicki-
Garcia et al., 1989). El Spk o cuerpo apical, fue visualizado por primera vez mediante el
uso de Microscopia de Contraste de Fases como una estructura que se localizaba en los
apices de las hifas en crecimiento (Girbardt 1957). Unas de las caracteristicas que
acompafiaban la presencia de este cuerpo apical en algunos hongos fueron: 1) la presencia
unicamente en apices de hifas en crecimiento, 2) su formacidn en sitios de germinacion de
esporas y formacion de ramificaciones, y 3) su localizacion correlacionaba con su posicion
y la direccion del crecimiento. Con estas observaciones Girbardt fue el primero en
encontrar una relacion entre el comportamiento del Spk con la morfogénesis de las hifas.
Observaciones posteriores usando Microscopia Electronica de Transmision (MET)
caracterizaron la morfologia variable del Spk asi como la organizacion ultraestructural en

los &pices de las hifas de varias especies fungicas (Grove y Bracker 1970). Ahora se conoce



que el Spk es un complejo estructural multicomponente dominado por vesiculas que se
encuentran alrededor de una regién central compuesta por una densa red de
microfilamentos mas ribosomas (Bourett y Howard 1991; Howard 1981; Roberson y

Vargas 1994).

L 3. Quitina Sintetasas
I. 3. 1. Caracteristicas Generales

El crecimiento y desarrollo de los hongos filamentosos involucra el proceso de
sintesis de pared celular, y en particular del esqueleto microfibrilar compuesto
principalmente de quitina. Aunque la quitina es un biopolimero muy importante en la
naturaleza el conocimiento acerca de su biosintesis no esta del todo resuelto (Merzendorfer
y Zimoch 2003). Actualmente se sabe que la sintesis de quitina es catalizada por medio de
enzimas, altamente conservadas, llamadas quitina sintetasas (UDP-N-acetil-D-glucosamina:
quitina 4-B-N-acetilglucosaminiltransferasa), las cuales utilizan UDP-N-acetilglucosamina
(UDP-GIcNAc) como sustrato, adicionando en particular mondmeros de GIcNAc a la
cadena del polimero (Glaser y Brown 1957). La reaccion que catalizan se puede describir
de este modo:

UDP-GlcNAc + (GleNAc), <> (GleNAc),; + UDP

Estudios en fracciones microsomales en insectos y crusticeos establecieron la posibilidad
de la transferencia de GIcNAc a un lipido como intermediario o aceptor durante el
ensamble de quitina, aunque no hay atin suficiente evidencia que sostenga esa afirmacion
(Merzendorfer y Zimoch 2003). No obstante, en hongos se sabe que no se requiere otro

aceptor ademas del UDP-GIcNAc para iniciar la polimerizacion de la quitina (McMurrough



y Bartnicki-Garcia 1971). Una de las caracteristicas comunes de las quitina sintetasas es
que su actividad es dependiente de la presencia de los cationes divalentes Mg®" o Mn*" y es
incrementada por proteolisis, lo que sugiere la existencia de formas zimogénicas (Duran et
al., 1975; Leal-Morales et al., 1988; Ruiz Herrera et al., 1975). Hasta ahora se sabe que la
biosintesis de fibrillas de quitina la realizan un grupo o familia de isoenzimas que poseen la
misma actividad pero que catalizan la formacion de quitina probablemente en distintos
lugares de la célula y en diferentes tiempos durante el ciclo celular de los hongos. Por esta
razén es muy posible encontrar varios genes que codifican para las quitina sintetasas en un
mismo organismo (Choquer et al., 2004; Ichinomiya et al., 2005; Roncero 2002; Weber et

al., 2006).

Inicialmente el estudio y descripcion de las quitina sintetasas comenz6 con la
levadura S. cerevisiae donde se describid por primera vez a mediados de los afios 80 el gen
Chsl (Cabib et al., 1996). Posteriormente se logrd identificar un segundo gen, Chs2, que
codificaba para una proteina con actividad quitina sintetasa en una mutante nula para el gen
Chsl (Silverman et al., 1988). Aunque ambas enzimas comparten gran homologia en la
secuencia de aminodcidos, no asi en funcion que varia segun el proceso de formacion de
estructuras de division celular (Roncero 2002). A la proteina ScChslp se le atribuye
actividad quitina sintetasa durante la reparacion de la pared celular durante la citocinesis
(Cabib et al., 1989), mientras que la ScChs2p esta involucrada en la sintesis de quitina para
la formacion del septo primario (Silverman et al., 1988). Finalmente estudios con mutantes
resistentes a “calcofluor white”, una sonda fuorescente para marcar quitina en las células, y

con mutantes deficientes en la sintesis de quitina en vivo permitieron identificar una



proteina adicional con actividad quitina sintetasa, pero de baja homologia respecto a las
otras dos quitinas sintetasas descritas (Roncero 2002). Esta 0ltima quitina sintetasa, la
ScChs3p, es responsable de la sintesis del 90% de la quitina celular (Valdivieso et al.,
1991), y se caracteriza por depositar quitina a manera de anillo en la base de la yema
emergente, que finalmente es retenida por la célula parental después de la citocinesis.
Aunque se sabe también que deposita quitina en menor proporcion alrededor de la pared

celular (Shaw et al., 1991).

L. 3. 2 Estructura Molecular de Quitina Sintetasas

Alineamientos para elucidar relaciones filogenéticas entre las quitina sintetasas
fingicas demuestran que existen hasta ahora reportadas 7 clases de quitina sintetasas, todas
con el sub-dominio catalitico conservado 2 (pfam03142) (Mandel et al., 2006). A partir de
la homologia de esta region se genera una divergencia en la homologia de las secuencias
generando de esta forma dos familias o divisiones: la division 1 se caracteriza por poseer un
carboxilo terminal hidrofobico y el sub-dominio catalitico conservado 1 (pfam01644)
rodeado de una regién amino terminal hidrofilica, mientras que la divisién 2 posee un
dominio catalitico precedido por un dominio de unién tipo citocromo-b5 (pfam00173).
Dentro de la division 1 encontramos las clases I, II y III. En la divisién 2 encontramos las
clases IV, V y VIIL. Las dos ultimas clases mantienen una region conservada del tipo
miosina motora en su extremo amino terminal (Fujiwara et al., 1997). Las quitina sintetasas
de clase VI no mantienen ninguna homologia con las divisiones mencionadas anteriormente
(Choquer et al., 2004; Mandel et al., 2006). Algunos autores han sugerido que las

relaciones entre las diferentes clases de quitina sintetasas y sus dominios estructurales



podrian ser utiles como referencia para la caracterizacion funcional de las quitina sintetasas

(Mandel et al., 2006).

L. 3. 3. Las Familias de Quitina Sintetasas

Diversos estudios han reportado la identificacion de genes de diferentes clases de
quitina sintetasas en algunas especies de hongos filamentosos como: Aspergillus fumigatus
(Nierman et al,, 2005), A. nidulans (Fujiwara et al, 1997, Motoyama et al., 1997;
Motoyama et al, 1994; Takeshita et al., 2006; Yanai et al., 1994), Botrytis cinerea
(Choquer et al., 2004), Candida albicans (Au-Young y Robbins 1990; Chen-Wu et al.,
1992; Munro et al., 1998; Sudoh et al., 1993), Coccidiodes possadasii (Mandel et al.,
2006), Fusarium oxysporum (Madrid et al., 2003; Martin-Udiroz et al., 2004), S. cerevisiae
(Bulawa 1992; Bulawa et al., 1986; Silverman 1989), Ustilago maydis (Kamper et al.,
2006; Xoconostle-Cazares et al., 1997), Wangiella dermatitidis (Liu et al., 2004; Wang y
Szaniszlo 2000; Wang et al., 1999; Wang et al., 2001; Zheng et al., 2006). En N. crassa se
han identificado 7 genes que codifican para las proteinas encargadas de la sintesis de
quitina (Galagan et al, 2003) y soélo algunas de ellas han sido caracterizadas
funcionalmente (Yarden y Yanofsky 1991). Mediante técnicas de biologia molecular se ha
logrado obtener mutaciones de un gen especifico o controlar la expresion de proteinas por
medio del uso de promotores inducibles para observar las distintas caracteristicas
fenotipicas y deducir de esta manera la funcion de cada proteina o su interaccion con otras
quitina sintetasas (Horiuchi et al., 1999; Ichinomiya et al., 2005; Martin-Udiroz et al.,
2004; Motoyama et al., 1997; Yarden y Yanofsky 1991). La diversidad de quitina sintetasas

en un solo organismo sugiere la importancia fisioldégica de estas proteinas durante la



formacion de pared celular, siendo muchas de ellas esenciales para la supervivencia
(Martin-Udiroz et al., 2004). La diversidad también sugiere la posibilidad de encontrar
distintas formas de regulacion para cada una de las enzimas variando no sélo la localizacion
de su actividad sino la expresion en etapas especificas del ciclo de vida o ciclo celular. Es
interesante que las quitina sintetasas de clase III tienen la particularidad de encontrarse
unicamente en hongos filamentosos mas no en levaduras como lo hacen algunas otras
clases de estas isoenzimas (Roncero 2002). Estudios anteriores revelan que la interrupcion
de la expresion del gen chsl (Clase III) en N. crassa provoca aberraciones morfologicas
como crecimiento radial lento, ramificaciones abundantes y cortas, y alteraciones en la
direccion del crecimiento aunque se considerd como no esencial para el organismo (Yarden
y Yanofsky 1991). En el fitopatégeno U. maydis la mutacion de la quitina sintetasa de clase
III, no provocd ningtn efecto fenotipico apreciable (Weber ef al., 2006). Mientras que en
estudios con A. nidulans la proteina homologa a éstas, la ChsB tiene participacion en el
crecimiento normal de la hifa y posee interacciones importantes con la ChsD de clase (IV)
(Ichinomiya et al., 2002). Aunque las proteinas de clase III presentan gran homologia en
sus secuencias de aminodcidos, no es posible realizar un consenso sobre su funcionalidad

total en las distintas especies de hongos filamentosos.

L. 3. 4. Localizacion Subcelular de Quitina Sintetasas

Actualmente numerosas investigaciones han reportado la existencia de dos
poblaciones vesiculares en el Spk, una de vesiculas de mayor tamafio llamadas vesiculas
apicales y una poblacion de vesiculas de menor tamafio llamadas microvesiculas. Con el

objetivo de identificar la localizacién de las quitina sintetasas en hongos filamentosos, se



logré demostrar la presencia de particulas o granulos (<100 nm de didmetro) obtenidos de
homogenizados de Mucor rouxii, que expuestos a un activador y un sustrato formaban de
una a dos microfibrillas de quitina in vitro (Bracker et al., 1976). Posteriormente los
mismos autores lograron caracterizar e identificar por microscopia electronica estas
particulas acufandoles el nombre de “quitosomas”. Morfologicamente las particulas se
describieron como diminutos organelos membranosos esferoidales (de 40 a 70nm de
didmetro) de estructura compleja y apariencia variable durante el proceso de sintesis de
fibrillas de quitina (fibrilogénesis) in vitro (Bracker et al, 1976). A finales de 1980
aplicando técnicas de sedimentacion por velocidad y por gradientes de densidad se logrd
aislar de extractos de homogenizado celular de S. cerevisiae de manera refinada organelos
membranosos con actividad quitina sintetasa. La quitina sintetasa zimogénica se aislo en la
primera sedimentacion isopicnica a 265,000 x g por 21 horas con rotores de alta eficiencia,
en dos fracciones. En la primera se aislaron microvesiculas de un promedio de 61nm de
diametro y densidad de 1.15g/cm’ correspondiente a los quitosomas, mientras que en la otra
fraccion se obtuvieron vesiculas de promedio de 252nm de didmetro y densidad de
1.22g/em’ que correspondian a la membrana plasmatica (Leal-Morales et al., 1988).
Ademéds, un estudio de inmunodeteccion utilizando anticuerpos policlonales de quitina
sintetasas en el hongo filamentoso N. crassa revelo por MET que las microvesiculas
membranosas observadas en el Spk correspondian a los quitosomas (Sietsma et al., 1996).
Los quitosomas del Spk se organizan en una region central abundante en microfilamentos
de actina cuya formacion parece estar regulada por el complejo multiprotéico descrito en
levaduras denominado polarisoma (Harris y Momany 2004; Knechtle et al., 2003; Sagot et

al., 2002; Sharpless y Harris 2002). Por las caracteristicas ya mencionadas, algunos autores
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sostienen de manera convincente que los quitosomas son los contenedores para el
transporte de las enzimas quitina sintetasas hacia la superficie celular para la formacion de

pared celular de los hongos filamentosos (Bracker et al., 1976).

L. 3. 5. Ruta de Secrecion de Quitina Sintetasas

La formacion de la pared celular de los hongos filamentosos es el resultado de un
proceso de secrecion polarizado que ocurre durante el crecimiento apical de las hifas
(Bartnicki-Garcia 2002). La biosintesis de esta ocurre principalmente en tres sitios: el
citoplasma, la membrana plasmatica y la pared misma. Los polimeros estructurales como la
quitina y los B-(1-3) y B-(1-6) glucanos son sintetizados vectorialmente en la membrana
plasmatica, por sintetasas transmembranales, mientras que los componentes de la matriz
amorfa de la pared son sintetizados en el citosol (Gooday 1995). El ensamble de la pared
involucra actividades de enlace entre los polimeros y modificaciones de deacetilacion de la
quitina (Bulawa 1993).

Para poder entender como los hongos establecen el gradiente polarizado de
formacion de pared en el apice de las hifas, es necesario saber como y donde los
quitosomas o microvesiculas (transportadores de las enzimas formadores de la quitina) son
llevadas desde los lugares de sintesis hasta los sitios de crecimiento activo de la pared de
los hongos. Hasta ahora la evidencia estructural y bioquimica ha demostrado: 1) La
estructura membranosa de los quitosomas observadas en M. rouxii es mas delgada que la
membrana plasmatica (Leal-Morales ef al., 1988); 2) La naturaleza zimogénica casi total de
los quitosomas de cinco géneros de hongos (McMurrough y Bartnicki-Garcia 1971); 3) El

requerimiento constante de quitina sintetasas en los apices de hifas en crecimiento (Bulawa
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1993); 4) Ademas se ha observado la capacidad de autoensamble de subunidades 168S, las
cuales se han reportado como las estructuras membranosas vesiculares mas pequefias (7-
12nm de diametro, ~500kDa) con actividad quitina sintetasa (De Lucca y Walsh 1999;
Letscher-Bru y Herbrecht 2003; Odds et al., 2003). Todo ello hace que algunos autores
sugieran que las quitinas sintetasas siguen una ruta de secrecion distinta a la de reticulo
endoplasmatico-Golgi-vesiculas. Las células eucarioticas poseen un sistema membranal
interno que les permite regular y surtir proteinas recién sintetizadas hacia distintos destinos
dentro de la célula. La ruta convencional de secrecion utiliza este sistema endomembranal
donde proteinas recién sintetizadas en el reticulo endoplasmatico son transportadas por
medio de vesiculas hacia el aparato de Golgi, donde sufren cambios para finalmente ser
transportadas nuevamente por vesiculas hacia la membrana plasmatica o al exterior de la
célula (Alberts et al., 2002; Lodish et al., 2003). No obstante, se sabe que existen formas de
secrecion de proteinas distintas a la ruta de secrecion convencional, las cuales no requieren

pasar por el sistema endomembranal reticulo endoplasmatico-Golgi (Nickel 2005).

II. Antecedentes

Uno de los marcadores moleculares mas usados en la actualidad para el seguimiento
y analisis de proteinas en organismos vivos ha sido la proteina verde fluorescente (GFP). El
¢xito notable alcanzado por esta molécula reportera se atribuye a su pequenio tamafio de 238
amino acidos (27-kDa) y a su capacidad de excitacion cuando es irradiada con luz UV y
475nm, emitiendo fluorescencia a una longitud de onda de 508nm. Se ha observado que la
GFP es resistente a proteasas, posee una fluorescencia optima a pH 7.2-8 (Fernandez-

Abalos et al., 1998), y se puede cuantificar por fluorimetria (Fernandez-Abalos e al., 1998;
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Freitag et al., 2004; Lorang et al., 2001; Suelmann et al., 1997). Otros factores que han
llevado al uso frecuente de la GFP para analizar la localizacion de proteinas han sido las
complicaciones causadas cuando se usa otro tipo de técnicas que provocan la destruccion
de material celular durante la preparacion y fijacion de muestras, permeabilizacion celular
por sustratos, y muerte celular. La GFP es extremadamente estable en estudios in vivo 'y
puede fusionarse tanto en el extremo carboxilo terminal como en el amino terminal sin que
la proteina en estudio pierda su actividad. Por lo tanto el marcaje de proteinas con la GFP
es util no solo para el andlisis de la regulacion de genes, localizacion de proteinas o marcaje
de organelos especificos sino en el importante estudio de la dindmica celular en organismos
eucariotas (Spellig ef al., 1996). El primer estudio reportado con fusiones de proteinas con
GFP se realizd con el hongo filamentoso U. maydis (Fernandez-Abalos et al, 1998;
Suelmann et al., 1997), seguido por A. nidulans (Vanden Wymelenberg et al., 1997) y
Aureobasidium pullulans (Lorang et al., 2001). Actualmente hay reportes de estudios que
han usado GFP en mas de 16 especies fungicas (Prasher 1992).

Originalmente la GFP se obtuvo de la cepa silvestre de la medusa Aequorea
victoria, siendo Prasher (Lugones et al., 1999) quien clon6 el gen por primera vez. No
obstante, para el desarrollo de estudios con otras especies se encontré la necesidad de crear
variantes de la GFP por problemas en la eficiencia de traduccion proteica. A partir de la
GFP de A. victoria se obtuvieron las variantes SGFP, YEGFP y EGFPI1, las cuales
contienen una substitucion de la treonina 65 por una serina, confiriendo mayor
fluorescencia, solubilidad, reduccion en el fotoblanqueado y un cambio en la excitacion de
la molécula de 395nm y 470nm a 488nm. SGFP es la variante de GFP mas usada para

transformaciones de hongos filamentosos. Sin embargo, la variante EGFP1 se ha utilizado
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con ¢éxito en A. flavus, A. pullulans, Magnaporthe grisea y Podospora anserina (Cormack
et al., 1997). La eficiencia en el uso de YEGFP se ha demostrado en estudios realizados en
el hongo dimorfico C. albicans (Cormack et al., 1997). En N. crassa, en cambio se ha
logrado usar exitosamente la variante SGFP para analizar la dindmica, funcion y
organizacion, de nucleos y microtibulos (Freitag et al., 2004). Todos estos estudios
demuestran la utilidad y eficacia del uso de la GFP como una herramienta molecular para

visualizar, en tiempo real o in vivo, estructuras subcelulares y organelos.

Recientemente se ha reportado la localizacion por primera ocasion de dos quitina
sintetasas fusionadas con SGFP en el Spk, la chs3 (Clase I) y chs6 (Clase VI) en hifas en
crecimiento de N. crassa (Riquelme Pérez et al., 2007). En A. nidulans la quitina sintetasa
CsmA (Clase V), por medio de inmunofluorescencia indirecta, se ha observado cerca de
estructuras de actina, especificamente en la superficie citosolica de la membrana plasmética
en los apices de las hifas (Takeshita et al., 2005). También se detectd que la misma proteina
localizaba en sitios de septacion. Una de las desventajas de las técnicas de
inmunofluorescencia es la muerte celular causada por la fijacion de la muestra y por
consecuencia los resultados obtenidos son de localizaciones puntuales de la proteina
impidiendo realizar observaciones in vivo del trafico o dinamica de las vesiculas que
contienen dicha proteina. Mediante el uso de la proteina SGFP para analizar el modo de
expresion de la quitina sintetasa ChsE (Clase 1V) de A. nidulans se demostr6 que esta
proteina se expresa considerablemente durante las etapas tardias del crecimiento vegetativo
y durante el proceso de diferenciacion asexual, lo cual contribuye con la formacion de la

pared celular de micelio vegetativo, conidioforos y conidias (Lee et al., 2005). Hasta el
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momento, solo los estudios realizados por Riquelme et al. (2007) han presentado evidencia
con resultados in vivo de la localizacion de dos quitina sintetasas fusionadas con SGFP en
N. crassa, CHS-3-GFP y CHS-6-GFP. Sin embargo estas fusiones se expresan bajo el
control del promotor fuerte ccgl, en cepas de N. crassa que tienen el gen nativo intacto.
Algunas investigaciones se han llevado a cabo para dilucidar el rol y la localizacion celular
de las quitinas sintetasas de clase III en varias especies de hongos (Ichinomiya et al., 2002;
Martin-Udiroz et al., 2004; Mellado et al., 1996; Yarden y Yanofsky 1991). En N. crassa,
por ejemplo, la inactivacion del gen chsl, provocod defectos morfologicos y un patron de
crecimiento anormal. Evidencia de conidiaciéon escasa, micelio poco abundante, apices
deteriorados, hifas con secciones hinchadas, crecimiento lento, y reduccion de la actividad
quitina sintetasa, fueron rasgos comunes en las cepas con la mutacion del gen chs/ (Yarden
y Yanofsky 1991). La relevancia funcional de chsB de clase III, en el crecimiento de las
hifas de 4. nidulans se demostrd por las anormalidades que se presentaron en mutantes
nulas para esta proteina (Yanai et al., 1994). De igual modo, la cepa mutante simple chsG
y doble chsC chsG ambas quitina sintetasas de clase III en el hongo patégeno de humanos
A. fumigatus, manifestaron defectos fenotipicos en el crecimiento, ramificacion y en la
densidad de conidioforos (Mellado ef al., 1996). No obstante, ninguno de los estudios
anteriormente realizados describe la localizacion a nivel intracelular de esta clase de
proteinas. Hasta ahora no han sido exitosos los intentos para visualizar la localizacion
intracelular de la proteina de clase III por reemplazamiento enddgeno del gen UmchsI con
la fusion chsl-gfp en el hongo dimorfico fitopatdgeno U. maydis, debido a los bajos niveles

de expresion génica (Weber ef al., 2000).
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El objetivo de este trabajo de investigacion fue caracterizar la localizacion
subcelular in vivo de la proteina CHS-1 (Clase IIl) de N. crassa por medio del uso de
técnicas de biologia molecular y microscopia confocal de barrido de laser. Hasta ahora no
existe un estudio reportado sobre la localizacioén celular in vivo de esta proteina en esta
especie fungica. Ademas se registra por primera vez en esta especie fungica la expresion de
una fusiéon con GFP por medio de la estrategia denominada “knock in” que provoca el
reemplazamiento por recombinacién homologa del gen nativo con la fusion, bajo el control

del promotor nativo.

I11. Justificacion

La importancia de este trabajo de investigacion es incrementar el conocimiento a nivel
celular de una de las etapas del proceso de formacion del esqueleto microfibrilar de
quitina, una de las estructuras de la pared celular més importantes en los hongos
filamentosos. Debido a la presencia de varias isoenzimas ‘“quitina sintetasas” que
participan en la sintesis de quitina dentro de un mismo organismo en los hongos
filamentosos, es importante conocer la expresion espacio-temporal de cada uno de ellas,
informacion clave para la caracterizacion funcional de las quitina sintetasas y el
entendimiento del rol de cada una ellas en la morfogénesis fungica. Otro aspecto
importante de este trabajo seria la elucidacion de nuevos mecanismos de secrecion celular
incrementando el conocimiento general en la biologia celular de los hongos. Dentro de los
hongos filamentosos estdn representados los organismos patdégenos mas devastadores y
perjudiciales de cultivos agricolas (Agrios 1997), ademads representan una amenaza para la

vida de pacientes inmunocomprometidos (Walsh et al., 2004). La importancia en el
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conocimiento de la biologia celular de hongos filamentosos no sélo se enfoca al area de
fitopatologia o biomédica, sino al area industrial donde estos organismos generan billones

de dodlares en productos biotecnologicos (Wainright 1992).

IV. Impacto

Desde los afios 1970s se ha estado incrementado la investigacion dirigida al
descubrimiento de antifingicos noveles debido al gran nimero de casos de enfermedades
causadas por hongos asociados con el SIDA vy la alta frecuencia de micosis fatales causadas
por el uso intenso de medicamentos y terapias inmunosupresoras, transplante de 6rganos, y
nuevas tecnologias en cirugia. A pesar de que se han descubierto algunos nuevos
compuestos, el desarrollo y descubrimiento de compuestos antifingicos ha sido muy lento.
Por ejemplo seis de los agentes descubiertos recientemente, que pertenecen al grupo de los
triazoles y de las equinocandinas, iniciaron su desarrollo desde los 1980s. Debido a que la
lista de especies consideradas como patdgenos de humanos y de aquellas que generan
resistencia se suma a medida que pasa el tiempo, es importante el desarrollo de nuevos
agentes fungicos de amplio espectro y que no afecten de ninguna forma a células de
mamiferos. Para ello es necesario entender muy bien los mecanismos de accion de blancos
especificos para el desarrollo efectivo de fdrmacos noveles. Por ejemplo la sintesis de
quitina hasta ahora ha evadido la explotacion quimica, enfatizando la gran distancia que
hay entre el descubrimiento de blancos especificos y la creacion de nuevas drogas (Odds et
al., 2003). La importancia de este trabajo es incrementar el conocimiento respecto al
mecanismo de formacion de la pared celular de los hongos, informacioén que sera util para

el descubrimiento de nuevos blancos para el desarrollo de productos antifungicos noveles.
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V. Hipaotesis

Las quitinas sintetasas de clase III que estdn involucradas en el proceso de
formacion de pared celular se localizan en el Spitzenkorper de las hifas de
Neurospora crassa.

V. 1. Objetivo General

Determinar la localizacion celular de la quitina sintetasa de Clase III (CHS1) en
hifas maduras en crecimiento de Neurospora crassa

V. 2. Objetivos Especificos

Obtener transformantes de Neurospora crassa que expresen el gen que codifica para
la quitina sintetasa de clase III fusionado con el gen de la proteina verde
fluorescente (GFP) bajo el control de un promotor fuerte.

Obtener transformantes de Neurospora crassa utilizando la estrategia de knock in
para efectuar el reemplazamiento del gen chs/ enddgeno por una fusion chsl-gfp
bajo el control de un promotor nativo.

Analizar comparativamente por medio de Microscopia Confocal de Escaneo con
Laser la localizacion celular estatica y dinamica de la proteina en los dos tipos de
transformantes.

Analizar las caracteristicas de marcaje de la proteina con sondas fluorescentes e
inhibidores que afectan el funcionamiento de organelos involucrados en la
secrecion.

18



VII. Materiales y Métodos
VIL 1. Cepas, Medios y Condiciones de Cultivo

Las cepas de Neurospora crassa que se usaron en este estudio se encuentran en la
Tabla 1. Todas las cepas de trabajo fueron mantenidas en medio minimo de Vogel (VMM)
(Vogel 1956) solidificado con agar (DIFCO) al 1.5% para mantener la cepa auxotrofa de V.
crassa FGSCH#9717 (A mus-51::bar"; his-3; mat A), después de esterilizado se adicion¢ al
medio, el aminodcido basico L-histidina a una concentracion final de 0.5mg/ml
(esterilizado por filtracion). Para la seleccion y conservacion de cepas de N. crassa
FGSC#9718 (A mus-51::bar’; mat a) resistentes a la higromicina, se afiadié al medio
higromicina B (Calbiochem®) a una concentracion final de 200pg/ml. Para mantenimiento
de cepas a largo plazo se introdujeron en tubos con glicerol estéril al 15% bloques de agar
conteniendo micelio y se conservaron a -86°C en un ultracongelador Ultra Low Freezer
(Nuaire®).

Tabla I. Cepas de Neurospora crassa usadas en este estudio

Nombre de Cepa Genotipo #FGSC*
Mus51 A mus-51::bar"; his-3; mat A 9717
Mus51 A mus-51::bar’; mat a 9718
N1 (74-OR8-1) mat a 988
N150 (74-OR23-1V) mat A 9013

"#FGSC: Numero de cepa en el Fungal Genetics Stock Center
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Para la seleccion de cepas transformadas de N. crassa se utilizé medio VMM-FGS
(2% Sales de Vogel, 1% agar, 10% aditivo FGS). El aditivo FGS se preparé con 20% de
sorbosa, 0.5% de fructosa y 0.5% de glucosa (todos esterilizados por filtracion). Se uso el
medio sintético basico de cruzamiento (SCM) bajo en nitrogeno (Westergaard y Mitchell
1942) para inducir la reproduccion sexual y aislar ascosporas para obtener monocariontes
de las cepas transformadas de N. crassa. Todos los medios de cultivo fueron esterilizados a

121°C por 15 minutos en una autoclave (VWR® Accu Sterilizer AS12).

Para el crecimiento en medio liquido o sélido (1.5% agar bacteriolégico Becton
Dickinson, Co.) de células competentes de E. coli DH5a (Invitrogen®) se utiliz6 el medio
Luria-Bertani (LB, 1% triptona, 0.5% extracto de levadura, 1% de cloruro de sodio). La
obtencion de células competentes se realizd a partir de colonias crecidas en una de caja
Petri con medio LB s6lido. Una colonia aislada se inocul6 en un tubo de ensayo con medio
LB liquido estéril y se incub6 a 37°C con agitacion a 250rpm durante 12 a 16 horas en una
incubadora con plataforma rotatoria (Environ Shaker, Lab-Line®). El volumen total del
cultivo se agregd a un matraz con 250ml de medio LB incubando a 37°C y 250rpm hasta
obtener una ODgoo de 0.2 (aproximadamente de 2 a 3 horas). El cultivo se centrifugo a

5000rpm en una centrifuga Multifuge 1S-R (Kendro®), usando tubos de polipropileno
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estéril de 50ml. El sobrenadante se desech¢ y la pastilla se resuspendi6 en 125ml de CaCl,
estéril (50mM) a 4°C. La solucidon se mantuvo en hielo por 20 minutos y se centrifugd
como en el paso anterior. El sobrenadante se desech6 y el resto se resuspendié con 20ml de
CaCl, estéril (50mM). Las células se mantuvieron en hielo por 4 horas, para finalmente
agregarles 7ml de glicerol estéril al 50% para conservar alicuotas de 300ul en tubos
estériles de 1.5ml previamente enfriados. Las células competentes de E. coli se

almacenaron a -86°C.

VIL. 2. Clonacion y Construccion de Plasmidos
VII. 2. 1. Extracciéon de ADN

Para la extraccion de ADN gendmico de las cepas silvestres y transformantes de MN.
crassa se sembraron conidias en un matraz de 125ml conteniendo 30ml de VMM vy se
incubaron en oscuridad, sin agitacion y a una temperatura de 30°C durante 4 a 5 dias. El
micelio se colectd usando papel filtro Whatman® estéril de 125mm de didmetro. El micelio
se seco, se enrolld y se introdujo en un tubo eppendorf de 1.5ml con tapa perforada el cual
se sumergio en nitrégeno liquido de 30 a 45 segundos y luego se conservaron a -86°C hasta
llevarlas al liofilizador. La muestra se liofilizo alrededor de 24 horas (a -40°C y 0.02mbar).

El micelio liofilizado se moli6 en un mortero estéril y el pulverizado resultante se conservo
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a -20°C hasta iniciar el proceso de extraccion con el kit de extraccion de ADN DNeasy

Plant Mini Kit (Qiagen®) segun el protocolo del fabricante.

VIL. 2. 2. Disefio de Oligonucledtidos

En la tabla II se muestra una lista de todos los oligonucledtidos utilizados en este
estudio. Se disefiaron dos pares de oligonucleotidos para este estudio. Inicialmente se hizo
una busqueda de la secuencia del gen que codifica para la quitina sintetasa 1 (chs/) de N.
crassa, su secuencia promotora y la regién rio abajo del gen. Las secuencias fueron
obtenidas en el sitio http://www.broad.mti.edu. Los oligonucleotidos para chsl fueron
disefiados con las secuencias de restriccion de la enzima Xbal (TCTAGA) para las
secuencias sentido (incluyendo el codon de inicio ATG del gen), mientras que la secuencia
antisentido contenia el sitio de restriccion para la enzima Pacl (TTAATTAA) sin el codon
de paro TAA del gen. También se disefiaron oligonucledtidos para amplificar una region
flanqueante rio abajo del gen chsl de 967 pares de bases. El oligonucleétido sentido fue
disefiado con el sitio de restriccion para la enzima Kpn I (GGTACC), mientras que el
oligonucledtido antisentido se disefid con el sitio de restriccion para la enzima Pst [
(CTGCAG). Antes de enviar a sintetizar los oligonucledtidos se realizd una analisis de las

secuencias con el programa FastPCR® version 3.8.30 para identificar la posible formacion
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de estructuras secundarias o dimeros. Esto ultimo es importante para establecer condiciones
de reaccion Optimas, y para incrementar las probabilidades de obtener un resultado positivo
en la amplificacion. Ademads de esto, se analiz6 mediante el Software DNAstar® version
32.3.97 que la secuencia insertada dentro del sitio de clonacion multiple se encuentre en
marco con la secuencia del vector de clonacion pMF272, con el objetivo de evitar
problemas durante la transcripcion donde se pueden crear codones de paro o codones que
no forman parte de la secuencia de la proteina. Los oligonucledtidos pMF272F y pMF272-
R-2 se utilizaron para realizar las PCR de colonia como se describird mas adelante. Los
oligonucle6tidos MRp10, MRpl1, MRpl12 y MRpl3 se utilizaron para comprobar la
integracion de fragmentos en el locus de la Histidina-3. Los oligonucleotidos Sec22-Xbal-
F y Sec22-Pacl-R se utilizaron Gnicamente al principio de la experimentacion para llevar
un control de la calidad de los reactivos de PCR y comprobar que el ADN gendmico no

estuviera degradado.
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Tabla II. Oligonucledtidos usados en este estudio

Nombre Secuencia 5°—3’ Tm (°C) Ta (°C) | Amplicon (Kb) Referencia
Chs1-Xbal-F-N GTCCTCTAGAATGGCGTACCACGGTC 62.1 Este estudio
58 2.886
Chs1-Pac1-R-N GCGTTAATTAAGCGACGGGCAAAGCA 62.1 Este estudio
Chs1-3'flank-F ACTGGGTACCGCTAGGCAAACCCAAAAACACG 66.5 Este estudio
61 0.967
Chs1-3'flank-R TACGCTGCAGAACCCGTCACGTCAGCAAAC 66.7 Este estudio
pMF272F CAAATCAACACAACACTCAAACCA 54.5 (F re‘;gg 46; al,
55 . -
pMF272-R-2 AGATGAACTTCAGGGTCAGCTTG 62 (R‘qi‘;“g%g%ez e
MRp10 AGAGACAAGAAAATTACCCCCTTCTT 62 (qui?m;%g%ez e
55 32 46, =8
MRpl1 AACTACAACAGCCACAACGTCTATATC 61 (qu‘zl“;%g%ez el
MRp12 ATAATGAACGGAAGGTAGTTGTAGAAAG 61 (R‘q‘zhgeog;“;ez e
55 2.1 _ab, 200
MRp13 ATGGATATAATGTGGCTGTTGAAAG 60 (quzﬁ;lrr;%g%ez e
Sec22-Xbal-F CTAGTCTAGAATGATCCGCTCAA 583 Este estudio
54 0.622
Sec22-Pacl-R GGCCCTTAATTAAAAAGAAGAATCTC 58.8 Este estudio

Nota: Tm: temperatura en grados centigrados de desnaturalizacion calculada por el fabricante. Ta: temperatura de alineamiento
utilizada en este estudio para cada reaccion. Kb: kilobases.




VILI. 2. 3. Amplificacion de Fragmentos de ADN

Para las amplificaciones de los fragmentos chs y chsl-3’ flang se uso la técnica de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) con un termociclador iCycler (BioRad®). Las
condiciones de temperaturas utilizadas en cada reaccion de PCR fue de: un ciclo de 95°C
por 2 minutos para la desnaturalizacion, de 25 a 30 ciclos para la amplificacion, siendo
cada ciclo de 95°C por 30 segundos para la desnaturalizacion, las temperaturas de
alineamiento en funcidon de cada par de oligonucleotidos (Ver Tabla II) por 30 segundos y
para la extension 72°C con un tiempo determinado en funcion del nimero de pares de bases
de los fragmentos a amplificar y el tipo de ADN Polimerasa utilizada. Finalmente se usé un
ciclo de 72°C de 5 minutos para la extension final. Para las reacciones de PCR con un
volumen de 50pl se uso lo siguiente: 1ul de ADN gendmico de N. crassa (~100ng/ul), 1ul
del oligonucleotido sentido y 1ul del antisentido (10uM), 2ul de una mezcla de
deoxinucledtidos (adenina, guanina, timina y citosina, 2.5M), 5ul de MgCl, (25mM), Sul
solucion amortiguadora (10X) de la enzima, 0.5ul de 7ag ADN polimerasa (Promega®,
5U/ul), 34.5ul de agua desionizada estéril. Cuando se uso la enzima Platinum Tag Hi-Fi
ADN Polimerasa (Invitrogen®) se utilizé 1.5ul de MgSO4 (50mM) en reemplazo de
MgCl,, ajustando el volumen a 50ul con agua desionizada estéril. La mezcla de todos los
reactivos se realizo en hielo. La Tag ADN Polimerasa (Promega®) se uso solamente para
establecer las condiciones de temperatura Optimas de reaccion. Sin embargo, para obtener
los fragmentos requeridos para la clonacion se us6 la enzima de alta fidelidad Platinum®
HIFI ADN Polimerasa (Invitrogen®). Los productos de PCR se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa (1%) (grado analitico, Promega ®) y bromuro de etidio

(0.1pg/ml, Invitrogen®) comparandolas con el marcador molecular Lambda ADN EcoR 1
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+ Hind 111 (Promega®). El gel se sumergio en una solucién de TAE 1X (40mM Tris-
acetato, ImM EDTA) dentro de una celda de electroforesis Mini Sub Cell GT (Biorad®).
Los productos de PCR se cargaron en el gel de electroforesis, mezclandolos con solucion
amortiguadora de carga Blue/Orange Loading Dye 6X (Promega®) a razén de 6:1. El
voltaje utilizado en la mayoria de las pruebas de electroforesis fue de 7.5 V/cm usando la
unidad de carga PowerPac BASIC (Biorad®). La deteccion de las bandas amplificadas de
ADN en el gel se desarrolld mediante luz ultravioleta con el equipo Molecular Imager Gel
Doc XR System (Biorad®). Las bandas de ADN de tamafio esperado, cuando se requeria,
fueron escindidas del gel y purificadas usando el kit Qiaquick Gel Extraction Kit®

(Qiagen). La elucidn final se realizo con 30ul de agua solucion de elucion del kit.

VIL. 2. 4. Construccion del Plasmido pESLO1-1

Para crear la fusion chsi::gfp los fragmentos amplificados por PCR y aislados en el paso
anterior fueron ligados al vector de clonacion pMF272 (Fig. 1), ambos previamente
digeridos con las enzimas de restriccion Xba [ 'y Pac 1. En las digestiones para un volumen
total de reaccion de 20ul se mezcld: 0.5ul de Xba 1 (20U/ul) y Pac 1 (10U/ul) ambas de la
marca New England Biolabs (NEB), 2ul de soluciéon amortiguadora #2® 10X (NEB), 2ul
de suero de albimina bovina 10X (NEB) y de 3-15 pl del fragmento de ADN obtenido
mediante la purificacion de producto de PCR 6 del vector de clonacion. La mezcla de los
reactivos se realizd en hielo, se incubd a 37°C de 3 horas y se inactivd la reaccion
llevandola a 65°C por 20 minutos. Para evitar la religacion de los extremos digeridos
parcialmente se afiadio 1ul de fosfatasa alcalina de camarén (1U/ul, Promega®), incubando

a 37°C de 30 minutos a 1 hora y se inactivd con Ilul de EDTA (0.5M, pH 8). Las
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digestiones se realizaron con el fin de crear los extremos cohesivos tanto de los fragmentos
de ADN amplificados por PCR como de los vectores para realizar el proceso posterior de
ligacién. La purificacion de los productos de digestion se realizé utilizando el kit Qiaquick
Gel Extraction Kit® (Qiagen), para luego concentrar la muestra por medio de precipitacion
con etanol. Este Gltimo consistio en afiadir al volumen total de la digestion 10% de acetato
de sodio (pH 5.2) y 200% del volumen final de etanol (96%) a -20°C, enfriando por 30
minutos a -86°C. Luego se centrifugd por 15 minutos y se desechd el sobrenadante,
evitando tocar la pastilla o el fondo del tubo. Se lavd el ADN afiadiendo 200ul de etanol
70% a -20°C, para luego centrifugar por 5 minutos, desechando el sobrenadante y dejando
secar la muestra incubandola a 37°C. Finalmente se resuspendido con 12ul de agua
desionizada estéril. Para la purificacion del vector digerido se analizd6 en gel de
electroforesis el producto de la digestion, realizando la escision de la banda de tamafio
esperado y utilizando el kit mencionado anteriormente. La concentracion final de los
productos de digestion se midieron corriendo 3ul de cada muestra en gel de electroforesis.
Todas las ligaciones se realizaron anadiendo cantidades del vector y el inserto a una razén
molar aproximada de 1:3. Las reacciones llevaron ademéas 10% de solucion
amortiguadora® de T4 ligasa (Promega), y 1ul de T4 ligasa (3U/ul, Promega) y se aford
con agua desionizada estéril para mantener la concentracion molar. Las reacciones se

incubaron a 16°C por una hora y luego se dejaron por 24 a 48 horas a 4°C.

El producto de cada ligacion se uséd para transformar células competentes de E. coli
DH50® (Invitrogen) por choque térmico. Este proceso se llevo a cabo para obtener grandes

cantidades de cada una de las construcciones. Las células competentes E. coli DH50®
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(Invitrogen) conservadas a -86°C se descongelaron en hielo y se tomaron alicuotas de 50ul
para mezclar con 5 a 15ul del vector recombinante (producto de la ligacién) en un tubo
estéril de 1.5ml. La solucion se mezcld suavemente sin pipetear y se mantuvo en hielo por
30 minutos. Luego se introdujo el tubo en un bloque térmico Standard Heatblock (VWR®)
por 2 minutos a una temperatura de 42°C. Se introdujo el tubo nuevamente en hielo por 2
minutos y se afadiéo 950ul de medio LB precalentado a 37°C y se incubd por 1 hora a la
misma temperatura y 225rpm. El cultivo fue sembrado en una placa con LB sélido con
ampicilina (100pg/ml), y se incubd de 10 a 16 horas a 37°C hasta observar colonias en la
placa. Es importante mencionar que los plasmidos pMF272 y pMF357 contienen en su
secuencia el gen que codifica para la f-lactamasa, proteina que confiere resistencia a la
ampicilina. De esta manera se seleccionaron solamente las colonias resistentes a la
ampicilina para realizar las pruebas de PCR de colonia. Esta ultima prueba se us6 para
verificar que las cepas de E. coli DHS5a contenian el plasmido recombinante. Para ello se
tomaron muestras de las colonias que crecieron en el medio selectivo, cada una con la punta
de una micropipeta y se sembraron en otra placa con medio selectivo, marcando el sitio de
cada colonia para su posterior identificacion. El remanente de bacterias que quedd en la
punta se introdujo en un tubo de 0.2ml con los reactivos necesarios para desarrollar la PCR,
con los oligonucledtidos pMF272-F y pMF272-R-2 (Tabla II). Las condiciones de la
reaccion fueron las siguientes: Un ciclo de 95°C por 5 minutos para la desnaturalizacion,
de 25 ciclos para la amplificacion, siendo cada ciclo de 95°C por 30 segundos para la
desnaturalizacién, 55°C por 30 segundos como temperatura de alineamiento y para la
extension 72°C por 2 minutos. La temperatura de extension final fue de 72°C por 10

minutos. Las reacciones de PCR con las bandas de tamafio esperado se seleccionaron como
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positivas para luego realizar la extraccion de ADN plasmidico de una de las colonias a

partir de un cultivo bacteriano liquido usando el kit QIAprep Spin Miniprep Kit® (Qiagen).

0 Mdel (1)
B75 Dral (3)

\ beta lactamasa 1328...465

1367 Dral (31
1386 Dral (31

pMF 272 atr

5" trunc his 6359...5460 58479 bp

3'flan region his-3 2374...4006
STTS Apal (1)
5733 BEcoRl (1)
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Figura 1. Plasmido pMF272: En el diagrama: 3’flan regién his-3 (region 3’flanqueante del
locus his-3), prom ccg-1 (Promotor fuerte), SGFP (gen variante Proteina Verde
Fluorescente), 5’trunc his (region de complementacién de mutacidon en his-3) (Modificado
de Freitag et al., 2004)
VIL 2. 5. Construccion del Plasmido pES061-1

Para marcar en condiciones nativas el gen chsl con gfp se utiliz6 la estrategia de
recombinacion denominada knock in. Para ello se utiliz6 una modificacion del vector de
clonacion pMF357 (Fig. 2), para provocar el reemplazamiento del gen endégeno por una
copia de ese gen fusionado al gen de la gfp, manteniendo el promotor nativo. Inicialmente
se realizo la digestion enzimatica por separado de 3ul (10pg) del vector pMF357 y 10 pl del
fragmento 3’ flanqueante de chs/ amplificado y purificado. Para cada reaccion de digestion
de 20ul se utilizo: 0.5ul de la enzima de restriccion Pst I (10U/ul) y 0.5 pl de Kpn 1

(10U/ul), 2ul de solucion amortiguadora REact 4® (Invitrogen), 2ul de BSA 10X y agua

desionizada estéril. Las reacciones se incubaron por 3 horas a 37°C. El proceso de
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purificacion, ligacién, transformacion en E. coli DHS5a, PCR de colonia y extraccion de
ADN plasmidico se realizé de manera similar a lo descrito anteriormente. Para los PCR de
colonia se usaron los oligonucledtidos Chsl-3'flank-F y Chs1-3'flank-R. Se seleccion6

finalmente un vector pES061-1 que contenia la region flanqueante 3’ de chs|.

VIL. 2. 6. Construccién del Plasmido pESL02-3

Para la construccion del plasmido pESLO02-3 se realizé una subclonacion del plasmido
pES061-1. Se realizo6 la digestion enzimatica de los plasmidos pESLO1-1 y pES061-1 con
las enzimas de restriccion Xba I 'y Pac 1. Los productos de digestion se analizaron en gel de
electroforesis y se purificaron las bandas correspondientes al gen chs/ del vector pESLO1-1
(2.886kb) y la banda correspondiente al fragmento de pES061-1 (7.305kb) sin el gen de la
Histona 1 (k) usando kit Qiaquick Gel Extraction Kit® (Qiagen). El proceso de
purificacion, ligacion, transformacion en E. coli DH50, PCR de colonia y extraccion de
ADN plasmidico se realizé de manera similar a lo descrito anteriormente. Para los PCR de
colonia se usaron los oligonucleotidos Chs1-Xbal-F-N y Chsl-Pacl-R-N. Para verificar
que el tamafio del plasmido fuera el correcto, se realizé la digestion enzimatica del vector
con la enzima de restriccion Kpn 1, para obtener bandas de tamano especifico (6.3, 2.7, 0.7,
0.5 kb) y poder comparar con las estimaciones realizadas in silico. Finalmente se obtuvo el
vector pESL02-3, modificacion de pES061-1 con el gen chsl fusionado a gfp, seguido del
gen de resistencia a la higromicina (Hyg") y la region 3’flanqueante de chsl. Este plasmido
una vez linearizado, se usO para realizar la transformacion de conidias de N. crassa

FGSC#9718.
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VII. 3. Secuenciacion en Vector Recombinante pESL01-1

La secuenciacion fue necesaria para verificar que no haya ocurrido ninguna
mutacion en la secuencia del gen, especialmente flanqueando la fusion entre el gen de la
gfp y el gen chsl. Esta se llevo a cabo en el Core Instrumentation Facility del Instituto para
Biologia Gendmica Integral de la Universidad de California en Riverside-Estados Unidos.
Para ello se enviaron dos muestras, cada una de ellas contenia 1,100ng de ADN plasmidico,
10pmoles del oligonucledtido (pMF272-F 6 pMF272-R-2) (Tabla II), y llevados a 12ul con
agua desionizada estéril. La amplificacion se efectud desde las areas flanqueantes de la
region de fusion entre el vector de clonacion pMF272 y el gen chsi. Para el andlisis de la
secuencias se utilizo el software FinchTV Version 1.4.0 (Geospiza Inc.) y ApE- A Plasmid

Editor v1.10.4.
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Figura 2. Plasmido pMF357: En el diagrama: Pccg-1 (Promotor fuerte), H1 (gen de la
histona H1), egfp (variante Proteina Verde Fluorescente), hph (gen de resistencia a la
higromicina), Amp-R (gen de resistencia a la ampicilina)
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VII. 4. Transformacion y Seleccion de Transformantes
VII. 4. 1. Preparacion de conidias

Las conidias para la transformacion se obtuvieron de las cepas de N. crassa FGSC#9717
y N. crassa FGSC#9718 (ver Tabla I). La caracteristica de ambas cepas es que tienen
delecionado el gen mus-51, gen homologo al gen humano ku70 responsable del NHEJ
(“nonhomologous end-joining”), fendnemo que ocurre con frecuencia en N. crassa donde
ADN exo6geno se integra en sitios no homologos en el genoma. La mutacion en mus-51
impide casi por completo la integracion ectdpica de los casetes de insercion en el genoma
de N. crassa durante la recombinacion que se efectiia después de la transformacion cuando
se utiliza 1kb de ADN flanqueante (Ninomiya et al., 2004). Las conidias de cada una de las
cepas se sembraron en un matraz con 100ml de VMM solido, suplementado con L-histidina
(0.5mg/ml) para la cepa N. crassa FGSC#9717. Los cultivos fueron incubados a 30°C hasta
observar micelio abundante sobre el medio y paredes del matraz. Para inducir a la
conidiacién se expusieron los cultivos a la luz. Una vez que se observaron grandes
cantidades de conidias se adicionaron 50ml de agua no ionizada estéril fria al matraz,
agitando circularmente con una pipeta estéril para desprender las conidias del micelio y
paredes del matraz hasta obtener la mayor cantidad de esporas en el medio acuoso. Se
vertié la suspension de conidias filtrandola con una gasa estéril en un tubo desechable
estéril de polipropileno de 50ml hasta obtener un volumen final aproximado de 35ml. Para
el lavado de las conidias se centrifugd la suspension a 5,000 rpm por 5 minutos a 4°C en
una centrifuga Multifuge 1S-R (Kendro®), desechando el sobrenadante (con cuidado de no
desprender la pastilla), resuspendiendo la pastilla suavemente con 30ml de sorbitol estéril

(1M). El lavado se repiti6 dos veces mas para cada una de las cepas y después del tercer
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centrifugado la pastilla fue resuspendida en sorbitol (1M) hasta obtener una concentracién
de conidias de 2.0 x 10° por ml. Ajustada la concentracion se prepararon alicuotas en tubos

de 0.2ml y se conservaron a -86°C.

VILI. 4. 2. Digestiones y Electroporacion

Las transformaciones de N. crasa fueron realizadas por electroporacion. Inicialmente
para mejorar la eficiencia de la doble recombinaciéon homdloga el plasmido pESLO1-1 se
linearizé por digestion enzimatica durante 3 horas a 37°C en una reaccion de 20uL de
volumen total que contenia: 10ul del plasmido pESLO1-1, 2ul de solucién amortiguadora
REact #6® 10X, 1ul de enzima Nde 1 (5U/ul) y 14ul de agua desionizada estéril. La
inactivacion de las enzimas, desfosforilacion 5° y precipitacion con etanol se realizd de
forma idéntica a lo descrito anteriormente. Una vez seca la pastilla se resuspendio en 15ul
con solucién amortiguadora de elucion y se comprobo su tamafio y concentracion en gel de
electroforesis. El tamafio de la banda se compard con el marcador Lambda ADN Marker
EcoR 1 + Hind 1II (50ug/ml) (Promega®, Fig. 5D). Una vez confirmada la digestion se
mezclaron en frio 60ul de conidias en un tubo estéril de 1.5ml de la cepa N. crassa
FGSC#9717 6 N. crassa FGSC#9718 con 5-10ul (1ug) del plasmido linearizado, y se
transfirieron en una cubeta estéril de electroporacion de 0.2cm (Precision Electroporation
Cuvettes, Daigger®) y se mantuvo en hielo por 5-10 minutos. La electroporacion se realizéd
en un electroporador Gene Pulser Xcell (Biorad®) usando el siguiente protocolo: 600
Ohms, 25 pFD y 1.5 kV para obtener un tiempo constante entre 12 y 14 milisegundos.
Después del pulso se afiadiéo inmediatamente Iml de sorbitol (1M) y se transfirieron las

conidias con una pipeta pasteur estéril a un tubo conico de polipropileno de 15ml al que se

33



anadié 1ml de solucidon de recuperacion. Las muestras se incubaron a 30°C con agitacioén
muy lenta (20rpm) durante 4 horas. Las conidias fueron sembradas en 6 placas petri con
medio FGS, aproximadamente 350ul de la soluciéon con conidias por placa. Este medio
permitiria facilitar la seleccion de las conidias reduciendo la capacidad de crecimiento y por
consecuencia la mezcla de unas colonias con otras dentro de la misma placa. Las placas se
incubaron a 30°C por 5 dias hasta observar colonias. El pldsmido pESL02-3 para la
estrategia de knock in se linearizard por digestion enzimatica durante 3 horas a 37°C en una
reaccion de 20uL de volumen total que contenia: 10ul del plasmido pESL02-3, 2ul de
solucion amortiguadora Sspl 10X, 1ul de enzima Sspl (5U/ul) y 14ul de agua desionizada
estéril. El proceso de obtencion del plasmido linearizado y la transformacion se siguid de
manera idéntica a lo descrito anteriormente, con la tUnica diferencia que para la

electroporacion se utilizaron conidias de la cepa N. crassa FGSC#9718.

VII. 4. 3. Seleccion de Transformantes

Entre 20 y 30 de las colonias que crecieron en las placas FGS fueron transferidas a tubos
de borosilicato de 4ml con 1.5ml de VMM 6 VMM mas higromicina B (200pg/ml). Una
vez que las cepas produjeron grandes cantidades de conidias se utilizé un estereoscopio con
fluorescencia SZX12 (Olympus®) con un set de filtros para GFP (460-490nm de
excitacion, espejos dicroicos de 505nm y filtros de emision de 510-550nm), para observar
la presencia de fluorescencia en las transformantes. Al mismo tiempo se realizaron
observaciones de conidias de las transformantes en un microscopio invertido Axiovert 200
(Carl Zeiss®) utilizando una lampara de mercurio para irradiar las muestras y observar

fluorescencia. De las 20 transformantes de N. crassa FGSC#9717 con pESLO1-1, 13
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mostraron fluorescencia y se seleccionaron 5 para ser observadas por microscopia confocal.
De igual manera, de las 16 transformantes de N. crassa FGSC#9718 con pESL02-3, 12
mostraron fluorescencia y se seleccionaron 5 para ser observadas por microscopia confocal.
Para ello se sembraron conidias en placas con VMM vy se incubaron a 25°C por 16-20
horas. La técnica de bloque invertido (Hickey et al., 2005) fue utilizada para realizar el
montaje del micelio y realizar las observaciones con la configuracion especifica. La cepa
heterocarionte seleccionada obtenida con la cepa N. crassa FGSC#9717 transformada con
el vector recombinante pESLO1-1 se le denomin6é TES1-15, mientras que la transformante
heterocarionte seleccionada obtenida con la cepa N. crassa FGSC#9718 transformada con

el vector recombinante pESL02-3 se le denomind TES2-11.

VIL 4. 4. Obtenciéon de Cepas Monocariontes

Para obtener cepas transformantes monocariontes se realizé el cruzamiento de N. crassa
FGSC#988 (mat a) con la transformante TES1-15 (mat A) y N. crassa FGSC#9013 (mat A)
con la transformante TES2-11 (mat a). Inicialmente conidias de las cepas de tipo mat a se
colectaron con agua desionizada estéril y se lavaron con sorbitol (1M). Luego se
centrifugaron por 5 minutos a 5,000 rpm en una centrifuga Multifuge 1S-R (Kendro®),
para luego desechar el sobrenadante y resuspenderlas en 1ml de VMM. Las conidias fueron
esparcidas sobre micelio de las cepas de tipo mat A4, crecidas previamente en medio SCM.
Las cruzas se realizaron en oscuridad y a temperatura ambiente durante 15 dias, hasta ver
peritecios en las placas. Mediante un estereoscopio SZX12 (Olympus®) se confirmo la
presencia de ascosporas que se encontraban suspendidas en agua en la superficie de la tapa

de la caja petri. Las ascosporas colectadas en agua fueron sometidas a choque térmico de
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60°C durante 1 hora y se sembraron en 5 placas con VMM solido, incubandolas a 28°C por
12 horas hasta observar ascosporas germinadas. Mediante una pipeta pasteur se tomaron de
15-30 colonias, cada una originada de una ascospora germinada, y se sembraron
nuevamente en tubos de borosilicato con 1.5 ml de VMM para su posterior seleccion. En el
caso de las ascosporas obtenidas con TES2-11, las ascosporas después del choque térmico
fueron sembradas en placas de VMM con higromicina B (200ug/ml). Para seleccionar las
cepas homocariontes se considero las caracteristicas de crecimiento y conidiacion en tubo
de cultivo, ademas de la expresion de fluorescencia al observarlas bajo el microscopio
confocal. En el caso especifico de las transformantes TES2-11 se consideré ademas, para la
seleccion, la resistencia al antibiotico. La cepa homocarionte seleccionada resultado del
cruzamiento con la transformante TESI-15 se le denomin6 NESI-15, mientras que la
homocarionte seleccionada resultado del cruzamiento con la transformante TES2-11 se le

denomin6o NES2-11.

VII. 4. 5. Mediciones de Crecimiento

Para el analisis del crecimiento radial de colonia de las cepas transformantes y
control, se sembrd micelio en una caja petri con VMM en una orilla de la caja. Las
muestras se incubaron a 30°C durante todo el tiempo de medicion. En cada una de las
placas se marc6 el margen de la colonia a medida que iba avanzando. La mediciones se

hicieron usando el estereoscopio SZX12 (Olympus®).

Las mediciones de crecimiento de las hifas se realizaron en imagenes en series de

tiempo de muestras que se observaban en el microscopio confocal. Usando el software
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LSM 510 Image Examiner (version 3.2, Carl Zeiss®) se trazo una linea central sobre el eje
de crecimiento de la hifa para marcar y luego medir los incrementos en longitud de la

misma.

VIL. 5. Microscopia Confocal y Procesamiento de Imagenes

Para la observacion y el analisis de las transformantes obtenidas se utilizd microscopia
confocal de barrido con laser. Se sembraron las muestras en VMM sdlido y se incubaron a
28°C. Las muestras se prepararon segun el método de bloque invertido (Hickey et al,

2005).

Se us6 el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®,
Gottingen, Germany), con los lentes objetivos Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®) y
usando aceite de inmersion Immersol 518 (Carl Zeiss®). Se uso el laser Ion Argon de la
linea 488nm con el filtro bandpass de emision de (505-530nm). Se utilizo6 el software LSM
510 (version 3.2, Carl Zeiss®) para capturar imagenes y para evaluarlas se utilizé el LSM
510 Image Examiner (version 3.2, Carl Zeiss®). Para el procesamiento de las imagenes se

uso el software Image Pro® (version 6.0) y Adobe Photoshop® (version 7.0).

VIL 5. 1. Ensayos con Sonda Fluorescente

Para el analisis de co-localizacion de la proteina CHS-1-GFP con distintos organelos
intracelulares en las cepas transformadas se usdé la sonda fluorescente FM4-64
(Invitrogen®) [N- (3- triethylammoniumpropyl)-4- (6- (4- (diethylamino) phenyl)

hexatrieny ) pyridinium dibromide. Para ello antes de montar la muestra se afiadié de 10 a
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20uL de la sonda sobre el cubre objeto para montar luego el bloque cuidadosamente sobre
el marcador. La solucion stock se prepar6 a una concentracion de 0.25mM en
dimetilsulfoxido (DMSO) 100% y la solucién de trabajo se prepard a una concentracion de
25uM en medio minimo de Vogel. FM4-64 se caracteriza por marcar la membrana
plasmatica y membranas endociticas (Fischer-Parton et al.,, 2000; Freitag et al., 2004) en
células eucariotas, y sus moléculas son excitadas a 514nm y emiten a 670nm, usando un

laser Argon/2.

VIIL. 5. 2. Ensayos con Inhibidor

Se realiz6 un ensayo con un inhibidor para interrumpir pasos especificos en la ruta
de secrecion convencional de proteinas. Para ello se utilizo la Brefeldina A que es una
lactona macrociclica producto del metabolismo de hongo Penicilium brefeldianum, la cual
afecta en células animales, plantas y hongos, en la secrecion de proteinas a nivel de
Reticulo Endoplasmatico-Golgi (Cole et al., 2000; Nebenfuhr et al., 2002). La solucion
stock de BFA se prepar6 con DMSO 100%, a un concentracion final de 10mg/ml. La
solucion de trabajo fue preparada con medio minimo de Vogel, a partir de la solucion stock.
Los ensayos para las observaciones microscopicas consistieron en la aplicacion de la
suspension del inhibidor BFA (100pg/ml, 10ul) sobre el micelio en una region muy cercana
al borde de la colonia (5-10mm). Mientras que para las observaciones macroscopicas se
aplico el inhibidor (100pg/ml, 20ul) sobre un disco de papel filtro estéril 0.50cm de
diametro. Las observaciones se realizaron por microscopia confocal de escaneo con laser y

estereoscopio, respectivamente.
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VII. 6. Andlisis de Integraciones
VIL 6. 1. Comprobacion de Integracion por PCR

Inicialmente para cada una de las transformantes se extrajo el ADN gendmico para
realizar la confirmaciéon por PCR. Para determinar la integracion correcta en el ADN
genomico de N. crassa de la transformante auxoétrofa para la histidina. Se verificaron la
presencia de 1 par de fragmentos amplificados por PCR utilizando dos pares de
oligonucle6tidos MRp10-MRp11 y MRp12-MRp13 (Tabla II, Riquelme et al., 2007). Los
fragmentos amplificados corresponden a la region flanqueante rio abajo (His-3/ccgl) y rio
arriba (sgfp/His-3), donde se realizd la integracion por recombinacion homologa. Las
condiciones de reaccion se realizaron usando el mismo procedimiento descrito

anteriormente para la técnica de PCR.

VIIL. 6. 2. Southern Blot

Para determinar el nimero de copias y localizacion del gen chsl en el genoma de las
transformantes, se utilizo la técnica de Southern Blot en las siguientes cepas: NES1-15,
NES2-11, N. crassa FGSC#9717 y FGSC#9718. Inicialmente se realizo in silico una
busqueda de los sitios de restriccion de la enzima BamH 1 en la secuencia del gen chsl y
sus regiones flanqueantes, asi como de las regiones flanqueantes del gen his-3, con el

objetivo de estimar el tamafio de las bandas que se hibridarian con la sonda.

Se extrajo el ADN genoémico de las cepas mencionadas y de cada uno se realizo la
digestion enzimatica de 12pg de ADN con la enzima BamH 1 (10U/pl, Invitrogen®) a 37°C

por 24 hrs. También se obtuvo el gen chsl por PCR a partir de ADN gendémico de M.
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crassa N1 utilizando los oligonucle6tidos Chs1-Xba-F-N y Chs1-Pac-R-N (Tabla II). Las
condiciones de reaccion y purificacion fueron similares a lo descrito anteriormente. La
verificacion del ADN genomico digerido y de chsl se realizé por electroforesis en gel de
agarosa 0.7% con bromuro de etidio a 75V con 2ul del producto de la digestion y Sul del
gen purificado. Una vez observada la digestion completa en todas la muestras, se procedié a
correr la muestras por electroforesis (35V) en gel de agarosa (6.2 x 10.2 cm) al 0.7%
durante 3.5 horas. Luego se tomaron imagenes del ADN digerido en el transiluminador con

una regla.

El gel fue sumergido en una solucién amortiguadora de depurinacion (0.25M HCI) por
10 minutos, con agitaciéon lenta y se lavd con agua desionizada estéril. Luego se sumergio
en una solucion basica de Cloruro de Sodio (1.5 M) e Hidroxido de Sodio (0.5 M) por 20
minutos, con agitacion lenta y se lavo con agua destilada. Se realizé lo mismo pero ahora
con una solucion neutralizante basica de NaCl (1.5 M), Tris-HCI (0.5M) pH 7.2 y EDTA
(0.001M) por 20 minutos, con agitacion lenta, repitiendo el proceso dos veces. En una
bandeja de vidrio se realiz6 la transferencia de ADN a la membrana, colocando desde el
fondo de la bandeja hacia arriba los siguientes componentes: Plataforma de plastico, papel
filtro de cromatografia grande (3MM CHR, Whatman®), 3 piezas papel filtro de
cromatografia (3MM CHR, Whatman®), gel invertido (con los pozos hacia abajo),
membrana de Nylon (Hybond ™-N+, Amersham Bioscience), 3 piezas de papel filtro de
cromatografia (3MM CHR, Whatman®), torre de papel absorbente, placa de vidrio y
contrapeso (Fig. 3). Durante el montaje se empaparon todos los filtros Whatman

incluyendo la membrana de Nylon con SSC (10X), eliminando por completo la presencia
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de burbujas entre ellos. La transferencia se realizdé por 24 hrs. a temperatura ambiente.
Después de esto se retird la membrana de Nylon (con ADN) junto al gel para marcar los
pocillos con lapiz sobre la membrana. Luego se revisé el gel en el transiluminador para
observar que todo el ADN hubiera sido transferido y la membrana se remoj6 en SSC (5X)
por 5 minutos. Confirmado esto la membrana de Nylon se dejé secar a temperatura
ambiente sobre papel filtro Whatman 3MM de 10-20 minutos para luego irradiar con luz
UV en un HL-2000 HybriLinker (UVP®) a 120,000pJ/cm” por ambos lados, para fijar el
ADN a la membrana antes de proceder a la hibridacion. Para marcar la sonda se uso el kit
no radiactivo DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit [I® (Roche). Una
vez fijado el ADN en la membrana se realizd una prehibridacion para evitar
inespecificidades de la sonda con la membrana. Para ello se aplicod 7ml del reactivo DIG
Easy Hyb a la membrana en tubos de hibridacion y se incubd a 42°C por 45 minutos. Para
la hibridacién se desechd la solucion de prehibridacion, se afiadié nuevamente 7ml de DIG
Easy Hyb con 4pul de la sonda desnaturalizada y se incub6 toda la noche a 42°C. Para
preparar la sonda marcada con digoxigenina-dUTP se utilizé 1ug del gen chsl y se llevé a
16pl con agua desionizada estéril. EIl ADN se desnaturaliz6 en un bafio con agua hirviendo
por 10 minutos, evitando su renaturalizacion enfriando inmediatamente en hielo, para luego
afiadir 4pl del reactivo DIG-High Prime e incubar a 37°C toda la noche. La reaccion de
polimerizacion se par6d afiadiendo 1ul de EDTA (0.5M). Luego de la hibridacién, la
membrana fue sometida a lavados de astringencia. Se lavo dos veces con una solucion de
2X SSC y 0.1% SDS a temperatura ambiente 15-25°C. Luego se lavd dos veces con una

solucion de 0.5X SSC y 0.1% SDS a 68°C con agitacion lenta.
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Para el desarrollo de la deteccion (Fig. 4) se lavo con 50ml de la solucion amortiguadora
de lavado (750ul Tween 20, 249.25ml acido Maléico amortiguador) con agitacion lenta por
5 min. Luego se afiadi6 100ml de la solucion de bloqueo 1X por 30-45 minutos en
agitacion lenta. Desechando la solucién de bloqueo se afiadi6 25ml de la solucion
anticuerpo (1:10,000; 25ml blocking working solution 1X, 2.5ul anti DIG-AP-conjugada)
con agitacion lenta por 30 minutos. Se desechd la solucion de anticuerpo y se lavd dos
veces la membrana con 100ml con la solucion amortiguadora de lavado con agitacion lenta
por 15 minutos. Se desechd esta ultima solucion y se afiadio 25ml de la solucion
amortiguadora de deteccion por 3-5 minutos. Luego se colocd la membrana sobre una
lamina de acetato y se le afiadi6 1ml del sustrato CSPD ready-to-use. Evitando la formacion
de burbujas se coloco otra ldmina sobre la membrana para evitar el secado. Finalmente se
utilizd esta membrana entre laminas de acetato para la deteccion de la reaccion
quimioluminiscente. Para ello en completa oscuridad se expuso una placa fotografica
quimioluminiscente de alto rendimiento (Hyperfilm™ ECL, Amersham Bioscience) sobre
la membrana en una camara a diferentes tiempos de exposicion. Después de cada
exposicion las placas se lavaron por 30 segundos en la solucidon de revelado, 30 segundos
en agua desionizada, 1 minuto en solucion de fijacion y 30 segundos en agua desionizada.

Las placas fotograficas se dejaron secar para luego observar las bandas.
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CONTRAPESO BANDEJA DE VIDRIO

TORRE PAPEL\‘ .
ABSORBENTE PAPEL FILTRO CORTO
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(3) WHATMAN 3MM
PLACAS DE VIDRIO
PAPEL FILTRO LARGO ___—
WHATMAN 3MM PLATAFORMA DE PLASTICO
SSC10X BANDEJA DE VIDRIO

Figura 3. Plataforma de Transferencia de ADN del gel a la membrana.
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Figura 4. Diagrama de componentes involucrados en la inmuno y quimiodeteccion, para

identificar bandas de ADN en la membrana en la prueba de Southern blot.
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VIII. Resultados
VIII. 1. Obtencion de Vectores Recombinantes

VIIL. 1. 1. pESLO1-1: Pccgl-chs1-sgfp

Utilizando los oligonucledtidos CHSI-Xbal-F-N, CHS1-Pacl-R-N y ADN
genomico de N. crassa se logrd amplificar por PCR una banda de 2.886 kb correspondiente
a chsl (Fig. 5A). La construccion del vector recombinante pESLO1-1 se desarrolld
insertando el amplicon del gen digerido con las enzimas de restriccion Xba Iy Pac I en el
sitio de clonacion multiple del vector de clonacion pMF272 (Freitag et al., 2004), digerido
igualmente con las mismas enzimas (Fig. 5B). La clonacion correcta de pESLO1-1 (Fig.
SE) se confirm6 por PCR de colonia de dos de las cepas de E. coli DH5a transformadas

(Fig. 5C).
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa con las bandas correspondientes al gen chs/ en
cada carril, amplificado con la polimerasa de alta fidelidad Platinum® HIFI ADN
Polimerasa (Invitrogen®) (A). Fragmento correspondiente al vector pMF272
digerido con las enzimas de restriccion Xba [ y Pac I (B). Bandas del gen chs1 en dos cepas
de E. coli obtenidas por PCR de colonia (C). Imagen de bandas de ADN del marcador
Lambda digerido con las enzimas EcoR 1y Hind III indicando su tamafio en bp (D).
Diagrama del vector disefiado pESLO1-1 con la fusion Pccgl-chsi-gfp (E).

Mediante técnicas de secuenciacion se comprobd la inexistencia de errores en el
vector recombinante pELSO1-1, en los sitios de fusion del gen chs! y el vector pMF272. El

analisis de las secuencias se realizo en 1,092 bases en el extremo 5° de la fusidon mientras

que en el extremo 3’ de la fusion se analizaron 1,152 bases. No se detectaron mutaciones en
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las bases del vector pESLO1-1 cuando se realizé la comparacion con la secuencia del vector

pESLO1 in silico. Lo cual confirmo la ausencia de errores en la construccion de pESLO1-1.

VIIL. 1. 2. pESL02-3: chsi-sgfp-hph-3 flan chs1

Para la construccion del vector pESL02-3 se amplificé por PCR ADN de la region
flanqueante rio abajo del gen chsl de N. crassa usando los oligonucledtidos Chs1-3’flank-F
y Chsl-3’flank-R dando como resultado un amplicon de 967 bases (Fig. 6A). Este
fragmento de ADN fue insertado entre los sitios de restriccion Pst 1 y Kpn 1 del vector
pMF357 (Fig. 6C), después de haber escindido la region propia del plasmido comprendida
entre estos dos sitios de restriccion. Luego de la digestion los fragmentos liberados fueron

de 1.615 kb y 7.524 kb (Fig. 6B).

7.524 kb
-«

1.615 kb

0.967 kb <+

Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa con la banda (carril 1) correspondiente al
fragmento 3’flanqueante del gen chsl, amplificado con la polimerasa de alta fidelidad
Platinum® HIFI ADN Polimerasa (Invitrogen®) (A). Bandas de cada carril (1 y 2) fueron
obtenidas del producto de digestion del vector pMF357 con las enzimas Kpn 1y Pst I (B).



El fragmento de 7.524 kb fue unido al fragmento de 967 bases para dar lugar al
vector pES061-1 (Fig. 7D), el cual fue clonado en E. coli DH5a. La clonacion correcta de
pESL02-3 se confirmé por PCR de colonia en 20 colonias de E. coli DH5a transformadas
(Fig. 7A), de las cuales se seleccionaron solo 3 de las colonias positivas para aislar el
plasmido. Para el proceso final de construccion del plasmido pESL02-3 (Fig. 7E), el gen
chsl se subclond del vector recombinante pESLOI-1 y uni6 al fragmento de 7.305 kb
obtenido del vector pES061-1 al ser digerido enzimaticamente entre los sitios de

restriccion Xba 1y Pac 1 (Fig. 7C).
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Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR de colonia de 20 cepas de E.
coli transformadas con el vector pES061-1 [Cada banda 1-4 corresponde al resultado de 5
colonias] (A). Bandas obtenidas del producto de la digestion del vector pESLO1-1 con las
enzimas Xba 1 y Pac 1 (B). Bandas obtenidas del producto de la digestion del vector
pES061-1 con las enzimas Xba [ y Pac 1 (C). Diagrama del vector pES061-1 con la region
3’flanqueante de chsl (D). Diagrama del vector disefiado pESL02-3 con la fusion: chsi-

gfp-hph-region flanq. 3’ (E).

Para verificar el tamafio correcto y la presencia de todos los fragmentos insertados
de pESL02-3 se realiz6 la digestion enzimatica con la enzima Kpn I, la cual mostré un
patron esperado de 4 bandas (Fig. 8B). Las colonias transformadas (20) de E. coli DH5a

con el plasmido recombinante pESL02-3 se analizaron por PCR de colonia con los

oligonucle6tidos CHS1-Xbal-F-N y CHS1-Pacl-R-N (Fig. 8A).
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR de colonia de 20 cepas de E.
coli transformadas con el vector pESL02-3 [Cada banda 1-4 corresponde al resultado de 5
colonias] (A). Bandas en carril 3 obtenidas del producto de la digestion del vector pESL02-
3 con las enzimas Kpn I (B).

VIII. 2. Obtencion y Seleccion de Transformantes
VIIIL. 2. 1. Transformantes con el Vector Recombinante pESLO1-1

El vector recombinante pESLO1-1 linearizado (0.5-1.0ug) con la enzima de
restriccion Ssp I se utilizd para transformar por electroporacion conidias de N. crassa
FGSC#9717 mus51 his-3" (Fig. 9A). La electroporacion de modo exponencial dio como
resultado un tiempo constante de 12.4 milisegundos, de la cual se obtuvo 134
transformantes capaces de crecer en medio sin histidina. Para confirmar la expresion de
fluorescencia se revisaron 20 cepas en el microscopio invertido Axiovert 200 (Carl Zeiss®)
para una preseleccion. Todas las cepas transformantes mostraron fluorescencia durante las
observaciones tanto en el microscopio invertido, asi como por microscopia confocal.

Finalmente se selecciono la cepa transformante heterocarionte TES1-15 (Fig. 9B) por su
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estabilidad en la expresion de fluorescencia y por sus caracteristicas morfologicas

normales.

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa del plasmido pESLOI-1 linearizado con Ssp I
[Bandas 1 y 2] (A). Conidias de la cepa TES1-15 transformadas por electroporacion con el
vector pESLO1-1. Esta imagen se obtuvo con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-
510 META vy lente objetivo Neofluar 100X, N.A. 1.3 (Carl Zeiss®, Gottingen, Germany)
(B) Escala: 10pum.

VIII. 2. 2. Transformantes con el Vector Recombinante pESL02-3

El vector recombinante pESL02-3 linearizado (0.5-1.0ug) con la enzima de
restriccion Ssp I se utilizé para transformar por electroporacion conidias de N. crassa
FGSC#9718 mus51. La electroporacion de modo exponencial dio como resultado un
tiempo constante de 14 milisegundos, de la cual se obtuvo 90 transformantes resistentes a
higromicina B, de las cuales se revisaron 20 cepas en el microscopios invertido Axiovert
200 (Carl Zeiss®) para una preseleccion. Todas las cepas preseleccionadas (TES2-5, TES2-
9, TES2-11, TES2-14, TES2-15, TES2-16) mostraron fluorescencia durante las

observaciones tanto en el microscopio invertido, asi como por microscopia confocal (Fig.
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10). Finalmente se seleccion6 la cepa transformante heterocarionte TES2-11 por su
estabilidad en la expresion de fluorescencia y por sus caracteristicas morfologicas

indistinguibles de la cepa silvestre.

TES2-11

TES2-14 | TES2-15 TES2-16
£

Figura 10. Imagenes de conidias transformadas con el vector pESL02-3. Esta imagen se
obtuvo con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META y lente objetivo
Neofluar 100X, N.A. 1.3 (Carl Zeiss®, Gottingen, Germany). Escala: 10um

VIII. 3. Comprobacion de Integraciones
VIIL 3. 1. Determinacion de Integraciones por PCR en TES1-15

Por medio de PCR usando los oligonucleétidos Mrpl10-Mrpll y Mrpl2-Mrpl3
(Tabla II), se comprob6d que la insercion dirigida se realizo en el locus del gen de la

proteina histidina trifuncional (his-3, Fig. 11A). Utilizando el primer par de
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oligonucledtidos se obtuvo una banda de 3.2kb, que corresponde al fragmento amplificado
del gen de la histidina con la mutacién restaurada y parte del gen sgfp. Mientras que con el
segundo par de oligonucleotidos se obtuvo una banda de 2.1kb correspondiente al

fragmento obtenido del promotor Pccgl y parte de la region 3° flanqueante del gen his-3

(Fig. 11B).
his-3 safp chs1  Peegl region 3'
5'A his-3 3 his3 Nank
— -~ —_ -~
pMR10 pMR11 pMR13 pMR1Z
"""""""""" T - § T

Figura 11. Diagrama de los sitios de alineamiento de los oligonucledtidos en el ADN de la
cepa TES1-15 (A). Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR de ADN de la
cepa transformante TESI-15, utilizando los oligonucledtidos Mrp10-Mrpl1 [carril 1] y
Mrpl12-Mrp13 [carril 2] (B).
VIII. 3. 2. Determinacion de Integraciones por Southern Blot

Se identifico el gen chs! digerido con la enzima BamH 1 a partir de ADN gendmico
de NESI1-15, NES2-11, N. crassa FGSC#9717 y N. crassa FGSC#9718, usando
oligonucleotidos aleatorios marcados con digoxigenina-dUTP que al hibridar con el
anticuerpo anti-digoxigenina asociada a fosfatasa alcalina permitieron detectar una reaccion
quimioluminiscente al aplicarle el sustrato CSPD. En la transformante NES1-15 se

identificaron 2 bandas (Figs. 12A,B y 13), una de 14,903bp y otra de 4,144bp. La banda de

3,018bp se identifico en otra placa fotografica obtenida con tiempo de exposicion mayor a
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5 minutos. Esta tultima banda se observo con dificultad debido a que la region de
inmunodeteccion correspondiente al gen de chsl fue de s6lo 405bp. En la cepa control N.
crassa FGSC#9717 se identifico correctamente una sola banda de 4,144bp correspondiente
al fragmento con el gen chs/ enddgeno (Fig. 12A). En el caso de la transformante NES2-11
se detect6 solo una banda de 6,347bp correspondiente al fragmento con el gen chsl, no
observandose el fragmento de 4,144bp, que se detectd en las cepas no transformadas. La
evidencia de las bandas de tamafio correcto indican el éxito en el reemplazamiento
endogeno de chs! por la estrategia de knock in (Fig. 12C). En el ADN genémico de la cepa
control N. crassa FGSC#9718 se obtuvo una tnica banda de 4,144bp correspondiente al
gen chsl (Fig. 12A). Los fragmentos de 706bp no fueron visibles probablemente por el
exceso de distancia recorrida por el ADN gendémico en el gel de electroforesis de 10cm de
longitud y/o por el tamafio del fragmento chs/ para la inmunodeteccion. Es importante
notar que la ausencia de bandas extras muestran la eficacia de las cepas de N. crassa

FGSC# 9718 y N. crassa FGSC# 9717 para evitar integraciones ectopicas.
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Figura 12. Diagrama de los sitios de corte de la enzima BamH I en el locus del gen chs/ en
las cepas transformantes y control de N. crassa. Los fragmentos esperados para cada cepa
corresponden a los respectivos diagramas: NES1-15 (A y B), N. crassa FGSC# 9717 (A),
NES2-11 (C) N. crassa FGSC#9718 (A).
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Figura 13. Placa fotografica con las bandas obtenidas por Southern Blot correspondiente a
los fragmentos liberados por digestion con la enzima BamH 1 a partir de ADN gendmico de
cada una de las cepas. Los resultados del carril 0 pertenecen a la cepa NES1-15, carril 1 a
la cepa N. crassa FGSC#9717, carril 2 a la cepa NES2-11 y carril 3 a la cepa N. crassa
FGSC#9718.
VIII. 4. Crecimiento de Transformantes
VIII. 4. 1. Crecimiento Radial de Colonia

Todas las cepas transformantes mostraron un crecimiento radial de colonia muy
similar. El promedio estuvo comprendido entre 36.5 y 45.64 um/min (Tabla III). Aunque se
observo variabilidad en el crecimiento radial de las cepas, esta diferencia no fue
estadisticamente significativa, segun la grafica de cajas (Fig. 14). La variabilidad en el
crecimiento en el hongo filamentoso N. crassa es normal, causado probablemente por las
variaciones en las condiciones de cultivo o por razones intrinsecas del organismo. No

obstante, los valores de crecimiento obtenidos en este estudio se asemejan a los obtenidos

en otros estudios con N. crassa (Read y Hickey 2001). Es importante enfatizar que las
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mediciones se realizaron por estereoscopia, factor probablemente importante para la

precision y exactitud de los datos.
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Figura 14. Crecimiento radial de colonia en caja petri de las distintas cepas transformadas
y control. Las mediciones se realizaron utilizando un microscopio estereoscopico Olympus
SZX12. Media (m), Error Estandar ([), Intervalo de confianza 95% (I).

Tabla III. Estadisticos De La Tasa De Crecimiento Radial De Colonia

Cepa n  Media Min Max  Desv.
NES1-15 15 36.57 25.14 49.04 6.30
TES1-15 7 45.64 43.90 48.27 1.83
TES2-11 5 39.27 30.92 44.89 6.02
9717 8 37.25 30.93 45.87 5.30
9718 8 44.11 40.80 47.90 2.64




VIIIL. 4. 2. Crecimiento Hifal de Transformantes

La tasa de elongacion de las hifas de las cepas transformantes fue medida a nivel
microscopico mediante el uso de microscopia confocal de barrido de laser (Tabla IV). La
tasa promedio mdas alta de crecimiento hifal la presentaron las hifas de la cepa
heterocarionte TES2-11, mientras que las cepas NESI1-15, TES1-15 y N. crassa
FGSC#9718 mostraron tasas de crecimiento muy similares. La cepa N. crassa FGSC#9717
mostré la segunda tasa de crecimiento mas alta. Es interesante notar que los valores
promedios en las tasas de crecimiento hifal entre las transformantes mantienen cierto grado
de variabilidad sin embargo estadisticamente no existen diferencias significativas entre
ellas (Fig. 15). Es importante mencionar que las observaciones en el microscopio se
realizaron por el método de bloque invertido, lo cual puede interferir con la tasa de

crecimiento normal.
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Figura 15. Crecimiento individual de las hifas de las cepas transformadas y cepas control.
Las mediciones se realizaron bajo el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510
META. Media (m), Desviacion Estandar (L), Intervalo de confianza 95% ().

Tabla IV. Estadisticos de la tasa de crecimiento de hifas individuales.

Cepa n Media Min Max Desv.
NES1-15 346 7.62 1.76 21.33 2.85
TES1-15 217 9.68 3.30 15.51 2.59
NES2-11 57 12.68 7.88 24.14 4.50
TES2-11 152 9.25 3.78 16.88 2.56
9718 52 7.82 5.60 10.55 1.26
9717 62 9.10 2.00 15.82 3.43

VIII. 5. Microscopia de Transformantes

VIIL. 5. 1. Localizacion de CHS-1-GFP en el Spk

Observaciones realizadas por Microscopia Confocal de Barrido con Laser en las

transformantes mostraron un gran ciimulo de fluorescencia en el apice de las hifas tanto de

las transformantes N. crassa TES1-15 como las TES2-11 (Figs. 16A-E). No fue posible la
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visualizacién definida de microvesiculas con dimensiones tan pequeias como los
quitosomas, que fluctan entre los 40 y 70nm de didmetro (Bracker et al., 1976). Sin
embargo, la posicion y la morfologia de la acumulacion de las particulas fluorescentes en el
apice de las hifas coinciden con la localizacion y la forma del Spk, particularidad
claramente visible cuando se compararon y se traslaparon las imagenes de contraste de
fases y las iméagenes fluorescentes (Figs. 16C-E). Esta estructura mostré por lo general una
forma redondeada muy proxima a la punta de la hifa, rodeada de un gradiente de
fluorescencia en la zona subapical. Aunque con baja frecuencia, CHS-1-GFP se logré
observar también asociada o muy cercana a la membrana plasmatica del domo apical de la
hifa (Fig. 16B). Todas las hifas observadas revelaron de forma estable la fluorescencia en el
Spk durante el crecimiento, y esto no solo de las hifas principales sino también de las ramas
laterales (Fig. 16A). Aunque en estas ultimas el tamafio del Spk fue menor durante el
periodo de emergencia de las ramas. A simple vista no existieron diferencias cualitativa en
el marcaje fluorescente en el Spk entre la cepas transformantes con la copia de chsl-gfp
ectopica (NES1-15 y TES1-15) y las cepas transformantes con el reemplazamiento del gen
chsl endogeno (NES2-11 y TES2-11) fusionado a gfp (Figs. 16A-D). Las cepas de N.
crassa NES tienen la caracteristica de poseer unicamente nucleos transformantes, es decir,
el ADN gendmico de todos los nucleos conservan el fragmento insertado. En nuestro caso
el fragmento corresponderia a la fusion de CHS-1-GFP. Mientras que las cepas de N.
crassa TES contienen nucleos transformados y no transformados, estos ultimos poseen

ADN sin el inserto integrado.
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Figura 16. Imagenes confocales de las cepas transformantes TES1-15, NES1-15, TES2-11
y NES2-11. Todas las imagenes muestran particulas fluorescentes de distintos tamafios en
la region subapical (flechas blancas) y muy concentradas en el Spk (flechas rojas). La
figura 16F demuestra la co-localizacion del Spk a través del traslape de la imagen de
contraste de fases y la imagen confocal fluorescente. La fluorescencia muy cercana a la
membrana plasmatica se indica con la flecha amarilla en la figura 16B. Las imagenes
fueron tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl
Zeiss®, Gottingen, Germany), con los lentes objetivos Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl
Zeiss®). Escala: Sum
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VIII. 5. 2. Diametro y Area del Spk

Comparaciones en el diametro promedio del Spk en las imagenes de microscopia
confocal, revelaron una gran similitud entre las cepas transformantes NES1-15, TES1-15y
TES2-11 (Tabla V). El promedio del didmetro mayor entre todas las cepas tuvo un rango de
1.13 a 1.25um, con un valor maximo de 2.50um y uno minimo de 0.60pum. Los analisis
estadisticos al 95% de intervalo de confianza de todas las mediciones mostraron que no
hubo diferencias significativas en el tamano del diametro del Spk entre las diferentes cepas
(Fig. 17). Valores similares a los obtenidos se han encontrado en otros estudios de
crecimiento con cepas silvestres de N. crassa (Riquelme Pérez et al., 2000). Del mismo
modo se midié el area circunscrita a la fluorescencia en el Spk, donde los valores
promedios estuvieron entre 0.85 y 1.15um®. El area mas grande obtenida fue de 2.01 pm?,
mientras que la menor area obtenida fue de 0.27 pm®. Aunque estadisticamente no hubo
diferencias significativas entre los distintos datos, la grafica de cajas muestran gran
variabilidad en las areas obtenidas entre diferentes hifas de la misma cepa (Fig. 18).

Tabla V. Estadisticos del didmetro y 4rea de marcaje de la CHS-1-GFP en el Spk de
transformantes.

NES1-15 TES1-15 TES2-11 NES1-15 TES1-15 TES2-11

Didmetro (pm) Area (um®)
Media 1.25 1.36 1.13 1.15 0.85 1.00
Desv. 0.27 0.34 0.26 0.42 0.20 0.42
Max 1.66 2.50 1.64 1.78 1.10 2.01
Min 0.70 0.79 0.60 0.36 0.46 0.27

n 11 38 28 11 9 28
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Figura 17. Didmetro del area correspondiente al marcaje con la proteina CHS-1-GFP. En la
region correspondiente al Spk de las cepas transformantes. Las mediciones se realizaron
bajo el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META. Media (m), Desviacion
Estandar ([7), Intervalo de confianza (I).
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Figura 18. Area correspondiente al marcaje con la proteina CHS-1-GFP en la region
correspondiente al Spk de las cepas transformantes. Las mediciones se realizaron bajo el
microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META. Media (m), Desviacion Estandar
(1), Intervalo de confianza ().
VIIIL. 5. 3. Localizacion de CHS-1-GFP en la Hifa

Aunque no fue posible la visualizacién de quitosomas, observaciones realizadas en
las cepas transformantes obtenidas en este estudio mostraron varias particulas (parches)
fluorescentes correspondientes a CHS-1-GFP. En regiones subapicales se logré apreciar
particulas fluorescentes dinamicas de tamafio variable que se encontraron distribuidas con
un patréon no uniforme a lo largo de la hifa. Las particulas fluorescentes presentaron un
diametro de 0.48+0.12pum (n=32). No obstante la abundancia relativa de las particulas
fluorescentes en la region subapical fue ligeramente distinta entre la cepa TESI-15

(heterocarionte) y NESI-15, siendo mas abundantes en esta ultima cepa (Fig. 19). En

cambio para las transformantes con reemplazamiento enddgeno se apreciaron mas
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particulas en la cepa TES2-11 que en la cepa NES2-11. Lo mismo ocurrié para las
transformantes TES2-11 y NES2-11 pero de modo inverso, es decir, en NES2-11 se
apreciaron menos particulas. La mayoria de las particulas fluorescentes se encontraron no
asociadas a los nucleos. Pero cercano a la envoltura de los ntcleos, en la region subapical
fue posible observar particulas fluorescentes que se movian juntamente con ellos (Fig. 20).
Debido a la velocidad del movimiento de las particulas y la salida del plano focal de los
nucleos durante las observaciones no fue posible precisar por cuanto tiempo las particulas
permanecian asociadas a los nucleos. La fluorescencia que se presentd de manera
discontinua y concentrada alrededor de los nticleos fue otra de las caracteristicas comunes
entre las transformantes TES1-15 y TES2-11(Fig. 21). No obstante, esta caracteristica no se
observo en todos los nticleos. También fue posible examinar una reduccion gradual en la
intensidad de fluorescencia de zonas subapicales respecto a la zona de extension,
especificamente alrededor del Spk, siendo mayor en esta zona que en cualquier otro lugar

de la hifa.
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TES1-15

NES1-15

Figura 19. Imagenes confocales de las cepas transformantes TES1-15 (A) y NES1-15 (B).
Las hifas de ambas imagenes muestran particulas fluorescentes de variado tamafo en las
regiones subapicales de las hifas. Notese la mayor abundancia de particulas en la
transformante NES1-15. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal
invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Goéttingen, Germany), con los lentes
objetivos Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: Sum.
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TES1-15

Figura 20. Imagenes confocales en serie de tiempo de una hifa de la cepa transformante
TES1-15 mostrando una particula o grupo de particulas fluorescentes (flecha blanca) muy
cercano a los nucleos (flecha roja) en una misma hifa [Figura A: 6.04seg; B:12.1seg; C:
60.4seg; D:66.5seg]. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal invertido
Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Goéttingen, Germany), con los lentes objetivos
Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: Spm.
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Figura 21. Imégenes confocales de las cepas transformantes TES1-15 y TES2-11. Se puede
apreciar en ambas transformantes fluorescencia (flechas blancas) alrededor de los nticleos
(espacios en negro) de manera discontinua. Las imagenes fueron tomadas con el
microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Géttingen, Germany),
con los lentes objetivos Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: Sum.

En regiones mas distales de las hifas fue posible observar un patron de marcaje
tubular y alargado en la zona citoplasmatica (Fig. 22A). Las estructuras tubulares,
posiblemente vacuolares, podian distinguirse por la continuidad que existia entre algunas
de ellas. También fue posible observar en estas regiones gran concentracion de
fluorescencia contenida en cuerpos vacuolares esféricos de gran tamafio que en imagenes

en serie de tiempo se observaron atravesando los poros del septo, y continuar su migracioén

respecto al flujo citoplasmatico (Fig. 22B). Los cuerpos esféricos de gran tamafo pasaban
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por el poro septal debido a la flexibilidad de estos. En algunas ocasiones fue posible
observar como se fragmentaban en cuerpos mas pequefios 0 como aumentaban de tamafio
por fusion de varios cuerpos esféricos mas pequenios, durante el paso de un compartimento

a otro.

TES2-11

TES1-15

Figura 22. Imagenes confocales de las cepas transformantes TES2-11 (A) y TES1-15 (B).
Se puede apreciar en la cepa transformante TES2-11 la presencia de fluorescencia en
estructuras alargadas a lo largo de la hifa (A). se puede ver ademds de septos marcados,
cuerpos esféricos tipo vacuolas en las hifas (B). Las imagenes fueron tomadas con el
microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Gottingen, Germany),
con los lentes objetivos Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: Sum
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VIIL. 5. 4. Localizacion de CHS-1-GFP en Septos

Previo a la formacion del septo de las cepas transformantes, la presencia de CHS-1-
GFP se hizo evidente inicialmente por la fluorescencia acumulada temporalmente en las
paredes laterales (Fig. 23A), y luego de manera gradual esta se desplazaba
perpendicularmente hacia el centro de la hifa donde se formaria el poro simple, proceso que
llevd 6.5+2.0 minutos (n=5). Las imégenes confocales en serie de tiempo revelan en la hifa
unicamente la rebanada Optica durante la septacion. Sin embargo, se obtuvo una
reconstruccion de 10 rebanadas Opticas y se logroé obtener una imagen en 3D donde fue
posible apreciar la presencia casi total de CHS-1-GFP en el septo, excepto en el poro (Fig.
23B). Aproximadamente el septo se formé entre los 5.2 y 9.4 minutos dependiendo del
didmetro de la hifa. Considerando un tamafio promedio del poro del septo simple de N.
crassa de 0.5um de didmetro (Hunsley y Gooday 1974), la velocidad de formacion del
septo en area fue de 6.04 pm*/min (n=5). La permanencia temporal de la proteina CHS-1-
GFP en el septo, fue mas extensa que el tiempo necesario para que esta llegue hasta el poro
septal (Fig. 24). En septos maduros o formados completamente no se observd marcaje

fluorescente (Fig. 26B, C).
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TES1-15

Figura 23. Imagenes confocales de la cepa transformante TES1-15. La imagen 23A
corresponde a una region de formacion de septos. Notese la gran acumulacion de
fluorescencia (flechas blancas) en la zona donde se dara lugar a la formacién del septo. La
imagen 23B corresponde a una imagen en 3D formada con 10 rebanadas opticas de
1.01pm. Notese la fluorescencia muy marcada en septos recién formados. Las imagenes
fueron tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl
Zeiss®, Gottingen, Germany), con los lentes objetivos Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl
Zeiss®). Escala: Sum
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TES2-11

Figura 24. Imagenes confocales en serie de tiempo de la cepa transformante TES2-11. Las
imagenes fueron tomadas en una region no muy lejos del apice de la hifa, donde ocurre
normalmente la formacion de septos. Notese la gran acumulacion de particulas
fluorescentes en la zona de iniciacion del septo y como esta concentracion de proteinas
sigue un curso uniforme en direccion y forma. Tiempo aproximado de formacion del septo
en esta hifa fue de 6.5 minutos. [Tiempo, Figura A: Oseg; B: 97seg; C: 207seg; D: 268seg;
E: 305seg; F: 390seg]. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal invertido
Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Gottingen, Germany), con los lentes objetivos
Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: Sum

VIII. 5. 5. Marcaje de Transformantes con FM4-64

Imagenes por microscopia confocal de barrido de ldser permitieron revelar la
localizacion celular de este marcador en las hifas de los organismos transformantes. La
sonda fluorescente FM4-64 se pudo detectar en el Spk, membrana plasmatica, septos,
vacuolas y en parches a lo largo de las hifas examinadas. En el Spk fue muy evidente la

colocalizacion del marcador FM4-64 con la expresion de fluorescencia debido a CHS-1-

GFP (Fig. 26A). Las imagenes de colocalizaciéon mostraron que la zona o el area de
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marcaje de CHS-1-GFP en el Spk estaba restringida a una zona central menos extensa que
la fluorescencia obtenida con el marcador FM4-64. Mediciones del area debido a los dos
marcadores mostraron que FM4-64 abarca una mayor area en la region del Spk (Tabla VI).
Sin embargo estas diferencias no fueron significativas (Fig. 25). La sonda fluorescente
FM4-64 también se detectd en la membrana plasmatica de las células tratadas, no obstante
el marcaje fue mas evidente en la region subapical distal que en la zona apical y subapical
proximal. No se aprecid la colocalizacion de FM4-64 en particulas fluorescentes en el
interior de la hifa. Durante la formacion de los septos se pudo distinguir que la
colocalizacion de CHS-1-GFP con el FM4-64, ocurre de manera temporal. Por ejemplo, el
marcaje de FM4-64 en septos previamente formados se mantuvo durante las observaciones
mientras que la fluorescencia debida a CHS-1-GFP fue nula en estas estructuras (Figs. 26B-
D). No obstante, en hifas con septos en desarrollo la colocalizacién de FM4-64 y CHS-1-
GFP fue notoria (Figs. 26E-G). En cuerpos vacuolares esféricos la fluorescencia
correspondiente a FM4-64 fue circunscrita inicamente a la membrana mientras que en su
interior se observéd exclusivamente fluorescencia debida a CHS-1-GFP (Figs. 26B-G). La
presencia de vacuolas fluorescentes se aprecid unicamente en regiones distales de la hifa, y
por lo regular el flujo de estas estructuras siempre fue en direccion al apice. En las regiones
subapicales de las hifas fue notable la presencia de parches fluorescentes de morfologia

variable que no colocalizaban con particulas que expresaban CHS-1-GFP (Fig. 22B).
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Figura 25. Area correspondiente a las vesiculas marcadas con la proteina CHS-1-GFP en la
region del Spk de las cepas transformantes comparada con el area marcada en el Spk con la
sonda fluorescente FM4-64 (25uM). Las mediciones se realizaron bajo el microscopio
confocal invertido Zeiss LSM-510 META. Media (m), Desviacion Estandar ([7), Intervalo
de confianza al 95%(1).

Tabla VI. Estadisticos del didmetro y area de marcaje de la CHS-1-GFP en el Spk de
transformantes.

Cepas n Media (um2) Min Max Desv.ST
NES1-15 11 1.15 0.36 1.78 0.42
TES1-15 9 0.85 046 1.10 0.20
TES2-11 28 1.00 0.27 2.01 0.42

TES1-15FM4-64 9 2.49 1.43 343  0.64
TES2-11 FM4-64 10 1.32 0.74 1.83  0.36
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TES1-15

TES1-15

Figura 26. Imagenes confocales con la cepa transformante TES1-15 tratadas con la sonda
fluorescente FM4-64 (25uM). Notese la colocalizacion de la CHS-1-GFP con FM4-64 en el
Spk (A), en septos previamente formados (B-D) y en septos en formacion (E-G). Las
imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META
(Carl Zeiss®, Gottingen, Germany), con los lentes objetivos Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl
Zeiss®). Escala: Sum
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VIIL 5. 6. Efecto de BFA en Transformantes

Las observaciones se hicieron después de 5 minutos de haber aplicado el inhibidor
de manera directa sobre el micelio de los organismos transformantes. El efecto de la BFA
sobre las transformantes fue notable por las diferencias en las caracteristicas morfoldgicas
de las hifas, como también por la distribucion caracteristica en el marcaje de la CHS-1-GFP
en la region apical. Durante el inicio de las observaciones, en las hifas tratadas con el
inhibidor, fue posible observar la presencia del Spk, aunque el area de marcaje
correspondiente a CHS-1-GFP se vio incrementada (Figs. 27A-C). Esto posiblemente
sugiere que el trafico de vesiculas con CHS-1-GFP no fue interrumpido por el efecto de
BFA. Se ha demostrado que BFA altera los procesos de secrecion de proteinas perturbando
el trafico de vesiculas entre el reticulo endoplasmatico y Golgi, y el transporte post-Golgi
(Cole et al., 2000). El area promedio de marcaje en el Spk de las células no tratadas estuvo
comprendido entre 0.85 y 1.15um® mientras que en las células tratadas el 4rea fue mayor a
2um’ (Tabla VII, Fig. 29). Otro efecto apreciable en la exposicion prolongada de las células
con BFA fue la dispersion de la fluorescencia en el apice de las hifas (Figs. 27A, C),
causando algunas veces la disrupcion del Spk. El marcaje de CHS-1-GFP en este ultimo
caso se presentd no delimitado al lugar donde se encuentra el Spk, mostrandose parches y
cumulos cerca de la region apical (Fig. 27C). En regiones subapicales no se apreciaron
cumulos de fluorescencia en el citoplasma o alrededor de los nucleos (Fig. 27A). Se
observé que el inhibidor también provocaba el desarrollo morfolégico anormal de las hifas
tales como ramificacion dicotomica abundante (Fig. 28), reduccion del didmetro celular y

muchas veces muerte celular.
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TES1-15 TES1-15

TES2-11

Figura 27. Todas las imagenes muestran el efecto del inhibidor BFA (100pg/ml) sobre las
hifas de las cepas transformantes. Notese en las imagenes la acumulacion excesiva de
fluorescencia (A-C). Observe el efecto de la BFA en el incremento de tamafio del Spk (B).
En la cepa TES2-11 se puede observar CHS-1-GFP dispersa y distribuida en parches de
gran tamafio El inhibidor fue aplicado sobre la zona de extensién del micelio de forma
directa. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-
510 META (Carl Zeiss®, Gottingen, Germany), con los lentes objetivos Neofluar 100X
(N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: A,D: Sum; B: 2pm
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TES1-15

Figura 28. Imdgenes en bajo aumento de la cepa transformante TES1-15 antes (A) y
después (B) del tratamiento con el inhibidor (BFA, 100ug/ml). Nétese la diferencia en la
morfologia de las regiones apicales entre las dos imagenes. En el recuadro de la imagen B
se puede observar un aumento donde la hifa principal se ha ramificado en hifas mas cortas.
Las imagenes fueron obtenidas con el estereoscopio SZX12 (Olympus®).
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Figura 29. Area del Spk de cepas transformantes tratadas con BFA (100pg/ml). Las
mediciones se realizaron sobre imagenes obtenidas en el microscopio confocal invertido
Zeiss LSM-510 META. Media (m), Desviacion Estandar (1), Intervalo de confianza 95%
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Tabla VII. Estadisticos del diametro y area de marcaje de la CHS-1-GFP en el Spk de

transformantes.
Cepa n  Media (um’) Min  Max Desv.ST
NES1-15 11 1.15 036 1.78 0.42
TES1-15 9 0.85 0.46 1.10 0.20
TES2-11 28 1.00 0.27 2.01 042
TES1-15/BFA 5 2.66 1.58 3.26 0.66
TES2-11/BFA 8 2.07 1.40 2.63 0.43
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IX. Discusion

En este estudio se localiz6 por primera vez la CHS-1 marcada con GFP en hifas en
crecimiento del hongo filamentoso Neurospora crassa. Estructuras fluorescentes
correspondientes a CHS-1-GFP fueron localizadas en: a) la region apical en un area que
coincide con la posicion del Spk de hifas maduras en crecimiento y ramificaciones, b)
particulas dispersas en el apice de las hifas alrededor del Spk y en la membrana plasmatica,
¢) pequeiias estructuras de variado tamafo en la region subapical de la hifa, d) estructuras
vacuolares esféricas y cilindricas en zonas distales de la hifa y en e) sitios de formacion del

septo.

Para la obtencion de las cepas transformantes de N. crassa que se lograron en este
estudio, se utilizaron dos tipos de vectores recombinantes con el proposito de efectuar la
integracion de la fusion chsl-gfp tanto de manera ectopica como por reemplazamiento del
gen endogeno (knock in) en el genoma de cepas de N. crassa. La ausencia de defectos
morfoldgicos o de crecimiento en la cepa transformante que se reemplazé el gen endogeno
con la fusion chsl-gfp, confirma la viabilidad de las fusiones en la estrategia de knock in en
N. crassa en este trabajo, debido a que estudios anteriores han demostrado que defectos
funcionales en CHS-1 provocan la aparicién de rasgos anormales en la morfologia de las
hifas como densidad de hifas dispersa, ausencia de conidiacion y reduccion del crecimiento
en un 80% (Yarden y Yanofsky 1991). La inexistencia de diferencias marcadas en la
fluorescencia expresada entre las cepas TES1-15 y TES2-11 sugieren que el promotor
endogeno de chsl es igual y suficientemente fuerte, como el promotor ccg-1 (Freitag et al.,

2004), para hacer visible a CHS-1-GFP. Independientemente del promotor la CHS-1 se
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traduce a niveles similares y cuenta con la informacion basica para ser transportada hacia el
apice celular. Esta caracteristica también sugiere que chs/ se estd expresando de manera
constitutiva en la célula, aunque es necesario realizar un “Northern blot” para confirmarlo.
En este estudio se logré por primera vez en el hongo filamentoso N. crassa el
reemplazamiento de un gen enddgeno por una fusiéon del mismo gen con la GFP y un
marcador de seleccion, estrategia denominada knock in que se ha utilizado en estudios
moleculares en otros hongos (Colot et al., 2006; Ninomiya et al., 2004). Esta novedosa
estrategia facilitaria los estudios a nivel microscépico de proteinas en N. crassa, evitando
realizar transformaciones con integraciones ectdpicas, que tiene la desventaja de: a) causar
probables mutaciones por RIP (Repeat-Induced Point Mutation, Mutaciones Inducidas
Puntuales y Repetidas) (Cambareri ef al., 1991), b) provocar una sobre expresion del gen y

¢) causar posibles defectos en estudios de localizacion celular.

Los resultados de las observaciones con microscopia confocal de este estudio
demuestran que CHS-1-GFP en apices de hifas en crecimiento se concentran en una region
circular conspicua que concuerda con la posicion del Spk. La colocalizaciéon observada en
el Spk durante el analisis de las hifas con la sonda fluorescente FM4-64 demuestran que
CHS-1-GFP se limita al nucleo o region central del Spk. Sin embargo, alrededor del Spk en
la region apical se observd una nube de particulas fluorescentes en casi todas las hifas,
creando un gradiente de fluorescencia respecto a la zona subapical. Es importante
mencionar que la fluorescencia debida a CHS-1-GFP en el Spk fue limitada unicamente a
hifas en crecimiento. Esta evidencia probablemente sugiere que la quitina sintetasa de clase

IIT de N. crassa cumple un rol importante en el crecimiento polarizado de las hifas en
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crecimiento. En este caso en especifico en la formacion de la pared celular de los apices.
Esto coincide con algunas de las conclusiones de estudios efectuados anteriormente sobre
la participaciéon de las quitina sintetasas de clase III en el crecimiento de hongos
filamentosos (Mellado et al., 1996; Yanai et al., 1994; Yarden y Yanofsky 1991). Aunque
hay evidencia que la disrupcion de la expresion de algunas proteinas de clase III en A.
fumigatus y U. maydis no provocan ningin efecto fenotipico apreciable (Mellado et al.,

1996; Weber et al., 2006).

La naturaleza dindmica y variabilidad morfologica de estructuras marcadas con
CHS-1-GFP sugiere la existencia de un sistema de distribucién y/o almacenamiento
especifico de las microvesiculas (quitosomas) contenedoras de CHS-1-GFP. La morfologia,
concentracion y presencia continua del marcaje fluorescente de posibles quitosomas con
CHS-1-GFP en el Spk durante el crecimiento de las hifas revelan no sélo la importancia en
el desarrollo estructural de la pared celular fingica, sino que confirma la integracion de los
quitosomas en el conjunto de vesiculas que forman parte del complejo multivesicular. El
limite de resoluciéon de la microscopia confocal no es suficiente para observar
microvesiculas menores a 100nm bien definidas. No obstante, para confirmar que CHS-1-
GFP forma parte de la composicion de los quitosomas, es necesario aislar las
microvesiculas por ultracentrifugacion y detectar la fusion por Western blot.
Recientemente, estudios efectuados en N. crassa con las fusiones CHS-3-GFP y CHS-6-
GFP revelaron que ambas localizan en la regién del Spk (Riquelme Pérez et al., 2007),
ademads se lograron aislar quitosomas e identificaron por Western blot bandas de mayor

peso molecular respecto a la GFP (Verdin et al., sin publicar). Asimismo se lograron



observar la presencia de particulas vesiculoides y cuerpos globulares en sectores
subépicales, mientras que en zonas distales el marcaje fluorescente fue observado en una
red de compartimentos tubulares de forma irregular y en vesiculas esféricas (Riquelme
Pérez et al., 2007). Los resultados de este ultimo estudio demuestran un patrén no muy
distinto de localizacion de CHS-1-GFP respecto a las observaciones realizadas por
Riquelme y colaboradores, excepto la presencia de CHS-1GFP en la membrana plasmatica.
Esto sugiere una alta probabilidad de que las quitina sintetasas sean distribuidas en una
unica poblacion de quitosomas. Sin embargo, es preciso identificar la composicion
molecular de los quitosomas. Para ello se necesitaria realizar estudios de microscopia
inmunoelectrénica con anticuerpos monoclonales para cada quitina sintetasa. Contrario a lo
mencionado por Sietsma y colaboradores (1996), que probablemente las isoenzimas
formadoras de quitina provengan de distintas poblaciones de quitosomas. Lo anterior fue
una hipotesis abierta en estudios de inmunolocalizacion con anticuerpos policlonales
obtenidos a partir de Chs2p de S. cerevisiae, que permitieron marcar vesiculas en los apices
de hifas de N. crassa y que por Microscopia Electronica de Transmision (MET) revelaron
que s6lo un 10% de la poblaciéon de microvesiculas fueron detectadas con el anticuerpo

(Sietsma et al., 1996).

La presencia condensada, temporal y gradual de CHS-1-GFP durante el desarrollo
del septo demuestra que la proteina estd involucrada de manera directa en la formacion de
pared celular de esta estructura celular. Imagenes confocales en series de tiempo durante la
septacion, mostraron que el desarrollo del septo ocurre desde el perimetro interno de la hifa

hacia el interior, hasta llegar al poro septal. Estos resultados aluden a la existencia de un
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mecanismo de regulacion muy bien orquestado de las proteinas encargadas de la formacion
de pared celular en el septo, como ocurre en la formacion del anillo de quitina y desarrollo
del septo primario en la yemacion de la levadura S. cerevisiae (Cabib et al.,, 2001). El
patrén de marcaje fluorescente en septos incipientes fue similar a lo observado en cepas de
N. crassa con CHS-3-GFP y CHS-6-GFP (Riquelme Pérez et al., 2007). Esto sugiere la
posibilidad que quitina sintetasas de diferentes clases mantengan la misma funcién de
formacion de pared celular para dar lugar al septo, como se ha visto en estudios con otras
especies de hongos (Amnuaykanjanasin y Epstein 2006; Ichinomiya et al., 2005; Mellado
et al., 1996; Weber et al., 2006). Esto explica porque en estudios anteriores la inactivacion
de chsl no provoco ningun efecto anormal en los septos de N. crassa (Yarden y Yanofsky
1991). La localizacion de otras quitina sintetasas en sitios de formacion de septos, explica
porqué no se observan en estos defectos morfologicos o de frecuencia cuando algin gen chs
se encuentra inactivado (Din ef al., 1996; Yarden y Yanofsky 1991). Es muy probable que
varias quitina sintetasas sean las que estén involucradas en la formacion de septos en M.
crassa, como se ha visto en otras especies fungicas (Amnuaykanjanasin y Epstein 2006;
Ichinomiya et al., 2005; Mellado et al., 1996; Weber et al, 2006). La presencia de
fluorescencia en la membrana plasmatica observada en el inicio de formacion de septos en
las cepas transformantes con CHS-1-GFP, fue una caracteristica distinta a lo reportado con
las cepas de N. crassa con CHS-3-GFP y CHS-6-GFP. Esto sugiere la posibilidad de que
CHS1 posea funciones adicionales en la formacion del septo, distintas a las quitina
sintetasas de otras clases. No obstante, alin no se conoce si todas las quitina sintetasas estan
activas al mismo tiempo durante la septacion o si su actividad estd controlada por los

mismos factores de regulacion.
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Las caracteristicas de marcaje fluorescente en las cepas tratadas con el inhibidor
demuestran que las microvesiculas que transportan a CHS-1-GFP posiblemente no siguen
la ruta convencional de secrecién, como se ha demostrado en otras proteinas de secrecion
(Nickel 2005). La presencia continua de vesiculas en el Spk de las células tratadas y la
ausencia de cumulos fluorescentes en estructuras tipo reticulo endoplasmatico o
equivalentes de Golgi, revelan que el transporte continuo de quitosomas hacia el apice no
fue alterado por el inhibidor BFA. Aunque después de una exposicion prolongada con el
inhibidor provocaba una disrupcion del Spk; esto probablemente se deba por el efecto de
BFA en otros procesos celulares. Riquelme y colaboradores (2007) al estudiar en células de
N. crassa el efecto de BFA con un marcador fluorescente conjugado (BFA-bodipy
558/568), no encontraron colocalizacion de los organelos del sistema endomembranal con
CHS-3-GFP y CHS-6-GFP. Concluyendo que CHS-3 y CHS-6 no siguen la ruta
convencional de secrecion Reticulo Endoplasmatico-Golgi (Riquelme Pérez et al., 2007).
Debido a la semejanza en el marcaje de CHS-1-GFP y CHS-3-GFP/CHS-6-GFP, es muy
probable que se llegue a una conclusion similar a la obtenida por estos autores. En otros
estudios se ha encontrado que la distribucion de la fluorescencia de proteinas marcadas con
GFP en cepas de N. crassa y que residen en el Reticulo Endoplasmatico, no se parece al
patrén de marcaje de ninguna de las cepas obtenidas en este estudio (Bowman et al., 2007).
Aunque los efectos de este inhibidor perturban los procesos de secrecion en células
eucariotas, las respuestas pueden ser diferentes entre células animales, plantas y levaduras,
y aun entre hongos filamentosos (Bourett y Howard 1996; Cole et al., 2000; Nebenfuhr et

al., 2002; Riquelme Pérez et al., 2007).
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La presencia de CHS-1-GFP en el lumen de vacuolas esféricas de las cepas
transformantes, y su comportamiento se asemeja a lo observado en los estudios realizados
por Riquelme y colaboradores (2007). Los autores sugieren que probablemente estas
estructuras actiien como reservorios de CHS, que en su momento descargan su contenido
para suplir de estas enzimas hacia los sitios de sintesis activa de pared celular en la zona
apical. Aunque no se puede descartar la posibilidad que las vacuolas contengan CHS-1-
GFP reciclada. Las caracteristicas de marcaje de CHS-1-GFP en las diferentes estructuras
observadas revelan un sistema de distribucion subcelular especifico para este tipo de

proteinas.
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X. Conclusiones

La quitina sintetasa CHS-1 de Clase III en el hongo filamentoso N. crassa localiza
en el Spk de hifas en crecimiento y ramificaciones, en sitios de formacion del septo y en
estructuras especificas morfolégicamente variables. Ademas la presencia de CHS-1-GFP en
compartimentos vacuolares y tubulares esféricos, y la ausencia de efectos de BFA en la
secrecion de esta proteina relaciona a CHS-1 en un sistema de secrecion distinto al
convencional. La estrategia de knock in es una excelente alternativa para efectuar

reemplazamientos de genes enddgenos para estudios moleculares en N. crassa.
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