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RESUMEN de Ia tesis de Leonora Elizabeth Martinez Nufiez, presentada como
requisito parcial para la obtencion del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en
Ciencias de la Vida con orientacién en microbiologia. Ensenada, Baja California.
Noviembre de 2011.

Localizacion de las B (1-3) endoglucanasas EGLC-1 y EGLC-2 y su papel en
la morfogénesis de Neurospora crassa.

Resumen aprobado por:

Dra. Meritxell Riquelme

El modelo de crecimiento unitario de la pared celular propone que la extension polarizada
de las hifas en los hongos filamentosos es resuitado de la sintesis y descarga de nuevos
polimeros de la pared celular, la accién de enzimas hidroliticos que proporcionan
plasticidad a ia pared y la fuerza de turgencia para promover la expansiéon de la célula.
Existe poca informacidén sobre las enzimas con capacidad de hidrolizar compuestos de la
pared celular y que podrian contribuir a su plastificacién. Las proteinas EGLC-1 y EGLC-2
son B (1-3) endoglucanasas putativas de Neurospora crassa, con un posible sitio de unidn
al grupo glucosil fosfatidilinositol (GP!) que permite su anclaje a la membrana plasmatica.
Por medio de PCR de fusion e integracion en el piasmido pMF272 se construyeron dos
vectores recombinantes que contienen el gen de la proteina verde fluorescente (gfp)
insertado en la secuencia de egle-1 justo después de la secuencia codificante para el
peptido sefial, y de eglc-2 justo antes del posible sitio de unién a GPI. Estos plasmidos se
expresaron en la cepa de N. crassa FGSC #9717. Las cepas transformantes expresando
EGLC-1-GFP o EGLC-2-GFP se analizaron mediante microscopia confocal de escaneo
con laser para conocer su localizacion y dindamica. Estas endoglucanasas se
encontraron en los eventos morfogenéticos importantes para el desarrolio del hongo.
Ambas proteinas se localizan enel 4&picede hifasyseptos,. Los patrones de
fluorescencia en cada uno de estos sitios fueron diferentes en cada caso, ademas de que
EGLC-1-GFP también fue localizada en el septo de los conidiéforos. Tambien se ilevaron
a cabo ensayos con inhibidores del citoesqueleto y del transporte de proteinas. Tanto el
benomilo (inhibidor de los microtlbulos) como la brefeldina A (inhibidor de la via secretora
clasica) parecen no afectar la localizacidn de EGLC-2-GFP, s6iola latrunculina A
(inhibidor de cables de actina) tiene un efecto en la localizacién de EGLC-2-GFP. Los
resultados obtenidos demuestran que enzimas con actividad litica, tales como las
endoglucanasas EGLC-1 y EGLC-2 de N. crassa, se encuentran en sitios claves de
crecimiento, donde probablemente intervienen promoviendo la remodelacién de la pared
celular, tal como lo postula el modelo unitario de crecimiento de la pared celular.

Palabras Clave: B (1-3) endoglucanasas, remodelacion de pared celular,
plasticidad, N. crassa




ABSTRACT of the thesis presented by Leonora Elizabeth Martinez Nlfiez as a
partial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in Life Sciences

with orientation in Microbiology. Ensenada, Baja California, México. November
2011.

Localization of the B (1-3) endoglucanases EGLC-1 and EGLC-2 and
their role in the morphogenesis of Neurospora crassa.

The unitary mode! of cell wall growth suggests that the polarized extension of hyphae in
fitamentous fungi is the result of the synthesis and deposition of new cell wall polymers,
the action of hydrolytic enzymes that provide plasticity to the wall and turgor pressure to
drive cell expansion. There is a little information on enzymes capable of hydrolyzing cell
wall polymers that could serve to plasticize the cell wall. EGLC-1 and EGLC-2 are putative
B {1-3) endoglucanases in Neurospora crassa, with potential binding sites for a glucosyl
phosphatidylinositol group (GPI) which would allow them to anchor into the plasma
membrane. Through fusion PCR and integration into the plasmid pMF272, two
recombinant vectors were constructed containing the encoding sequence for green
fluorescent protein (gfp). The gfp sequence was inserted within the eglc-1 sequence, just
after the signal peptide encoding sequence. For the eglc-2 sequence, the insertion was
just before the GPl-binding site. These plasmids were expressed in N. crassa strain FGSC
# 9717 and prototrophic strains expressing EGLC-1-GFP or EGLC-2-GFP were analyzed
by confocal laser scanning microscopy to monitor the location and dynamics of these
proteins. These endoglucanases were found in morphogenetic events important to the
development of the fungus. Both proteins were localized in the hyphal apical plasma
membrane and in septa. Tihe fluorescence patterns observed at each of these sites
were different ifor each protein. Additionally, EGLC-1-GFP was locaiized at the septum of
mature conidiophores. The effects of cyioskeleton inhibifors and secretory pathway
transport on the dynamics of EGLC-2-GFP were analyzed. Neither benomyl (a
microtubule inhibitor) nor brefeldin A (a secretory pathway inhibitor) affected strongly the
localization of the proteins; only latrunculin A (an actin cables inhibitor) had a smali effect
in the localization of EGLC-2-GFP. The results reported here show that lytic activity of
enzymes such as endoglucanases EGLC-1 and EGLC-2 in N. crassa, is present in critical
areas of fungal morphogenesis, where they probably play a role in cell wall remodeling, as
postulated by the unifary model of cell wall growth.

Keywords: B (1-3) endoglucanases, cell wall remodelling, plasticity, Neurospora
crassa.
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Esquema representativo de la pared celular en hongos
(Bowman y Free 2006).

Esquema representativo de dos de [os modelos propuesios
para explicar como ocurre el ensamblaje de la pared celular.

Esquema de las estrategias seguidas para obtener la fusion
para eglc-1 y eglc-2 con ¢gfp.

Mapa del plasmido pMF272.

Representacion esquematica de los resulfados arrojados por
los servidores Big Fungal PJ predictor y Signal P 3.0. La linea
azul entre la secuencia de aminoacidos indica el sitio de corte
del péptido sefial.

Geles de agarosa 1% con los amplicones obtenidos para eglc-
1::gfp (A) y para ps::gfp::egic-2 (B).

Mapa de los vectores recombinantes pLMNOZ y pLMN0O4
construidos.

Gel de agarosa con los amplicones obtenidos en la PCR de
colonia (eglc-1..gfp 2,000 pb) (A} vy el perfil de restriccion con
EcoRI y Xbal liberando el fragmento de fusion egle-1::9fp.

Gel de agarosa con los amplicones obtenidos en la PCR de
colonia (ps:.gfp::eglc-2 2500 pb} (A) y el perfil de restriccion con
EcoR! y Xbal liberando el fragmenlo fusién ps::gfp:.eglc-2.

Localizacion de EGLC-1-GFP en el dpice de hifas de la cepa
transformante TLMNQO4. EGLC-1-GFP se acumula en pequefias
zonas en el apice de la hifa madura (flechas). En la imagen en
contraste de fases se puede identificar al Spk y en la
sobreposicion se observa como la fluorescencia de EGLC-1-
GFP se encuentra adyacente al Spk. Las imégenes fueron
tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510
META (Carl Zeiss®, Gottingen, Germany), y el lente objetivo
Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: 10 uym.
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LISTA DE FIGURAS (continuacion)

Imagen confocal de la focalizacion de EGLC-1-GFP en el septo
de las hifas de la cepa transformante TLMNO4. (A) EGCL-1-GFFP
se localiza en fa zona ceniral de los sepfos de las hifas (escala:
10 um). (B) Se localiza también en algunos puntos de la
membrana plasmatica perpendicufar a fos seplos (flechas)
(escala: 5 um). (C) Serie de ftiempo donde se observo
fluorescencia avanzando desde la zona periférica hacia la parte
central del septo, para permanecer en esta zona. El tiempo 0s
indica el momento en que comenzd a captarse fa secuencia
(escala: 10 um). (D) Reconstruccion en 3D de la region
fiuorescente del sepfo formada con 20 rebanadas Opficas de
0.5um (escala: 10 um). Las imagenes fueron tomadas con el
microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl
Zeiss®, Gdttingen, Germany), y el lente objetivo Neofluar 100X
(NLA. 1.3 Carl Zeiss®).

Localizacién de EGLC-1-GFP en conididéforos de la cepa
transformante TLMNO4. (A) EGCL-1-GFP se localiza en los
septos divisorios de los conididforos (flechas blancas). En la
imagen en contraste de fases se puede apreciar que los sifios de
constriccion de los conidios que estan por ser liberados coinciden
con los sitios de acumulacién de fluorescencia. EGLC-1-GFP Se
focaliza en los polos de los conidios que han sido recién liberados
0 a punto de hacerlo. (B) Rebanada Optica de 0.5 ym que
muestra la formacion de dos poros fluorescentes (flechas
amarillas). Las imagenes fueron tomadas con el microscopio
confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Gdéitingen,
Germany), y el lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl
Zeiss®). Escala: 10 um.

Imagen confocal de la localizacion de EGLC-1-GFP en
germinulas de la cepa transformante TLMNO4. EGCL-1-GFP se
localiza como grumos fluorescentes acumulados en el citoplasma
de las germinulas a diferentes tiempos de crecimienfo. Las
imagenes fueron tomadas con ef microscopio confocal invertido
Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Gottingen, Germany), vy el
lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). (Escala 3 hrs:
5um, escala4y b hrs: 10 um).
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imagen confocal de la localizacién de EGLC-1-GFP en el seplo
de las hifas de la cepa transformante TLMNO4. (A) EGCL-1-GFP
se localiza en la zona central de los septos de las hifas (escala:
10 um). (B) Se localiza también en algunos punfos de la
membrana plasmatica perpendicular a los septos (flechas)
(escala: 5 um). (C) Serie de fiempo donde se observd
fluorescencia avanzando desde la zona periférica hacia la parte
central del septo, para permanecer en esta zona. El tiempo Os
indica el momento en que comenzd a captarse la Ssecuencia
(escala: 10 pum). (D) Reconstruccion en 3D de la regién
fluorescente del septo formada con 20 rebanadas Opticas de
0.5um (escala: 10 um). Las imagenes fueron fomadas con el
microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl
Zeiss®, Géitingen, Germany), v el lente objetivo Neofluar 100X
(N.A. 1.3 Carl Zeiss®).

Localizacion de EGLC-1-GFP en conididforos de la cepa
fransformante TLMNO4. (A) EGCL-1-GFP se focaliza en ios
seplos divisorios de los conidiéforos (flechas blancas). En la
imagen en contraste de fases se puede apreciar que {os sitios de
constriccion de los conidios que estan por ser liberados coinciden
con los sitios de acumulacion de fluorescencia. EGLC-1-GFP Se
localiza en los polos de los conidios que han sido recién liberados
o a punto de hacerlo. (B} Rebanada Opfica de 0.5 uym que
muestra la formacion de dos poros fluorescentes (flechas
amariffas). Las imagenes fueron tomadas con el microscopio
confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Géttingen,
Germany), y ef lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl
Zeiss®). Escala: 10 uym.

Imagen confocal de {(a localizacidn de EGLC-1-GFP en
germinulas de la cepa transformante TLMNO4. EGCL-1-GFP se
localiza como grumos fluorescentes acumulados en ef citoplasma
de las germinulas a diferentes tiempos de crecimiento. Las
imégenes fueron fomadas con el microscopio confocal invertido
Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Géttingen, Germany), v el
lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). (Escala 3 hrs:
5um, escala4y 5 hrs: 10 um).
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Localizacién de EGLC-2-GFP en el apice de hifas de la
cepa transformante TLMNO2. EGCL-2-GFP se localiza
formando un domo que ocupa la zona de la punta de fa hifa
durante el crecimiento. Las iméagenes fueron tomadas con
el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META
(Carl Zeiss®, Gottingen, Germany), y el lente objetivo
Neoftuar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala 5 um.

Localizacién de EGLC-2-GFP en el domo apical de las
ramificaciones en crecimiento. Se observan las imégenes
confocales de dos hifas diferentes en proceso de
ramificacion. lLa fusidn EGLC-2-GFP se acumula en las
zonas donde surge una nueva hifa y continua en esa zona
durante su crecimiento (flechas). Las imagenes fueron
tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss L.SM-
510 META (Carl Zeiss®, Géttingen, Germany), y el lente
objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala 10
um..

Localizacion apical de EGLC-2-GFP en la cepa
transformante TLMNOQ2 comparada con la tincion  del
colorante vital FM4-64. Se observa Ja tincion del Spk en rojo
con FM4-64 y en verde EGCL-2-GFP; al sobreponer las
imagenes no hay colocalizacién aparente de las sefiales de
fluorescencia. Las imagenes fueron lomadas con ef
microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl
Zeiss®, Gdttingen, Germany), y el lente objetivo Neofluar
100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala 10 um.

Anélisis de FRAP en la cepa transformante TLMNOQZ2. La
serie de tiempo muestra la recuperacion de la fluorescencia
después del fotoblanqueamiento que duré 69 segundos
(recuadro blanco). En los siguientes cuadros las flechas
indican las zonas donde la fluorescencia comenzé a
recuperarse, casi de inmediato. Las imagenes fueron
tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-
510 META (Carl Zeiss®, Géttingen, Germany), y el lente
objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala 10
pm.
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Imagen confocal de la cepa fransformante TLMNO2 que muestra la
focalizacion de EGLC-2-GFP en los septos y la comparacion con fa
fincion de los mismos con el colorante vital FM4-64. Se logra
observar en rojo el marcaje del septo y en verde una fluorescencia
muy tenue correspondiente a EGLC-2-GFP. Al sobreponer las
imagenes se observa la colocalizacion de las sefiales de
fluorescencia. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio
confocal invertido Zeiss LLSM-510 META (Carl Zejss®, Géttingen,
Germany), y el lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®).
Escala 10 um.

Localizacion de EGLC-2-GFP en los apices de hifas en
recuperacion creciendo dentro de otra hifa con dafio celular. Las
imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal invertido
Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Gdéttingen, Germany), y el lente
objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala 10 um.

Figura 20. Localizacion de EGLC-2-GFF en las zonas de contacto
entre hifas y deslocalizacién en el domo apical de las hifas
crecientes. Las imagenes fueron fomadas con el microscopio
confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Gottingen,

Germany), v el lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®).
Escala 10 um.

Imagen confocal de germinulas y conidios de la cepa transformante
TLMNOZ donde se puede apreciar la localizacion de la fluorescencia
de EGLC-2-GFP. (A) Se observa la acumulacion de fluorescencia
de EGLC-2-GFP en el domo apical de una germinula de 5 hrs de
crecimiento (Escala: 10 um). (B} fluorescencia de un conidio en
efapa de hidratacidn (1 hr, escala: 5 um). (C) se observa la
fluorescencia de EGLC-2-GFP en el domo apical del tubo
germinativo en proceso de crecimiento (2 hrs, escala; 5 ym). (D)
Conididforo sin acumulacion de fluorescencia (escala: 20 um). Las
imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal invertido
Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Gétlingen, Germany), y el lente
objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®).
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l. Introduccion

I. 1 Importancia de los hongos
El reino de los hongos contiene un estimado de 1.5 millones de especies

{Hawksworth 1991). El impacto de los hongos en la poblacién humana y en los
ecosistemas es muy alto, comparable al de las plantas y las bacterias. Los hongos
son probablemente el grupo de microorganismos biotecnoldgicamente mas Gtil y
son usados para sintetizar un amplio rango de compuestos economicamente
importantes como enzimas y metabolitos secundarios, incluyendo antibiéticos y
otros productos farmacéuticos. Los hongos juegan un papel importante en el
planeta y tienen un rol ecoldgico critico en el reciclaje de nutrientes, aunque
también estan involucrados en el deterioro de productos econdmicamente atilés,
incluyendo madera para construccion, materiales artificiales y alimentos. De las
mas de 100,000 especies conocidas de hongos, unas 50 causan enfermedades en
humanos, y mas de 10,000 causan enfermedades en plantas (Agrios 1997). Los
hongos anualmente son causantes de la mayor pérdida econdmica en el campo
(7-10%), muy por encima de las pérdidas causadas por bacterias, nematodos e
insectos, entre otros. El enfoque actual de la investigacion cientifica esta dirigido a
buscar soluciones para combatir estas enfermedades. En el ambito de salud
publica, las micosis en humanos son combatidas con fungicidas fuertes que a
largo plazo causan dafio renal y hepatico. Es por eso que se buscan nuevos
blancos celulares y moleculares exclusivos del hongo patdgeno que no afecten la
salud del hombre. En el area agricola se busca reducir el uso de fungicidas y
disminuir el dafio al ambiente y los efectos nocivos de estos hacia las especies
fumigadas y a los consumidores.

La unidad vegetativa de los hongos filamentosos es la hifa, la cual consiste de una
célula elongada que se expande por el apice de manera polarizada. Estas tienen
un diametro entre 3 y 30 um segin la especie. Las ievaduras en cambio son

células semiesféricas con didmetros que oscilan entre los 5 y 10 pym. Las hifas




regulamente muestran ramificaciones y constituyen una estructura denominada
micelio. Es en la punta de las hifas donde rse da una actividad en extremo notoria
de formacion de pared celular y membrana plasmatica lo cual contribuye al
crecimiento en el diametro de la colonia fangica. Las actividades polarizadas del
citoplasma fangico son criticas para entender el crecimiento de los hongos. La
punta de la hifa no solo sintetiza la pared celular y secreta enzimas, también
percibe sefiales fisicas y quimicas que modifican el desarrollo y crecimiento de la
colonia {Bartnicki-Garcia 1987).

|. 2 La pared celular de los hongos
La pared celular proporciona caracteristicas fisicas unicas a los hongos; les

permite soportar la gran presion de turgencia generada en su interior, crucial en la
supervivencia y desarrollo de estos organismos, cuya nutricion depende de la
absorcion de materia organica externa. La fuerza mecanica que representa esta
estructura permite a fos hongos adoptar diversas formas y con ello adaptarse a la
diversidad de espacios ecoldgicos. La presidén de turgencia le otorga poder de
penetracion y diseminacién del micelio, lo que le permite colonizar sustratos
peculiares y explotar la materia organica de forma exitosa (Bartnicki-Garcia 1987).
Esta capacidad les proporciona un nicho nico en la naturaleza y les ha permitido
probablemente evolucionar de forma separada con respecto a las plantas y los
animales (Wessels 1994).

Los compuestos quimicos que conforman la pared celular de los hongos
representan un sistema eficaz de protecciéon para el organismo y sus células
contra la luz ultravioleta, lisis enzimatica, solventes organicos, sustancias téxicas y
la desecacion (Gow y Gad 1995).. La pared celular de 10s hongos guimicamente
contiene entre 80 y 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 varian segun el grupo taxonomico. Entre
los componentes mas abundantes se encuentran los mencionados en la Tabla |.

lLLos componentes que dan rigidez a la pared celular son los fibrilares (quitina,




quitosano, polisacaridos fibrilares y celulosa); éstos se encuentran en la capa
interna de la pared celular. En la capa externa se encuenfra un material tipo gel
que funciona como una matriz constituida de glucanos y glucoproteinas
embebidas.

Tabla I. Principales componentes de la pared celular fingica segun el grupo taxondmico.

Grupo taxonémico

Componentes fibrilares

Componentes de la

matriz
Celulosa; B-(1-3)-g-(1-6)-
Oomycota B-(1-3)8-(1-0) Glucanos
glucanos
Quitridiomycota Quitina; glucanos Glucanos

Acido poliglucurénico;

Zygomycota Quitina; quitosano )
giucuronomanoproteinas
Quitina; B-(1-3)-B-(1-6)- a-{1-3)-glucanos;
Ascomycota ]
glucanos galactomanoproteinas
Quiitina; B-(1-3)-8-{1-6)- a-{1-3)-glucanos;
Basidiomycota B-(1-316-(1-6) -9
glucanos xilomanoproteinas

Adaptado de Bartnicki-Garcia 1968 y Wessels y Sietsma 1981.




I. 3 Glucoproteinas de membrana
Las glucoproteinas presentes en la pared celular estan extensamente modificadas

con N- y O- glicosilaciones y, en muchas instancias, contienen un ancla GPI
(Glucosilfosfatidilinositol). Estas glucoproteinas, la quitina y los glucanos estan
ligados por uniones cruzadas para formar una red compleja, que forma la base
estructural de la pared celuiar (Fig. 1; Bowman y Free 2006). En particular las
proteinas que tienen sitios de union a GPI o que estan ancladas a la membrana
por este tipo de estructura alifatica son insertadas en la membrana del reticulo
endoplasmico directamente a través de un translocén. Poseen un péptido sefial en
el extremo N-terminal que indica su corte por una peptidasa y tienen una
secuencia interna de paro que le permite permanecer en la membrana del reticulo.
Estas sefiales dirigen el proceso de translocacion. Mientras que una secuencia
corta de aminoacidos adyacente al dominio insertado en la membrana es
reconocida por una transamidasa localizada dentro de ila membrana del reticulo.
Esta enzima simultaneamente corta y transfiere la porcion luminal de la proteina a
un ancla GP! previamente formada e instalada en la membrana del reticulo
endoplasmico. Estas proteinas pueden difundirse facilmente en el plano de la
bicapa lipidica. Se ha visto que en algunas células epiteliales humanas con
crecimiento polarizado estas proteinas son dirigidas por el ancla GPl hacia la
region apical (Lodish et al. 2008).




Quitina

Proteinos n’ Grupo GPI

Beta 1.3 glucanos - Glicosilaciones O y N —  Membrona plasmética

Figura 1. Esquema representativo de la pared celular en hongos (Bowman y Free 2006).

l. 4 Quitina y quitosano
La quitina es un homopolimero lineal compuesto por residuos de N-

acetilglucosamina (GIcNAc) unidos por enlaces glucosidicos B-(1-4). La
configuracion beta () del enlace le confiere caracteristicas fisicas y estructurales
distintas a otros polisacaridos que se encuentran en la naturaleza como el
almiddn, glucégeno y dextrano. La quitina es abundante en la naturaleza. Se
encuentra en invertebrados, protistas y es probablemente el componente universal
de las paredes celulares de los hongos. La forma cristalina de quitina en los
hongos es la a-quitina, en donde cadenas individuales son agregadas en
microfibrillas, con puentes de hidrégeno sujetando cadenas adyacentes juntas de
modo antiparalelo. El resultado final es una estructura fuerte y rigida (Gooday
1979). La quitina es sintetizada por proteinas de membrana denominadas quitinas
sintasas; éstas catalizan la reaccion:
UDP-GIcNACc + (GIcNAc)n <> (G|CNAC)n+1 + UDP



Existen varias quitina sintasas que han sido clasificadas en siete clases (I-VIi),
segun la secuencia de aminoacidos (Choquer et al. 2004). Estudios previos han
sugerido que las quitina sintasas tienen papeles especificos en la sintesis de la
pared celular y que son dependientes de espacio y tiempo (Riguelme et af. 2007).
Esta familia proteica comprende varias isoenzimas, aigunas de las cuales pueden
presentar redundancia funcional, es decir que la pérdida de una quitina sintasa es
compensada por la accidén de otra proteina con la misma actividad (Fujiwara
2000). La quitina se asocia con otros componentes y estas interacciones son de
importancia para la pared. Se han sugerido distintos modelos respecto a la
organizacion estructural de los diferentes. polisacaridos en la pared celular de los
hongos, siendo la guitina un componente importante que se encuentra formando
enlaces con ella misma y con otros polimeros como los glucanos (Cabib et al.
2001; Wessels 1986). Algunos estudios han estimado gue la proporcion
aproximada de quitina de la pared celular en S. cerevisiae es del 1-3% mientras
que en Neurospora crassa representa entre el 7 y el 20% (Bartnicki-Garcia 1968;
Bulawa 1993; Bull 1970; Ruiz-Herrera y Sentandreu 1989; Schoffelmeer ef al.
1999). Sin embargo, los porcentajes de quitina son muy variables entre diferentes
especies; por ejemplo, en Blastomyces dermatitidis se ha encontrado desde el
23% de quitina en la forma de hifa y hasta el 37% en la forma de levadura
(Kanetsuna y Carbonell 1971), en Ustilago maydis el contenido de quitina de la
pared celular es de 14% (Ruiz-Herrera ef al. 1996), y en Cryptococcus neoformans
7% (James et al. 1990). E! quitosano es la forma desacetilada de la quitina y es el
principal componente de las paredes de Zygomycetes, pero s un componente en
menor proporcion en otros grupos importantes de hongos (Briza ef al. 1988).

I. 5 Glucano
Los B-glucanos son el componente mas abundante de las paredes celulares en la

mayoria de hongos. Ascomicetos y Basidiomicetos contienen B (1-3) glucanos con
ramificaciones B (1-6). Los glucanos ramificados pueden formar geles ¢ triples
hélices interconectadas. lLas uniones covalentes de glucancs con quitina
contribuyen a rigidizar la estructura de la pared madura (Gow y Gadd 1995).




Existen también a (1-3) glucanos que comprenden un componente importante de
la matriz externa de la pared. Los B-glucanos de la pared son sintetizados via un
azucar nucledtido (UDP glucosa). Las proteinas sintetizadoras son intrinsecas de
la membrana plasmatica, en donde aceptan el sustrato del citosol y alimentan la
cadena creciente de giucanos hacia dentro de la pared (Shematek et al. 1980;
Jabri ef al. 1989). La reaccién de sintesis es:

UDP-GI¢ + (Glc)rl > (G!c)n+1 + UDP

El sistema catalitico que sintetiza los glucanos de la pared celular en los hongos
es un complejo formado por una glucano sintasa y al menos otros 2 componentes:
una subunidad catalitica y una subunidad reguladora (Kang y Cabib 1986).
Estructuralmente los $ glucanos pueden ser clasificados seguin la configuracion de
su cadena y el tipo de uniones predominantes que tienen. Cada tipo de union
genera conformaciones secundarias caracteristicas de los B glucanos, tales como
triples hélices con alto contenido de puentes de hidrogeno. Si los tipos de uniones
aumentan y se diversifican, ésto puede tener como resultado cambios en las
propiedades del polimero tales como solubilidad, estabilidad, asi como una
alteracidon de su sensibilidad a las enzimas hidroliticas que puedan degradarios
(Pitson et al. 1993). El papel de los glucanos es diverso, dependiendo de su
tamario, estructura, propiedades fisicas y quimicas, y de lo que es muy importante,
su localizacion. El papel primario atribuido a los glucanos en hongos es
estructural, asistiendo al mantenimiento de la rigidez de la pared celular. Sin
embargo la naturaleza y localizacion de los glucanos de la pared sugieren la
posibilidad de que puedan ser degradados y usados como fuentes nutricionales o
cual puede ocurrir si los nutrientes externos son limitados (Del Rey 1979) o como
consecuencia del cambio en la composicion de [a pared durante la morfogénesis
(Wessels y Sietsma 1881).

l. 6 L.a pared celular y el crecimiento apical
En la mayoria de las células fungicas, ia sintesis de la pared celular es un proceso

altamente polarizado que determina la morfogénesis de las hifas. El Spitzenk&rper




(Spk), un cuerpo apical coman en las hifas en crecimiento de muchas especies
fungicas, contiene un acimulo de vesiculas secretoras, ribosomas, actina,
proteinas involucradas en.la polaridad celular y material amorfo no caracterizado
(Roberson et al. 2010). Esta estructura apical fue descubierta iniciaimente en los
apices de hifas de Coprinus spp. fras una tincidon con hematoxilina de hierro
(Brunswick, 1924). Unas decadas mas tarde el Spk fue identificado en los apices
de Polystictus versicolor y se sugirid su papel determinante de la direcciéon del
crecimiento de las hifas (Girbardt, 1957). El modelo hifoide de la morfogéneéis
fungica postulé que el Spk funciona como un centro suministrador de vesiculas
(VSC) que regula el paso de éstas del cuerpo hifal a la membrana plasmatica
apical (Bartnicki-Garcia et al. 1989). En los afios sucesivos numerosos trabajos
han identificado la presencia del Spk en los apices de diferences especies fungica.
En nuestro grupc de trabajo estamos interesados en caracterizar la composicion
de las vesiculas que componen el Spk y en entender su mecanismo de regulacion
del trafico vesicular apical.

Se han propuesto diversos modelos para explicar como la célula tubular de una
hifa es generada por crecimiento apical (Fig. 2). Uno de ellos es el del estado
estacionario o estable (SS) planteado por Wessels (1986), en donde se propone
que el crecimiento apical involucra diferentes cambios en las propiedades fisicas
de la pared celular de la hifa, la cual es construida por un proceso que transforma
y expande la pared celular depositada recientemente, desde el domo apical hacia
una pared rigida de forma cilindrica en la base del domo. Este material
recientemente afnadido en cierto modo es plastico, debido a la presencia de
cadenas individuales de polimeros y la falta de uniones cruzadas entre los
componentes de la pared. Este material no es microfibrilar y tiene cierta
sensibilidad a quitinasas; dicha sensibilidad disminuye a medida que la pared
progresa hacia la zona subapical y las cadenas individuales de quitina se
cristalizan en microfibrillas (Wessels 1986; Sietsma y Wessels 1994). Otro modelo
basicamente diferente es el propuesto por Bartnicki-Garcia (1973), que postula




que la forma de la hifa estd determinada por un patrén de distribucién polarizada
de vesiculas involucradas en la descarga y construccion de la pared celular. Este
modelo supone que el crecimiento es resultado de diversas acciones: sintesis y
descarga de nuevos polimeros de pared, accién enzimatica que proporcione
plasticidad por la pérdida de la estructura rigida de la pared y fuerza de turgencia
para expandir la pared celular (Bartnicki-Garcia 1973). La pared celular es una
estructura altamente dinamica, sujeta a constante cambio: por ejemplo durante la
expansion y division celular en levaduras, durante la germinacion de esporas,
ramificacion de hifas y formacidon de septos en hongos filamentosos. La
ramificacién de los polimeros de la pared celular y las uniones cruzadas, asi como
el mantenimiento de la plasticidad de la pared durante la morfogénesis pueden
depender de la presencia de enzimas hidroliticas intimamente asociadas con la
pared celular de los hongos. La mayoria de estas hidrolasas tienen actividad
quitinasa o glucanasa y algunas también exhiben actividad transglicosilasa. Por lo
tanto pueden estar relacionadas con la ruptura y reformacién de las uniones
dentro y entre los polimeros, permitiendo la remodelacidn de la pared celular
durante el crecimiento y la morfogénesis (Adams 2004). En este trabajo de tesis
se estudio la localizacion de dos B (1-3) endoglucanasas putativas y su papel
durante el crecimiento apical y otros procesos morfogenéticos de N. crassa.
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ESTADO DE EQUILIBRIO
ZONA DE*RIGIDIZACION

ZONA
PLASTICA

(0 Material rigido (uniones cruzadas entre polimeros) MICROFIBRILAR

Material plastico (cadenas individuales de polimeros) NO MICROFIBRILAR
Adaptado de Wessels 1986

CRECIMIENTO UNITARIO DE LA PARED CELULAR

Zona de extension -->

® Descarga de enzimas liticos (plastificacion de la pared)

O? Descarga de nuevo material de sintesis

—3= Accion de la presién de turgencia
Adaptado de Bartnicki-Garcia 1973

Figura 2. Esquema representativo de dos de los modelos propuestos para explicar como
ocurre el ensamblaje de la pared celular.
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Il. Antecedentes

Las B-glucanasas pertenecen al grupo de las giucosil hidrolasas. Estas enzimas
hidrolizan el enlace glucosidico entre dos unidades de glucosa. Se clasifican en
alrededor de 100 familias (Davies y Henrissat 1995). Existen diversos tipos de
enzimas degradadoras de B-glucanos clasificadas de acuerdo al tipo de enlace $-
glucosidico que digieren y el mecanismo por medio del cual atacan un sustrato.
Estas enzimas pueden ser exo--glucanasas, que hidrolizan cadenas de glucanos
secuencialmente cortando los residuos del extremo no reductor y produciendo
usuaimente glucosa; y por otro lado se encuentran las endo-B- glucanasas, que
hidrolizan los enlaces al azar a lo largo de la cadena de polisacarido, liberando
pequefios oligosacaridos (Pitson ef al. 1993).

La mayoria de las glucanasas flingicas descritas son extracelulares, es decir son
secretadas al medio. Esta secrecion sigue el mismo mecanismo descrito para
ofras enzimas extracelulares, que son empacadas en vesiculas derivadas del
reticulo endoplasmico, pasan por el aparato de Golgi y migran por el citoplasma
hasta llegar a la membrana celular y fusionarse con ella (Meyer et al. 1976). En
algunos hongos, las glucanasas son retenidas en el espacio periplasmico donde
pueden llevar a cabo diversas funciones, incluyendo la movilizacidbn de los
glucanos a través de la pared celular. Las Glucanasas 3 (1-3) y 8 (1-6) pueden ser
transportadas dentro del citoplasma en vesiculas, y en hongos filamentosos estas
vesiculas se encuentran usualmente en el apice 0 en sitios de ramificacion en las
hifas (Meyer ef al. 1976) por lo que se cree que estas enzimas estan implicadas en
la extension hifal (Gooday y Trinci 1980).

Diversos aislados de pared celular de algunos hongos exhiben una apreciable
actividad autocatalitica (Farkas 1979). Se ha propuesto que la rigida pared celuiar
preexistente es primero atacada por enzimas hidroliticas, dirigidas a los enlaces
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entre polisacaridos, y los espacios resultantes son lenados con material de pared
celular recién sintetizado. La continua repeticion de este proceso asegura el
crecimiento de la pared celular sin interferir en su integridad (Johnson 1968).
Debido a que los B (1-3) glucanos son abundantes en la pared y que para la
actividad de la B (1-3) glucanosiltranferasa se requieren numerosos extremos
libres, reductores y no reductores, algunas enzimas con actividad B (1-3) glucano
hidrolitica han sido investigadas (Latgé y Calderone 2008). Algunas enzimas
fingicas que degradan § glucanos fueron reportadas inicialmente para levaduras
(Brock 1965) y posteriormente para hongos filamentosos (Reese y Mandels 1966).
Se han identificado varias glucanasas en las secuencias gendmicas de algunos
hongos. lLos estudios moleculares se han centrado en endoglucanasas,
especiaimente por su modo de accién (cortar internamente polisacaridos de
estructura compleja) el cual sugiere que estas glucosilhidrolasas juegan un papel
morfogenético (Latgé y Calderone 20086).

Previamente ha sido reportado que la sintesis de B (1-3) glucanasas en levaduras
esta acoplada a eventos morfogenéticos en los cuales estas enzimas estan
presumiblemente involucradas (Farkas 1973). En estudios previos se afirma que
durante el ciclo mitético de Séccharomyces cerevisiae, el contenido de una B (1-3)
glucanasa aumenta al maximo en la célula al tiempo que se genera la yema
emergente y se sugiere que la sintesis de esta enzima esta altamente relacionada
con un paso previo a la gemacion (Cortat ef al. 1972). En Hansenula wingei la
activacién de una B (1-3) glucanasa después del proceso de apareamiento fue
detectada, y los autores proponen que la enzima es necesaria para la fusion
celular (Brock 1965). Las B (1-3) endoglucanasas son sintetizadas o activadas una
vez por ciclo mitético después de la sintesis de ADN, al inicio de la fase G2 en S.
cerevisiae. Estos resultados fueron determinados experimentalmente a partir de
dos cultivos de la levadura llevados posteriormente a un proceso de centrifugaciéon
diferencial para separar células en diferentes estadios del ciclo y midiendo la
actividad endoglucanasa para cada fraccion.
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Algunas endoglucanasas identificadas actian durante la separacion celular
mientras que otras estan involucradas en la modificacion, extension y rearreglo de
las cadenas de B (1-3) glucanos (Del Rey et al. 1979). Por ejemplo las cepas
mutantes de S. cerevisiae que carecen de la proteina Eng1p, muestran defectos
en la separacién celular, y la proteina se localiza asimétricamente del lado del
septo correspondiente a la célula hija sugiriendo que estad involucrada en la
disolucion del septo entre madre e hija (Baladrdn et al. 2002). Algunas cepas
mutantes que carecen de los genes que codifican para tres glucanasas solubles
de pared celular de S. cerevisiae (SCW3, SCW4 y SCW10) no presentan cambios
importantes en el fenotipo sin embargo la disrupcion de un gen relacionado,
SCW11, ocasiona que la célula no se separe después de que se ha dividido
(Cappellaro et al. 1998). En S. cerevisiae la disrupcion del gen YHR143W resulta
en la inhibicién de la separacién celular después de la divisién, y promueve el
crecimiento en forma de pseudohifas (Dolin ef al. 2001). En este mismo estudio se
reportd que cepas mutantes del gen YER124C también presentan defectos en
este proceso de separacion y al mismo tiempo aumenta la sensibilidad de las
células a algunos antibidticos. Los autores muestran que al etiquetar la proteina
Yhr143wp con la proteina fluorescente GFP, ésta se localiz6 en la pared celuiar.
Dichos estudios demostraron que las proteinas Yhr143wp y Yer124cp estan
asociadas al metabolismo de la pared celular.

En Schizosaccharomyces pombe también se han hecho recientemente
investigaciones relacionadas a la division celular, que implica la produccién de dos
células de igual tamarnio, la fision de éstas es llevada a cabo por la formacion de un
septo primario rodeado por dos septos secundarios, uno por cada célula hija,
durante ia etapa final se da la division, separacion celular e hidrélisis del septo
primario por una B {1-3) endoglucanasa denominada Eng1p. Este material debe
ser hidrolizado totalmente antes de que se lleve a cabo la separacion total de las
células hijas (Dekker ef al. 2004). En la pared celular se encuentran tambien a (1-
3) glucanos, por lo que en ese mismo trabajo analizaron la funcion celular de dos
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a-endoglucanasas putativas, denominadas Agnip y Agn2p en S. pombe. lLas
cepas mutantes carentes de AGN2 presentan dificultades para llevar a cabo la lisis
interna de la pared del asca para liberar las esporas. Las mutantes de AGN1
producen celulas agrupadas que permanecen unidas unas a otras por el material
en el septo. El producto purificado de Agn1p tiene actividad a (1-3) endoglucanasa
produciendo principalmente pentasacaaridos. Algunos autores aseguran que
también [a proteina Eng2p es requerida para la degradacién de los B (1-3)
glucanos de la pared del asca. Esto fue determinado por el analisis de mutantes
para esta proteina y confirmado por experimentos posteriores donde un producto
purificado de ENG2 fue agregado a un cultivo de mutantes para Eng2p, lo que
restaurd la liberacién de las ascosporas (Encinar del Dedo et af. 2009).

En el ocomiceto Saprolegnia monoica, se ha reportado la localizacidon subcelular de
algunas glucanasas. En experimentos donde separaron fracciones por gradiente
de densidad y se caracterizaron por medio de pruebas enzimaticas y microscopia
electronica, se observd que las fracciones con B glucanasas estan contenidas en
dictiosomas y en vesiculas apicales. Los micelios se crecieron en membranas de
celofan y se cortaron en zonas concéntricas, con ello determinaron que en el
borde de la colonia (en la zona de extension) es donde se concentra la actividad 8
(1-3) glucanasa y celulasa, y sus actividades disminuyen conforme aumenta la
edad en la zona (Fevre 1977). En Sclerotium rolfsii se reportd la actividad de B (1-
3) glucanasas y su distribucién en el micelio. Por medio de inmunofiuorescencia
encontraron zonas con actividad B (1-3) glucanasa en las hifas, en la formacion de
la fibula y de septos nuevos, asi como en la formacidn de ramas laterales
(Kritzman et al. 1978). La actividad de estas enzimas ha sido reportada para otros
basidiomicetes también como Sclerotium glucanicum (Rapp 1992) vy
Schizophyllum commune (Wessels y Niederpruem 1967). En Coprinus cinereus
una B (1-3) endoglucanasa parece tener un papel esencial en la formacion y
elongacion del estipite, que es la estructura que sostiene la parte superior del
cuerpo fructifero en este grupo de hongos. Los autores aseguran que es un buen
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modelo para estudiar la elongacién hifal. Las propiedades mecanicas de la pared
celular del estipite cambian y los polisacaridos se madifican, como lo indica la
disminucién del peso molecular en los extractos analizados (Kamada ef al. 1985).
En ascomicetes, se ha detectado la presencia de exoglucanasas secretadas al
medio en Aspergillus fumigatus y de manera paralela, de una endoglucanasa no
secretada. Esta B (1-3) endoglucanasa se encontré asociada a la pared celular y
era de alrededor de 74 kDa. Del total de la actividad glucanasa detectada, el 13%
correspondia a la actividad especifica de esta enzima durante la formacién del
micelio. Estos estudios realizados en A. fumigatus llevaron a los autores a
proponer que estas proteinas son expresadas de manera constitutiva y actuan
especificamente en los enlaces B (1-3) en los glucanos asociados a la pared
celular, por lo gue estan involucradas en la expansion de ésta durante el
crecimiento (Fontaine ef al. 1997).

En el ascomiceto Neurospora crassa, iniciaimente, se evalud la forma de
regulaciéon que posee para la expresion de glucanasas, esto se detectd creciendo
el hongo en medios suplementados con glucosa y en medios escasaos de
nutrientes (Dei Rey et al. 1979). El resultado obtenido fue que N. crassa presenta
alta actividad glucanasa en medios que no tienen glucosa, contraric a lo que
ocurre en los medios que fa poseen. Los autores proponen que esto se debe a
que el hongo busca utilizar los oligosacaridos que hay en su pared como reserva
por lo que comienza a expresar glucanasas que atacan a los glucanos de su pared
y asi encuentran una fuente alterna de glucosa. Proponen también que estas
enzimas pueden estar involucradas en el proceso de formacion de la pared ya que
su expresion aumenta durante el crecimiento exponencial de algunos hongos
como en Trichoderma viride y S. cerevisiae. En N. crassa las asocian al
metabolismo y a la movilizacion de glucanos externos o de pared o algun otro
cambio morfogenético durante la conidiacion (Del Rey et al. 1979). En 1990 se
purificé un complejo celulolitico a partir de N. crassa en el que se identificaron

cuatro fracciones con actividad endoglucanasa (Yazdi et al. 1990). Recientemente
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se did a conocer un listado de proteinas con capacidad de degradar la pared
celular de una planta en particular (Miscanthus), ésto con la finalidad de identificar
compuestos industrialmente importantes, dentro de estas proteinas identificadas,
se encuentran tres con alta actividad endoglucanasa, las cuales tienen homologia
con [as encontradas en otros hongos. La pérdida de estas proteinas en N. crassa
no afecta notablemente el fenotipo. La pérdida de una endoglucanasa en particular
ocasion¢ la alta expresion de otra enzima relacionada, estos resultados sugieren
la existencia de redundancia funcional entre estas proteinas (Tian et al. 2009). N.
crassa es un organismo modelo usado ampliamente por varias razones, una de
las mas importantes es que su genoma ha sido completamente secuenciado
(Borkovich ef al. 2004) y existen bases de datos publicas en linea que
proporcionan informacion sumamente Util sobre el genoma de este hongo
(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora). Dentro del listado de
proteinas putativas con actividad endoglucanasa se encuentran dos con posibles
sitios de unién a grupo GPI y ancladas a la membrana, EGLC-1 y EGLC-2, reciben
ese nombre como una manera de abreviar el término endoglucanasa y fueron
numeradas arbitrariamente en este proyecto para su identificacion. Ambas
proteinas son el objeto de estudio de este trabajo.
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l1l. Justificacion

La importancia de los hongos radica en su critico papel ecoldégico como
organismos reintegradores de materia organica. Son organismos que pueden
tener un impacto negativo en sectores como el agricola y el de la salud publica. Es.
por ello que la ciencia basica buscapentender la biologia de estos organismos para
generar conocimiento que sea util en el area de ciencia aplicada y que contribuya
a encontrar mejores formas de erradicar su presencia o de utilizarlos para obtener
beneficios. La relevancia de conocer la biogénesis de la pared celular de los
hongos, no sélo puede percibirse a largo plazo en el ambito de la ciencia aplicada,
por el contrario, a corto plazo generamos conocimiento sobre tépicos importantes
en el desarrollo y crecimiento polarizado que estos organismos exhiben. El
entendimiento de cémo los hongos establecen un gradiente polarizado de
crecimiento de formacién de pared es claramente uno de los objetivos maximos en
la bisqueda de las bases del crecimiento apical. Aunque la estructura basica y los
componentes mayoritarios de la pared de los hongos se conocen, mucha
informacion acerca de los mecanismos moleculares esta por conocerse. Los
estudios moleculares ayudaran a caracterizar los elementos proteicos que juegan
un papel clave en la morfogénesis de la hifa. Existe una diferencia conceptual
entre los modelos planteados para explicar el ensamblaje de la pared ceiular,
especificamente en el papel de las enzimas liticas, en este caso particular, las
endoglucanasas gue no son secretadas al medio extracelular. No se sabe si estas
enzimas se encuentran involucradas en la modulacion de la plasticidad de la pared
y su presencia esta relacionada a eventos morfogenéticos clave en el desarrollo
del hongo. La obtencion de informacién correspondiente a esta premisa,
contribuira al entendimiento de la biologia del organismo y, a largo pilazo,
repercutira en la aplicacion de estos conocimientos en areas especificas de interés
como el sector agricola, industrial e incluso el de la salud publica.
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V. HipOtesis

Las B (1-3) endoglucanasas se localizan en sitios clave de la morfogénesis de
Neurospora crassa como son los apices hifales, los puntos de ramificacion, asi
como en los sitios de germinacion de los conidios y en los puntos de unién durante
el proceso de anastomosis de las hifas.

V. Objetivos

V. 1 General
Determinar la localizacién de dos B (1-3) endoglucanasas, EGLC-1 y EGLC-2 y su

papel en la morfogénesis de N. crassa durante el crecimiento vegetativo.

V. 2 Particulares
Determinar la localizacion y dinamica de las B (1-3) endoglucanasas marcadas con

proteinas fluorescentes mediante el uso de microscopia confocal de escaneo con
laser.

Evaluar el desarrollo de cepas mutantes para ambas B (1-3) endoglucanasas y
determinar su importancia en la morfogénesis de N. crassa.




19

V1. Materiales y métodos

VI. 1 Cepas, medios y condiciones de cuitivo
Las cepas listadas en la Tabla Il corresponden a las utilizadas en este estudio.

Todas las cepas de trabajo fueron mantenidas en medio minimo de Vogel (MMV)
(Vogel 1956) solidificado con agar (DIFCO) al 1.5%. Para mantener la cepa
auxétrofa de N. crassa FGSC#9717 (mat A his-3; A mus-51:bar’), después
esterilizar el medio se adiciond el aminoacido basico L-histidina a una
concentracion final de 0.5mg/ml (esterilizado por filtracién). Para las cepas
FGSC#20091 y FGSC#20092 (Aeglc-1), FGSC#11749 y FGSC#11750 (Aeglc-2)
resistentes a la higromicina, se afadié al medio higromicina B (Calbiochem®) a
una concentracion final de 200pg/mi.

Tabla |I. Cepas utilizadas en este estudio. (#FGSC: Numero de cepa en el Fungal
Genetics Stock Center).

# LAB # FGSC | TIPO DE APAREAMIENTO | GENOTIPO
SMRP13 | #988 Mat a Tipo silvestre
SMRP14 | #9013 | MatA Tipo silvestre
SMRP25 |#9718 |Mata Amus-51:bar’
SMRP24 | #9717 | MatA Amus-51:bar’; his-3
SMRP17 | #4347 | Mata Fluffy
SMRP18 | #4313 | MatA Fiuffy
SMRP249 | #20091 | Mat A Aeglc-1
SMRP250 | #20092 | Mat a Aegle-1
SMRP251 | #11749 | Mat A Aeglc-2
SMRP252 | #11750 | Mat A Aeglc-2
SMRP245 | # 20680 | Mat a ASad 2 RIP

Para la seleccion de cepas transformadas de N. crassa se utilizé medio MMV-FGS
(2% Sales de Vogel, 1% agar, 10% aditivo FGS). El aditivo FGS se preparo con
20% de sorbosa, 0.5% de fructosa y 0.5% de glucosa (todos esterilizados por
filtracion). Se utilizd el medio sintético basico de cruzamiento (SCM) bajo en
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nitrogeno (Westergaard y Mitchel 1942) para inducir la reproduccion sexual y aislar
ascosporas para obtener homocariontes 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 solido (1.5% agar bacteriologico Becton
Dickinson, Co.) de células competentes de E. colf TOP10 se utilizé el medio Luria-
Bertani (LB, 1% triptona, 0.5% extracto de levadura, 1% de cloruro de sodio). La
cbtenciéon de células competenteé se realizé a partir de colonias crecidas en una
caja Petri con medio LB sdélido. Una colonia aislada se inoculd en un tubo de
ensayo con medio LB liguido estéril y se incubd 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 agregé a un matraz con 250ml|
de medio LB incubando a 37° C y 250rpm hasta obtener una ODgsode 0.45 — 0.5
(aproximadamente 1 hora). El cultivo se transfirid a dos tubos estériles de
polipropileno de 50mi y se mantuvieron en hielo por 30 minutos para después ser
centrifugados a 2500 rpm a 4°C por 10 minutos en un rotor Sorvall. El
sobrenadante se desechd y la pastilla se resuspendid cuidadosamente sobre hielo
con 30 ml de una solucién fria y estérii de MgCl, 80mM — CaCl, 20 mM.
Posteriormente se volvié a centrifugar a 2500rpm a 4°C durante 10 minutos se
descarté el sobrenadante y nuevamente se resuspendieron las células en 2 ml de
CaCl; 100mM, estéril y frio. Finalmente se hicieron alicuotas de 50 ul (todo en
hielo y frio) y se congelaron rapidamente y se almacenaron a -86°C hasta su uso
posterior.

VI. 2 Analisis bioinformatico
Inicialmente, se identificaron en el sitio web del Broad Institute (MIT) dos proteinas

putativas que codifican para B {1-3) endoglucanasas, identificadas como EGLC-1 y
EGLC-2, ambas con posibles sitios de unién a GPI
(http://iwww.broadinstitute.org/annotation/genome/neurospora/MultiHome.htmi).
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Posteriormente se llevoé a cabo un breve analisis bioinformatico usando diferentes
bases de datos en linea (servidor de protedbmica del Swiss Institute of
Bioinformatics, denomidado ExPasy ) para identificar los sitios de corte para el
péptido sefal (SignalP 3.0), los aminoacidos especificos para union a GPI (big-PlI

Fungal Predictor) y los dominios cataliticos (Pfam Sanger Institute).

VI. 3 Extraccion de ADN gendémico de Neurospora crassa
Se extrajo ADN gendmico de una cepa de N. crassa tipo silvestre SMRP13 (Mat a;

FGSC #988) a partir de micelio liofilizado y por medio del Kit DNA DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen®); el ADN obtenido se utilizd como templado para llevar a cabo la
amplificacion por PCR de los fragmentos de ADN iniciales.

VI. 4 Diseno de oligonucleétidos para PCR de fusion
Se disefiaron oligonucleétidos especificos para realizar la técnica de reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR) de fusion de los genes eglc-1 y eglc-2 con el gen
de la proteina verde fluorescente gfp (Tabla Ill). Las estrategias de fusion fueron
diferentes para cada gen (Fig. 3). Todas las secuencias de los oligonucleétidos
fueron analizadas en el programa FastPCR® version 3.8.30 para identificar la

posible formacioén de estructuras secundarias o dimeros.

ps::gfp:ieglc2

-

<:j EcoRl

PS = secuencia péptido sefial
ORF = marco de lectura abierto
GFP=» secuencia gfp

EcoRl, Xbal = sitios de restriccion

sitio de union GPI

@ prolina

Figura 3. Esquema de las estrategias seguidas para obtener la fusion para eglc-1 y eglc-2
con gfp.
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Vi. 4.1 eglc-1:: gfp
Esta estrategia fusiona el gen gfp con el gen egic-1 después de la secuencia de

corte del péptido sefial pero poco antes de la secuencia que indica el sitio de unién
a GPI (Fig. 3). Se disefiaron 6 oligonucledtidos; P1 corresponde al inicio de la
secuencia de eglc-1 mas una secuencia de corte para Xbal al inicio. P2 se disefid
en antisentido e incluye una secuencia que corresponde al gen de la gfp unida a
una secuencia para eglc-1. Este par de oligonucleotidos se usaron para amplificar
el fragmento correspondiente al péptido sefial mas una porcion del marco de
lectura abierto de eglc-7 unido a una pequefia secuencia de gfp. P3 se disefié
tomando en cuenta el final de la secuencia de gfp mas 12 pares de bases que
corresponden a la secuencia previa al sitio de unién a GPI. P4 es antisentido e
incluye |la secuencia final de eglc-7 mas una secuencia de corte para EcoRl. Este
par de oligonucleétidos sirvié para amplificar el fragmento final del marco de
lectura abierto de eglc-7 unido a una pequefia secuencia de gfp. P5 y P6
corresponden a oligonucledtidos sentido y antisentido especificos para amplificar
la secuencia del gen gip.

VIi. 4. 1. 1 Amplificacién del fragmento ps

Se llevé a cabo mediante PCR; el volumen de la reacciéon fue de 50 ul
conteniendo: 5 ul de MgCl, , 4 yl de DNTPs, 5 ul del buffer LaTak 10x, 1 ul de
templado de ADN genomico, 1 ul del oligonucledtido P1, 1 ul del oligonucledtido
P2, 32.8 pl de agua destilada grado HPLC y 0.2 ul de la polimerasa TaKaRa LA
Tag™ (5 u/ul) (TAKARA BIO INC).

Vi. 4. 1. 2 Amplificacién del fragmento gfp

La reaccién para la amplificacion por PCR se prepard como sigue: 5 pl de MgClz
4 yl de DNTPs, 5 ul del buffer LaTak 10x, 1 pl de templado pMF272, 1 ul del
oligonucledtido P5, 1 pl del oligonucledtido P6, 32.8 pl de agua destilada grado
HPLC y 0.2 pl de la polimerasa TaKaRa LA Tag™ (5 u/ul).




23

VI. 4. 1. 3 Amplificacién del fragmento gpi

Se lievod a cabo por medio de PCR usando 5 ul de MgCly , 4 ul de DNTPs, 5 pl del
buffer LaTak 10x, 1 ul de templado ADN genémico, 1 ul del oligonucleétido P3, 1
Ml del oligonucledtido P4, 32.8 ul de agua destilada grado HPLC y 0.2 ul de Ia
polimerasa TaKaRa LA Taq™ (5u/ul).

Las tres amplificaciones se realizaron en un termociclador iCycler (BioRad®) bajo
las siguientes condiciones: 94° C por 2 minutos, 94° C por 30 segundos, 56° C por
1.30 minutos, 72° C por 1.30 minutos, 75° C por 5 minutos, 4° C final. Los pasos
2,3 y 4 se repitieron 30 veces.

VI. 4. 1. 4 Amplificacion del fragmento fusién ps + gfp y gpi + gfp

Se lievd a cabo por medio de PCR usando 5 ul de MgCl, , 4 pl de DNTPs, 5 ul del
buffer LaTak 10x, 1 ul de templado de gfp, 1 ul de templado de ps, 1 pl del
oligonucleétido P1, 1 ul del oligonucledtido P6, 28.75 ul de agua destilada grado
HPLC y 0.2 ul de la polimerasa TaKaRa LA Tag™ (5 u/ul). Para el caso gpi + gfp
se usé como templado 1 pl de gpi, 1ul de templado de gfp vy los oligonucledtidos
PS5y P4.

El temociclo utilizado fue: 94°C por 2 minutos, 84° C por 30 segundos, 56° C por 2
minutos, 72° C por 2 minutos, 75° C por 5 minutos, 4° C final. Los pasos 2,3y 4
se repitieron 30 veces.

VI. 4. 1. 5 Amplificacién del fragmento fusién eglc-1::gfp

Para la amplificacion por PCR se usaron los mismos reactivos y cantidades antes
mencionados, excepto que se usbé como templado 1 plde sp +gfpy 1 yl de gpi +
gfp y los cebadores P1 y P4. El termociclo fue: 94° C por 2 minutos, 94° C por 30
segundos, 56° C por 2.30 minutos, 72° C por 2.30 minutos, 75° C por 5 minutos,
4° C final. Los pasos 2, 3 y 4 se repitieron 30 veces.
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VI. 4. 2 ps::gfp::eglc-2
En esta estrategia también se fusiond el gen gfp con el gen eglc-2, pero en este

caso gfp fue colocado justo después del sitio de corte del péptido sefial y usando
500 pares de bases rio arriba del inicio de la secuencia de eglc-2 (Fig. 3). P1 lleva
una secuencia de corte para Xbal y 20 pares de bases correspondientes al UTR
de eglc-2 este cebador es sentido. P2 lleva 11 pares de bases correspondientes a
la secuencia sefal, 9 pares de bases del marco de lectura abierto del gen, un
codon que codifica para prolina para dar mayor movilidad a la estructura de la
prateina y 20 pares de hases correspondientes a gfp, es antisentido. P3 tiene 20
pares de bases correspondientes gfp, un codén de prolina y 20 pares de bases
parte del marco de lectura abierto de eglec-2, es sentido. P4 tiene una secuencia de
corte para EcoRl y 20 pares de bases del marco de lectura abierto, es antisentido.
P5 y P6 corresponden a oligonucledtidos sentido y antisentido especificos para
amplificar la secuencia del gen gfp.

VI. 4. 2. 1 Amplificacién del fragmento ps

Se llevé a cabo por medio de PCR en una reaccion de 50 pl conteniendo: 5 pl de
MgCly, 4 pl de DNTPs, 5 ul del buffer LaTak 10x, 1 ul de templado de ADN
gendmico, 1 ul del oligonucledtido P1, 1 ul del oligonucledtido P2, 32.8 pl de agua
destilada grado HPLC y 0.2 i de la polimerasa TaKaRa LA Tag™ (5u/ul)..

Vi. 4. 2. 2 Amplificacién del fragmento gfp

La reaccion de PCR fue: 5 pyl de MgCl,, 4 ul de DNTPs, 5 pl del buffer LaTak 10x,
1 ul de templado del cassettes hph-gfp pMF272, 1 yl del oligonucledtido P5, 1 ul
del oligonucleétido P6, 32.8 ul de agua destilada grado HPLC y 0.2 ul de la
polimerasa TaKaRa LA Tag™ (5u/pl).

Vi. 4. 2. 3 Amplificacién del fragmento orf

Para la amplificacion por PCR se prepar¢ la siguiente reaccion: 5 pl de MgCly , 4 yi
de DNTPs, 5 ul del buffer LaTak 10x, 1 pl de templado ADN genomico, 1 pl del
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oligonucledtido P3, 1 i del oligonucledtido P4, 32.8 ul de agua destilada grado
HPLC y 0.2 pl de la polimerasa TaKaRa LA Tag™ (5u/pl).

Las tres amplificaciones se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones: 94° C
por 2 minutos, 94° C por 30 segundos, 55° C por 1.30 minutos, 72° C por 1.30
minutos, 75° C por 5 minutos, 4° C final. Los pasos 2,3 y 4 se repitieron 30 veces.

VI. 4. 2. 4 Amplificacion del fragmento fusion ps + gfp y orf + gfp

Ambos fragmentos se amplificaron mediante PCR. Para la fusion ps +gfp la
reaccion consistio en: 5 yl de MgCly , 8 pl de DNTPs, 5 pl del buffer LaTak 10x, 2
ul de templado de gfp, 2 pi de templado de ps, 1 ul del oligonucledtido P1, 1 pl del
oligonucledtido P6, 25.75 pl de agua destilada grado HPLC y 0.25 ul de la
polimerasa TaKaRa LA Tag™ (5 u/ul). Para el caso orf + gfp se usdé como
templado 2 pl de orf, 2 ul de templado de gfp y los oligonucleétidos P5 y P4.

La reacciones de PCR se llevaron a cabo bajo las siguientes- condiciones: 94° C
por 2 minutos, 94° C por 30 segundos, 59° C por 2 minutos, 72° C por 2 minutos,
75° C por 5 minutos, 4° C final. Los pasos 2, 3 y 4 se repitieron 30 veces.

Vi. 4. 2. 5 Amplificacién del fragmento fusion ps::gfp::eglc-2

Para la reaccién de ampilificacién se usaron los mismos reactivos y cantidades que
en los PCR anteriores, excepto que se usd como templado 2 plde sp +gfpy 2
de orf + gfp y los cebadores P1 y P4. El temocicio fue: 94° C por 2 minutos, 94° C
por 30 segundos, 58° C por 3 minutos, 72° C por 3 minutos, 75° C por 5 minutos,
4° C final. Los pasos 2,3 y 4 se repitieron 30 veces.

Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa (1%)
(grado analitico, Promega ®) conteniendo bromuro de etidio (0.1pg/mi,
Invitrogen®) y se compararon con el marcador molecular Lambda ADN EcoRi +
Hindlll (Promega®). El gel se sumergié en una solucidn de TAE 1X (40mM Tris-
acetato, tmM EDTA) dentro de una celda de electroforesis Mini Sub Cell GT
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(Biorad®). Los productos de PCR se cargaron en el gel de electroforesis,
mezclandolos con solucién 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/ecm usando la unidad de carga PowerPac BASIC
(Biorad®). La deteccion de las bandas amplificadas de ADN en el gel se llevo a
cabo irradiando con luz ultravioleta con el equipo Molecular Imager Gel Doc XR
System (Biorad®). L.as bandas de ADN del tamario esperado, cuandc se requeria,
fueron escindidas del gel y purificadas usando el kit Qiaquick Gel Extraction Kit®
(Qiagen). La elucion final se realizd con 30ul de agua destilada grado HPLC.

Tabla Ili. Listado de oligonucleétidos disefiados para cada estrategia de fusion.

P1 5TGCTCTAGAGCATGTATCAACTCTCGCAACS
eglc- | P2 5TCCTCGCCCTTGCTCACCATCAAGCTAGCCACAGTY
1 P3 5TGGACGAGCTGTACAAGTAACCATCAGGTACTAGCS
P4 5CCGGCAATTCCGGTCACGGACCAAAAAGAGCS'
P1 5GCTCTAGACCCACAGTCATGTTCCATICY
eglc- | P2 5TGCTCACCATAGGGTAGGCCTCGGCGGATACGCS
2 | P3 5'GCATGGACGAGCTGTACAAGCCTGAGGCCTACCTCGGCTTCAAT
P4 SCGGAATTCTTAAAGCATAGCAAAGACACT
Gip P5 5ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAT
P& 5 CTTGTACAGCTCGTCCATGC 3

VI. 5 Clonacién y construccion de plasmidos

Para la construccion de los plasmidos recombinantes se utilizé como base el
plasmido pMF272 (Freitag ef al. 2004; Numero de acceso del Gene-Bank:
AY598428; Fig. 4), que contiene la secuencia de un promotor fuerte, el Pccg-1, vy
también la secuencia de la proteina verde fluorescente (sgfp) en el extremo 3’ del
sitio de clonacién multiple. También contiene la secuencia del gen his-3 (EC
4.2.1.19) que codifica para una imidazol acetol fosfato transaminasa, responsable
de convertir el imidazol acetol fosfato en histidinol fosfato en la ruta de biosintesis
de la histidina. Esto es Util en la seleccion de transformantes por complementar la
auxotrofia para histidina. El plasmido tiene un gen que codifica para una
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lactamasa, que confiere resistencia a ampicilina; ésto es util para la selecciéon de
las células E. coli top 10 transformantes.

bla 468..1328

// S
f«“‘ pMF272

£
!

8479 bp

gfp 5013.5732  ommme®

Figura 4. Mapa del plasmido pMF272.

VI. 5. 1 Construccion del plasmido pLMNO02
Una vez obtenido el fragmento de fusion ps::gfp::eglc-2, se llevd a cabo una

reaccion de digestion con las enzimas de restriccion Xbal y EcoRIl (New England
Biolabs ®) tanto del inserto ps::gfp::eglc-2 como del vector pMF272 bajo las
siguientes condiciones: 5 pyl de ADN pMF272, 2 ul de BSA 10 X, 2 pl de Buffer
NEB4, 9.5 pl de agua destilada grado HPLC, 1 ul de Xbal y 0.5 yl de EcoRl para el
vector; 22.5 pl de ADN inserto ps::gfp::eglc-2, 3 pl de BSA 10 X, 3 pl de Buffer
NEB4, 1 pyl de Xbal y 0.5 pl de EcoRl para el inserto. Ambas reacciones se
incubaron durante 3 horas a 37° C, al vector se le agregé 1 ul de fosfatasa alcalina
de camardn para evitar la religacion de los extremos (Promega®) y se incub6 por
una hora adicional a 37° C. Los productos se visualizaron en un gel de agarosa
1% con bromuro de etidio como se especifica anteriormente y las bandas de
interés fueron escindidas (inserto y vector) y purificadas con el kit Qiaquick Gel
Extraction Kit® (Qiagen). La elucion final se realizé con 30ul de agua destilada
grado HPLC. Estos productos purificados se usaron para llevar a cabo una

reaccion de ligacion a razén de 3:1 en concentracién del inserto con respecto al
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vector, la reaccidon se llevé a cabo de la siguiente forma: 15 pl del inserto
ps:gfp:.eglc-2 (135 ng de ADN totales), 3 pl del vector pMF272 (45 ng de ADN
totales), 2 pl del buffer T4 DNA Ligasa Buffer 10X y 1 ¢l de T4 DNA Ligasa (New
England Biolabs ®). Esta reaccion se incubd a temperatura ambiente 22° C — 25°
C por 24 horas y después se almacend hasta su uso a 4° C. El producto de la
ligacion se usé para transformar células de £. coli Top 10 calcio-competentes por
choque térmico. Las células conservadas a -86° C se descongelaron en hielo y se
tomé una alicuota de 50pl para mezclar con 5 ul del vector recombinante
(praducto de la ligacion) en un tubo estérl de 1.5 mi. La solucidon 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, se
anadieron 950 ul de medio LB precalentado a 37° C y se incubé por 1 hora a la
misma temperatura y 225rpm. La suspensién celular fue centrifugada por 1 min a
14000rpm, se extrajeron 850 ui de medio y la pastilila se resuspendié en el medio
sobrante, se sembraron 50 pl de la suspensién en una placa con LB sélido
aidicionado con ampicilina (100 pg/ml), y se incubd de 10 a 16 horas a 37° C hasta
observar colonias en la placa. El plasmido pMF272 contiene en su secuencia el
gen que codifica para la B-lactamasa, proteina que confiere resistencia a la
ampicilina, de esta manera se seleccionaron solamente las colonias que
presentaron crecimiento y resistencia a la ampicilina para realizar la prueba de
'PCR de colonia, como se describe a continuacién: con un palillo de madera estéril
se tom¢ una parte de la colonia, se inoculé en una placa LB sélido con ampicilina y
el resto se introdujo en el tubo para PCR conteniendo: 2 pl del buffer Green Go
Tagq flexi, 1 pl de MgCl, (50 mM), 1 ul de DNTPs (2.5 mM), 1 ul cebador P1 eglc-2
y 1 ul cebador P4 egcl2 mas 12.8 ul de agua destilada grado HPLC, 0.25 pi de la
Go Taq Polimerasa (Promega®). Este proceso se realizd para las colonias
seleccionadas que presuntamente fueron positivas y se uso como templado el
ADN obtenido de la colonia de E. coli. Las condiciones de amplificacién fueron:
95° C por 5 minutos, 95° C por 30 segundos, 59° C por 1 minuto, 72° C por 1




29

minuto, 72° C por 10 minutos y 4° Cl de temperatura final. Los pasos 2, 3y 4 se
repitieron 30 veces. El producto obtenido de la reaccidn se visualizé en un gel de
agarosa 1% conteniendo bromuro de etidio como se ha mencionado antes y se
identificaron las bandas correspondientes al fragmento ps::gfo:.egic-2 de alrededor
de 2,500 pb.

las clonas que dieron positivo en la PCR de colonia fueron inoculadas, cada una
en 5 ml de medio LB liquido con ampicilina, e incubadas por 12 — 14 horas a 37°C
y 225 rpm para posteriormente realizar la extraccion de ADN plasmidico con el kit
QlAprep Spin Miniprep Kit® (Qiagen). Una vez obtenido el ADN plasmidico se
seleccionaron sélo 5 productos para realizar una Gltima prueba de digestidon con
EcoRl y Xbal, para corroborar que efectivamente el inserto se encontraba dentro
del plasmido y los sitios de clonacién estaban intactos. La reaccion se realizé bajo
las mismas condiciones antes mencionadas, usando 3 ul del ADN plasmidico para
digerir. El producto se visualizd en gel de agarosa y se comprobo la liberacion de
un fragmento de 2,500 pb nuevamente que corresponde a la fusion ps:.gfp:;eglc-2.

VI. 5. 2 Construccion del plasmido pLMNO04
Se usd el mismo procedimiento que para la construccién de pLLMNO2, pero en este

caso se usdé como inserto la fusion eglc-1::gfp. L.as reacciones de digestion y
ligacion se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones usando la relacién 3:1
vector (200 ng totales de ADN) e inserto (60 ng totales de ADN) para la ligacion.
La purificacion de los productos de digestion se llevd a cabo de la misma manera
que para pLMNO2. El plasmido recombinante producto de la ligacion se usé para
transformar células de E. coli calcio competentes. Se realiz6 PCR de colonia de
las clonas presuntamente positivas bajo las mismas condiciones excepto que en
este caso se usaron los cebadores P1 y P4 eglc-1 y la temperatura de
alineamiento fue de 56° C. De las clonas que dieron'positivo para la PCR de
colonia se extrajo ADN plasmidico y se realizé un perfil de restriccion con EcoRl y
Xbal para corroborar la insercion del fragmento eglc-1::gfp de 2,000 pb. Ademas
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se guardaron alicuotas de los cultivos de E. coli de cada plasmido en glicerol al
50% y se almacenaron a — 86° C para su futuro uso y re-extraccion de plasmido.

V1. 5. 3 Secuenciacidon de los vectores recombinantes
Se enviaron a secuenciar los plasmidos pLMN02 y PLMN04 a SegXCell, Inc. (San

Diego, California) para verificar que no hubiera ocurrido ninguna mutaciéon en la
secuencia de los genes. Se enviaron seis muestras, tres por cada plasmido,
conteniendo de 500 a 1000 ng de ADN plasmidico mas 6.4 pmoles de los
cebadores especificos seleccionados para este proceso que son: PMF272F
(CAAATCAACACAACACTCAAACCA), PMF272-R-2 (AGATGAACT
TCAGGGTCAGCTTG) vy MRp10F (AGAGACAAGAAAATTACCCCCTTCTT) para
PLMNO4 y PMF272F, GFP STOP fwd (GGTCCTGCTGGAGTTCGTGAC) vy
MRp10F para LMNO2. Para el analisis de la secuencias obtenidas se utilizé el
software ApE (A Plasmid Editor v1.10.4.) de libre acceso en red.

Vl. 6 Transformacién de Neurospora crassa

VL 6. 1 Obtencidn de conidios

Los conidios para la transformacion se obtuvieron de la cepa de N. crassa
FGSC#A717 (Tabla {l). La caracteristica de esta cepa es gue tiene eliminado el
gen mus-51, un gen homoélogo al gen humano ku70 responsable del NHEJ
(“nonhomologous end-joining™), fendnemo que ocurre con frecuencia en N. crassa
y en la mayoria de hongos filamentosos, donde ADN exdgeno se integra en sitios
no homdélogos en el genoma. La eliminacion de mus-57 impide casi por completo
la integracion ectdpica de los cassettes de insercion en el genoma de N. crassa
durante la recombinacion que se efectia despues de la transformacion cuando se
utiliza 1kb de ADN flangueante (Ninomiya ef al. 2004). La cepa #9717 se inoculd
en un matraz con 100ml de MMV sélido, suplementado con L-histidina (0.5 mg/ml).
El cultivo se incubd a 30°C en oscuridad hasta obtener micelio abundante sobre el
medio y paredes del matraz. Para inducir la conidiacion se expuso el cuitivo a la
luz. Una vez que se observaron grandes cantidades de conidios se adicionaron 50




31

ml de agua no ionizada estéril fria al matraz, agitando circularmente para
desprender los conidios del micelio y paredes del matraz hasta obtener la mayor
cantidad de esporas en el medio acuoso. Se vertié la suspensién de conidios
filtrandola con una tela de poros finos en un tubo desechable estéril de
polipropileno de 50 ml hasta obtener un volumen final aproximado de 35 ml. Para
el lavado de los conidios se centrifugd la suspension a 5,000 rpm por 5 minutos a
4°C en una centrifuga Multifuge 1S5-R (Kendro®), desechando el sobrenadante
(con cuidado de no desprender la pastilla) y se resuspendi6 la pastilla suavemente
con 30ml de sorbitol estéril (1M). El lavado se repitié dos veces mas y después del
tercer centrifugado la pastilla fue resuspendida en sorbitol (1M) hasta obiener una
concentracion de conidios de 2.5 x 10° por mililitro. Ajustada la concentracién se
prepararon alicuotas en iubos de 0.2 ml y se conservaron a -20° C.

VI. 6. 2 Linearizacién de plasmidos y electroporacion
Las transformaciones de N. crassa fueron realizadas por la técnica de

electroporacion, sin embargo para aumentar la eficiencia de transformacion, los
plasmidos pLMNO2 y pLMNO4 fueron sometidos a una reaccién de digestion para
ser linearizados. Las reacciones se llevaron a cabo de la siguiente manera: para
pLMNO2 se usaron 10 pl de ADN plasmidico pLMNO2, § ul de agua destilada
grado HPLC, 4 i del buffer NEB4 vy 1 pl de la enzima de restriccién Ndel (New
England Biolabs®) en un volumen final de 20 pl. Para pLMNO4 se usaron 15 pi de
ADN plasmidico pLMNO4, 2 pl de BSA 10 X, 2 ul del Buffer NEB3 y 1 ul de la
enzima Nofl, con un volumen final de 20 pl. Ambas reacciones fueron incubadas a
37° C por 3 horas, después 1 ul de fosfatasa alcalina fue agregado a la reaccion
para evitar la religacion de los vectores. Los productos fueron corridos en un gel
de agarosa 1% y purificados a partir del fragmento de banda escindido del gel por
medio del kit Qiaquick Gel Extraction Kit® (Qiagen). Una vez obtenidos los
productos de la digestion purificados, se mezclaron 60 ul de la suspensidén de
conidios 2.5 x 10° células/ml de la cepa #9717 en un tubo estéril de 1.5 ml con 5-
10 pi (1 pg) del plasmido linearizado, y se transfirieron en una cubeta de
electroporacion estéril de 0.2 cm (Precision Electroporation Cuvettes, Daigger®) y
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se mantuvo en hielo por 5-10 minutos. La electroporacion se realizé en un
electroporador Gene Pulser Xcell (Biorad®) usando el siguiente protocolo: 600
Ohms, 25 uFD y 1.5 KV para obtener un tiempo constante entre 12 y 14
milisegundos. Después del pulso se afadié inmediatamente 1ml de sorbitol (1M) y
se transfirieron los conidios a un tubo cénico de polipropileno de 50 ml al que se le
afiadid 1 ml de solucién de recuperacion estéril que contiene 1 ml de sales de
Vogel 50X, 1 g de extracto de levadura y 50 ml de agua destilada. Las muestras
se incubaron a 30° C con agitacion muy lenta (20rpm) durante 3 horas. Los
conidios fueron sembrados en 6 placas petri con medio FGS descrito
anteriormente, aproximadamente 350 pl de la solucién con conidios por placa. La
presencia de sorbosa en este medio permitiria la facil seleccién de las colonias
transformantes y evitaria 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.

VL. 6. 3 Seleccion de transformantes
Una vez obtenidas las colonias transformantes se traspasaron de 15 a 20 colonias

para cada caso (pLMNO2 y pLMNO04) a tubos de borosilicato de 4 ml conteniendo 2
ml de MMV y se incubaron a 30° C hasta observar micelio y grandes cantidades
de conidios. Posteriormente las cepas obtenidas fueron traspasadas a placas de
petri con 25 ml de MMV inoculadas en un extremo y se incubaron a 25° C por 16-
20 horas. Para analizar si presentaban fluorescencia se revisaron en un
microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Géttingen,
Germany), con el lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®) y usando
aceite de inmersion Immersol 518 (Carl Zeiss®). Se uso el laser 16n Argdn de la
linea 488nm con el filtro bandpass de emision de (505-530nm). Se utilizd la
técnica de blogue de agar invertido para realizar las observaciones (Hickey et al.
2004).

VI. 6. 4 Ensayos con inhibidores
Una vez obtenidas las transformantes de N. crassa expresando fluorescencia se

llevaron a cabo ensayos en presencia de los inhibidores del citoesqueleto,
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Latrunculina A (especificamente actina} y Benomilo (microtibulos), ademas de
Brefeldina A, que inhibe el transporte de proteinas desde reticulo endopiasmico
hacia aparato de Golgi, para identificar si la localizacion de EGLC-1-GFP y EGLC-
2-GFP era afectada por éstos. Se usd una concentracidn de 20 pg/ml de
Latrunculina A, 10 pug/mi de Benomilo y 5 pug/ml de Brefeldina A. Se colocaron 10
ul de la solucidén sobre un cubreobjetos y se lievé a cabo la técnica de bloque
invertido mencionada anteriormente para realizar microscopia confocal de
escaneo con laser.

VI. 6. 5 Microscopia confocal y procesamiento de imagenes
Una vez identificadas las cepas transformantes se usé el mismo microscopio

confocal con las mismas especificaciones arriba mencionadas para realizar la
observacion y la captura de imagenes de cada cepa transformante. Para el
procesamiento de imagenes se usé el software LSM Image Browser (Carl Zeiss ®)
y Adobe Photoshop® (versién 7.0).

V1. 7 Caracterizacion de cepas
Uno de los objetivos de este estudio es la caracterizacion y comparacion de cepas

mutantes nulas para EGLC-1 y EGLC-2 con respecto a las cepas de tipo silvestre
y de tipo parental. Las cepas mutantes fueron obtenidas del Fungal Genetics
Stock Center (FGSC). En la Tabla Il anteriormente se listaron las cepas utilizadas
para estos fines y el genotipo que presenta cada una de ellas.

Las cepas fueron crecidas en 50 mi de MMV a 28° C con luz constante para
obtener conidios que fueron recuperados por filtracion y centrifugacion y
almacenados en 1ml de sorbitol 1M para su posterior uso.

VL. 7. 1 Comprobacion de mutantes
Para el caso de las cepas Aeglc-1 y Aegle-2 se llevd a cabo extraccion de ADN

gendmico a partir de esporas por el método fenol/ cloroformo/ alcohol isoamilico
usando microesferas de vidrio (Hervas-Aguilar ef al. 2007) y usando este ADN
como templado se realizé una reaccion de PCR para comprobar gue las cepas
efectivamente carecieran de los genes de interés. Se utilizaron los
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oligonucledtidos P1 y P4 especificos para la PCR de fusion correspondientes a
cada gen de interés y ademas los genes de la quiti‘na sintasa 7 (chs-7) como
controles, asi como ADN de la cepa #9717. La PCR se llevd a cabo bajo las
siguientes condiciones: 1.5 pl de MgCl,, 3 ul de Buffer 10 X Green Go Taq flexi,
0.8 pl de DNTPs, 1 ul de cebador P1 o P4 para cada caso (egfc-1::gfp o
ps..gfp:iegle-2), 1 ul de ADN templado de tipo silvestre o proveniente de las
mutantes FGSC#20091 6 FGSC#11749, 11.45 pl de agua destilada grado HPLC y
0.25 de la enzima Go tag Polimerasa (Promega ®). La reaccion se llevd a cabo a
95° C por 2 minutos, 95° C por 30 segundos, 57° C por 3 minutos, 72° C por 3
minutos, 72° C por 5 minutos y 4° C final. Los pasos 2, 3 y 4 se repitieron 30
veces. El producto de PCR se corrié en un gel de agarosa 1% y se comprobé que
en ninguno de los ADN de las cepas mutantes se amplificaran los fragmentos
correspondientes al gen eglc-1 o al gen eglc-2 respectivamente comparando con
los controles correspondientes para chs-7 y el ADN de la cepa parental #9717,

VI. 7. 2 Tasa de crecimientoa 30°Cy 37°C
En placas con 25 ml de MMV se inocularon 1 x 10* conidios de cada una de las

cepas antes mencionadas y s€ midid el crecimiento de cada cultivo a las 24 y 36
horas marcando con una linea los bordes de la colonia y después trazando 4
lineas verticales desde el punto de inoculacidon hacia el otro extremo de la caja. Se
midié el incremento de crecimiento en centimetros. Cada cepa fue sembrada en 4
cajas e incubadas a 30° C y 37° C con luz constante.

VI. 7. 3 Crecimiento de hifas aéreas
En tubos de borosilicato con 2 ml de MMV se inocularon 1 x 10* conidios de cada

una de las cepas antes mencionadas, se incubaron a 30° C por 7 dias, cada cepa
por triplicado y se midi6 el crecimiento de las hifas aéreas desde la superficie del
medio.

VL. 7. 4 Conteo de ramificaciones
En cajas Petri con 25 ml de MMV se inocularon 1 x 10* de conidios de cada cepa

en el centro de la placa y se incubaron por 18 horas a 30° C. Al microscopio
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estereoscdpico se realizd el conteo de ramificaciones en 30 hifas principales en
1,000 um desde el apice de la hifa hacia la base.

VL. 7. 5 Cruzas genéticas
Con la finalidad de descartar la posible esterilidad de las cepas obtenidas y

comprobar los tipos de apareamiento enviados por el FGSC, se realizaron
diferentes cruzas genéticas a partir de conidios de cada una de las cepas (Tabla
IV). Se uso el medio sintético basico de cruzamiento (SCM) bajo en nitrégeno para
inducir la reproduccién sexual, obtener peritecios y aislar ascosporas.

Tabta IV. Resumen de cruzas genéticas elaboradas con distintas cepas.

WT @ Wiy | Fufy®) | Fufy@ | 2007 (;3

da. .
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VIl. Resultados

VII. 1 Analisis bioinformatico
El gen eglc-1 (NCU06381.4) de 1,838 nucledtidos codifica para una B (1-3)

endoglucanasa putativa con posible sitio de union a GPI en el aminoacido 379,

cerca del extremo C-terminal, posee una secuencia que codifica para un péptido
sefal de aproximadamente 19 a 20 aminoacidos en el extremo N-terminal que es
sensible a peptidasas. El gen eglc-2 (NCU09175.4) conformado por 1735
nucledtidos codifica también para una B (1-3) endoglucanasa putativa con posible
sitio de unién a GPl en el aminoacido 384 hacia el extremo C-terminal y la
secuencia que corresponde al péptido sefial se encuentra entre los primeros 20 a
21 aminoacidos hacia el extremo N- terminal (Fig. 5) De acuerdo al servidor Pfam
Sanger Institute, ambas proteinas pertenecen a la familia 17 de las glucosil
hidrolasas.

eglc-1 i

™ ™
aa 19— 20 aa 379 -383
(PS) (GP))

MYQLSQLVALAATLSTAMG __ AYQGFNYGSSFTNGAAKQQOPDFEAEFRTAQGLVGAPAGGFTSARLY TMIQGGTVNAPISAI
PAAIATRTSLLLGLWASAGDAAFTNELQALSSAIQQYGTALGRLVAGISVGSEDLYRISPTGIENKENPGAAPLTIAHYIKQVRDII
AHTALDGVPVGHVDTWTAWVNSSNQVVVDASDFLGFDGYPYFOKTQQNDIGHSKSLFDDALSATKAASQGKPYWITETGF
PLSGKTMGQAVPSIANAKY YWDQVGCPLFGSTNVWWYTMQDSAPATPNPSFGLIGSTLTTTPLFDLSCNSSKLSQTTSSSIS
LASGVSITLSQSEISTVSSATTFLAPVSSLASNGTMTVASLPSGTSTAASSGKASSIKGSMGDAIAVVMLAMALFGP

eglc-2
e
0 e
aa 20— 21 aa 384-385
(PS) (GPI)

MRATELLAGAAALLASGVSA__EAYLGFNSGNTLPSREAKFKKDWVQEFTTAGNLKNSPGVFNAVRLY TNIQAYSQTSEPIEA
FEAAIETNTKILLGVWASGTNTIEPEIKALQNGIAKYGKKLTDLIIGASIGSEDLY RVSVTGIQNKSGVGAGPAELVKFIADWKKAF
QGTAIANVPIGHVDTWDAWTNGTNKPVIDAYDWVGVDEY PYYENGKGNNIENSGYLFDRAY DAIEGAVGGKPIWVTETGWRY
VGATWDQAAATIKNQQY YWQEVGCRKLFGKVPTFWYNLRDSNPDNEMKFAITDNLSTTPHFDLTCPKTFKTTPKGSSSSASA
TSSATGTGVSSPSSMESGSSGSGSSGSASSGTASSSEPATVTAPAETAVATGSATSVKGVSAAAVAGMTLLVGVFAML

Figura 5. Representacion esquematica de los resultados arrojados por los servidores Big
Fungal Pl predictor y Signal P 3.0. La linea azul entre la secuencia de aminoacidos indica
el sitio de corte del péptido sefial.
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VIIi. 2 Obtenciéon de fragmentos de fusion por PCR

VIL. 2. 1 egic-1: gfp

Utilizando los oligonucledtidos especificos (P1-P8) para eglc-1..gfp se logrd
obtener el fragmento de fusién de aproximadamente 2,000 pb que lleva el mismo
nombre. Inicialmente y por separado se obtuvieron ios fragmentos individuales ps
(1,200 pb), gfp (717 pb) y gpi (100 pb). Posteriormente se fusionaron ps y gfp
(1,917 pb) y en otra reaccién orf y gfp (817 pb). Finalmente en una dltima reaccion
se pudo obtener egle-1::gfp (Fig. BA).

VI 2, 2 ps::gfp::egic-2

Para este caso se utilizaron los cebadores especificos (P1- P6) para ps::gfp::eglc-
2 y con ellos se logro obtener el fragmento de fusion de aproximadamente 2,500
pb. Por separado se obtuvieron inicialmente los fragmentos ps (590 pb), gfp (717
pb) y orf (1,194 pb). Posteriormente se fusionaron psy gfp (1,307 pb) y gfp y orf
(1,911 pb) en otra reaccion, y finalmente en una reaccidn adicional se obtuvo la
fusion final ps..gfp::eglc-2 (Fig. 6B).

200 phb
000 pb

00 pb

Figura 6. Geles de agarosa 1% con los amplicones obtenidos para eglc-1::gfp (A) y para
ps:gfp:.egic-2 (B).
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VIl. 3 Obtencion de plasmidos recombinantes

VIL. 3. 1 pLMNO4: egic-1::gfp

Tras digerir el fragmento de fusion eglc-1::gfp y el vector pMF272 con enzimas de
restriccion especificas, los productos purificados correspondientes se ligaron y el
vector recombinante resultante, pLMNO4 (Fig. 7) se uso para transformar células
de E. coli calciocompetentes. Quince colonias fueron presuntamente positivas al
crecer en medio LB sélido con ampicilina. De estas colonias se llevd a cabo PCR
de colonia con cebadores especificos para amplificar el fragmento egle-1::gfp
(2,000 pb) y comprobar su integracion en el vector. Trece clonas amplificaron el
inserto y de ellas se extrajo ADN plasmidico. El ADN de las clonas 1, 3, 5y 7 se
utilizé para comprobar mediante un perfil con enzimas de restriccion (Xbal y
EcoRl) la liberacion del mismo fragmento y al mismo tiempo comprobar que los
sitios de restriccion estuvieran intactos. Para los cuatro casos la liberacion del
fragmento eglc-1.:gfp de 2,000 pb fue satisfactoria (Fig. 8). Se selecciono la clona

5 para la subsiguiente transformacion de N. crassa.

5his g
o
PLMNO4 PLMNO2 !
9823 pb 10228 pb b
3’ his ."i"; 3 his
-Pccg—‘I ps:gfp::eglc-2 / i Peeg-1

Figura 7. Mapa de los vectores recombinantes pLMNO2 y pLMNO04 construidos.
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Figura 8. Gel de agarosa con los amplicones obtenidos en la PCR de colonia (eglc-1::gfp
2,000 pb) (A) y el perfil de restriccion con EcoRl y Xbal liberando el fragmento de fusion
eglc-1::gfp.

VIl 3. 2 pLMNO2: ps::gfp::egic-2
Una vez obtenido e! fragmento de fusion ps::gfp::eglc-2 y mediante una reaccion

de digestién con enzimas de restriccion y una posterior reaccién de ligacion se
logro insertar este fragmento dentro del vector pMF272 (Freitag ef al. 2004)
obteniendo asi el vector recombinante pLMNO2 (Fig. 7). El producto de la ligacion
se utilizé para transformar células de E. coli calciocompetentes, resultando en un
total de dieciséis colonias transformantes presuntamente positivas que crecieron
en medio sélido LB con ampicilina, y para las cuales se llevé a cabo PCR de
colonia para comprobar la amplificacion del fragmento ps::gfp::eglc-2 (2,500 pb)
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usando cebadores especificos. Un total de nueve clonas resultaron positivas para
la insercion del fragmento, de las cuales se llevd a cabo extraccion de ADN
plasmidico. El ADN de las clonas 4, 11, 12, 14 y 15 se utilizé para comprobar
mediante un perfil con enzimas de restriccion (Xbal y EcoRl) la liberacion del
mismo fragmento y al mismo tiempo comprobar que los sitios de restriccion
estuvieran intactos. Para los 5 casos la liberacion del fragmento ps:.gfp.:eglc-2 de
2,500 pb fue satisfactoria (Fig. 9). Se seleccioné la clona 2 para la subsiguiente

transformacion de N. crassa.

Figura 9. Gel de agarosa con los amplicones obtenidos en fa PCR de colonia
(ps..gfp:reglc-2 2500 pb) (A) y el perfil de restriccion con EcoRIl y Xbal liberando el
fragmento fusion ps::gfp::eglc-2.

Los resultados de secuenciacién obtenidos de los plasmidos recombinantes
permitieron comprobar que no hubo errores en las secuencias de fusion. Para
PLMNO2 se obtuvieron 1114 pb del extremo 5’ (unido a ccg-1) hacia 3’ (fusidén con
gfp) del gen eglc-2 (cebador PMF272F) y también 1150 pb del extremo 5’ del final
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de la secuencia de gfp y su fusién con el marco de lectura abierto de eglc-2
(cebador GFP STOP fwd). Para el plasmido PLMNO4 se obtuvieron 1157 pb del
extremo 5 (unidn de eglc-1 con ccg-1) hacia 3’ sobre el marco de lectura abierto
del gen eglc-1 (cebador PMF272F) y ademas 1158 pb desde el inicio de la
secuencia de gfp con direccidn 3’ para la fusién con el marco de lectura abierto de
eglc-1 (cebador PMF272-R-2). No se detectaron mutaciones en la secuencia
nucleotidica de estos fragmentos al compararse con la secuencia in silico. No se
pudieron obtener secuencias con el cebador Mrp10.

VII. 4 Obtencion y seleccion de transformantes

Vil 4. 1 Transformacion de N. crassa con los vectores recombinantes

El plasmido pLMNO2 fue linearizado con la enzima de restriccion Ndel y fue
utilizado en una concenfracion de 500 ng a 1.0 yg para transformar, por
electroporacién, 2.5 x 10° conidios por mililitro de N. crassa FGSC#9717. La
electroporacion di6 un tiempo constante de 14.5 milisegundos. Se obtuvieron doce
transformantes capaces de crecer en medio sin histidina. El plasmido pLMNO4 fue
linearizade con ia enzima de restriccion Notl y usado en una concentracion de 500
ng a 1.0 ug para transformar por electroporacion 2.5 x 10° conidios por mililitro de
N. crassa FGSC#9717. Resultaron 15 milisegundos de la electroporacion y se
obtuvieron seis transformantes capaces de crecer en medio sin histidina. En estas
transformantes se realizd una blsqueda de fluorescencia mediante microscopia
confocal de escaneo con laser. Una transformante para cada caso presentd
fluorescencia.

VII. 5 Analisis por microscopia confocal de cepas transformantes
Las cepas transformantes TLMNO2 y TLMNO4 fueron seleccionadas para el

analisis de la dinamica de las proteinas EGLC-1-GFP y EGLC-2-GFP,
respectivamente.
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VII. 6 Localizacion de EGLC-1-GFP

VIl. 6. 1 EGLC-1-GFP en hifas maduras

Mediante analisis de microscopia confocal de escaneo con laser de la cepa
transformante TLMNO4, fue posible determinar la localizacion de EGLC-1-GFP.
Esta proteina se encontr6 de manera muy tenue en forma de pequefias
acumulaciones en el apice de hifas maduras (Fig. 10). Las pequefas
acumulaciones no tienen forma regular y se observaron justo en el limite entre la

membrana plasmatica y el citoplasma del apice hifal. Este patrén se observé solo
en 6 hifas de 20 analizadas.

EGLC-1-GFP ¥ Y

SOBREPOSICION

Figura 10. Localizacion de EGLC-1-GFP en el apice de hifas de la cepa transformante
TLMNO4. EGLC-1-GFP se acumula en pequerias zonas en el apice de la hifa madura
(flechas). En la imagen en contraste de fases se puede identificar al Spk y en la
sobreposicion se observa como la fluorescencia de EGLC-1-GFP se encuentra adyacente
al Spk. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-
510 META (Carl Zeiss®, Gdttingen, Germany), y el lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3
Carl Zeiss®). Escala: 10 ym.
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Por otro lado, EGLC-1-GFP se observé con mucha mayor intensidad en los septos
ya formados de 14 hifas analizadas (Fig. 11A). La fluorescencia de EGLC-1-GFP
se observo restringida a la zona central del septo en imagenes en 2D. En un par
de ocasiones, ademas de verse fluorescencia en el septo, se lograron ver puntos
fluorescentes asociados a la membrana plasmatica lateral o circulando por el
citoplasma (Fig. 11B). En septos en formacion, la fluorescencia se observo
avanzando desde la zona periférica hacia la parte central del septo, para
permanecer en esta zona (Fig. 11C). Al realizar una reconstruccion 3D con el
software LSM-510 META se pudo apreciar el anillo formado alrededor del poro
septal (Figs. 11C-D).

EGLC-1-GFP A [ EGLC-1-GFP EGLC-1-GFP

EGLC-1-GFP (5

Figura 11. Imagen confocal de la localizacion de EGLC-1-GFP en el septo de las hifas de
la cepa transformante TLMNO04. (A) EGCL-1-GFP se localiza en la zona central de los
septos de las hifas (escala: 10 um). (B) Se localiza también en algunos puntos de la
membrana plasmatica perpendicular a los septos (flechas) (escala: 5 ym). (C) Serie de
tiempo donde se observo fluorescencia avanzando desde la zona periférica hacia la parte
central del septo, para permanecer en esta zona. El tiempo Os indica el momento en que
comenzo a captarse la secuencia (escala: 10 um). (D) Reconstruccion en 3D de la region
fluorescente del septo formada con 20 rebanadas Opticas de 0.5um (escala: 10 ym). Las
iméagenes fueron tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META
(Carl Zeiss®, Gottingen, Germany), y el lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl
Zeiss®).
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VIl. 6. 2 EGLC-1-GFP en conidiéforos y germinulas
En conidioforos de la cepa transformante TLMNO4 logré observarse expresion de

EGLC-1-GFP en los septos divisorios entre futuros conidios, pero sélo en una
etapa adelantada de la separacion (Figs. 12A-B), asi como en la superficie de los
polos de los conidios recién liberados. Al tomar una rebanada 6ptica de 0.5 um de
una reconstruccion en 3D de EGLC-1-GFP en conidiéforos se puede apreciar la

formacion de un poro fluorescente en los sitios de acumulacién de fluorescencia
(Fig. 12B).

EGLC-1-GFP A | EGLC-1-GFP

Figura 12. Localizacion de EGLC-1-GFP en conidioforos de la cepa transformante
TLMNO04. (A) EGCL-1-GFP se localiza en los septos divisorios de los conididforos (flechas
blancas). En la imagen en contraste de fases se puede apreciar que los sitios de
constriccion de los conidios que estan por ser liberados coinciden con los sitios de
acumulacion de fluorescencia. EGLC-1-GFP Se localiza en los polos de los conidios que
han sido recién liberados o a punto de hacerlo. (B) Rebanada dptica de 0.5 um que
muestra la formacion de dos poros fluorescentes (flechas amarillas). Las imagenes fueron
tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®,
Géttingen, Germany), y el lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala: 10

um.
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En germinulas de 2 a 5 hrs. (155 ym de longitud promedio; n=5) EGLC-1-GFP se
encontré acumulada en el citoplasma en forma de puntos y circulos fluorescentes
moviéndose a través de la germinula y algunas veces llegando hasta la punta o

permaneciendo en un solo sitio por periodos largos de tiempo (Fig. 13).

EGLC-1-GFP

SOBREPOSICION

Figura 13. Imagen confocal de la localizacién de EGLC-1-GFP en germinulas de la cepa
transformante TLMNOQ4. EGCL-1-GFP se localiza como grumos fluorescentes acumulados
en el citoplasma de las germinulas a diferentes tiempos de crecimiento. Las imagenes
fueron tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®,
Géttingen, Germany), y el lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). (Escala 3
hrs: 5 um, escala 4y 5 hrs: 10 um).
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VII. 7 Localizacién de EGLC-2-GFP

VIl. 7. 1 EGLC-2-GFP en hifas maduras
Mediante analisis de microscopia confocal de escaneo con laser de la cepa

transformante TLMNO2, fue posible determinar la localizacion de EGLC-2-GFP.
Esta proteina se localiz6 principalmente en los apices de las hifas analizadas (n=

18) formando un domo como el descrito por la ecuacion hifoide y = x cot (xXV/N),
(Fig. 14).

EGLC-2-GFP

Figura 14. Localizacion de EGLC-2-GFP en el apice de hifas de la cepa transformante
TLMNO2. EGCL-2-GFP se localiza formando un domo que ocupa la zona de la punta de la
hifa durante el crecimiento. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal
invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Gdttingen, Germany), y el lente objetivo
Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala 5 um.
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EGLC-2-GFP se acumula en zonas de la membrana plasmatica en el subapice de
las hifas de donde surgen nuevas ramificaciones; dicha fluorescencia permanece

en el domo apical de la hifa reciente durante su crecimiento (n= 7) (Fig. 15).

EGLC-2-GFP EGLC-2-GFP

b

Figura 15. Localizacion de EGLC-2-GFP en el domo apical de las ramificaciones en
crecimiento. Se observan las imagenes confocales de dos hifas diferentes en proceso de
ramificacion. La fusion EGLC-2-GFP se acumula en las zonas donde surge una nueva
hifa y continua en esa zona durante su crecimiento (flechas). Las imagenes fueron
tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®,
Gottingen, Germany), y el lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala 10
um.

En imagenes en contraste de fase cuando se logra observar el Spk, la
acumulacion de fluorescencia se limita a las zonas de la membrana plasmatica
circundantes al area inmediatamente delante del Spk. Esto también se observo al
aplicar el colorante vital FM4-64 que tifie las membranas y el Spk. Se observo que
la fluorescencia producida por EGLC-2-GFP no se sobrepone con la fluorescencia
producida por el colorante FM4-64 (n= 5) (Fig. 16).



48

EGLC-2-GFP
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SOBREPOSICION

Figura 16. Localizacion apical de EGLC-2-GFP en la cepa transformante TLMNO2
comparada con la tincion del colorante vital FM4-64. Se observa la tincion del Spk en rojo
con FM4-64 y en verde EGCL-2-GFP; al sobreponer las imagenes no hay colocalizacion
aparente de las sefiales de fluorescencia. Las imagenes fueron tomadas con el
microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Gdttingen, Germany),
y el lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala 10 um.

Para determinar si la fusion EGLC-2-GFP estaba llegando continuamente al apice
de la hifa y monitorear el flujo de la proteina se evaludé la recuperacion de la
fluorescencia después de realizar fotoblanqueamiento de algunas células con el
laser del microscopio confocal (FRAP por sus siglas en inglés Fluorescence
Recovery After Photobleaching) y se observo que después de incidir el laser sobre

la célula y fotoblanquear toda la fluorescencia, nueva fluorescencia apical,
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correspondiente a EGLC-2-GFP, vuelve a encontrarse de manera muy rapida y

continua en esa zona durante el crecimiento normal de la hifa (Fig. 17).

EGLC-2-GFP

Figura 17. Andélisis de FRAP en la cepa transformante TLMNO2. La serie de tiempo
muestra la recuperacion de la fluorescencia después del fotoblanqueamiento que duré 69
segundos (recuadro blanco). En los siguientes cuadros las flechas indican las zonas
donde la fluorescencia comenzé a recuperarse, casi de inmediato. Las imagenes fueron
tomadas con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®,
Géttingen, Germany), y el lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala 10
um.

La fusion EGLC-2-GFP también fue localizada en los septos de hifas maduras
hacia la zona basal de la colonia. En este caso la fluorescencia fue muy tenue y
poco frecuente. Cuando se realiz6é una tincién con FM4-64, que marca los septos,
se observo colocalizacion de las sefiales fluorescentes (n=3) (Fig. 18).
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EGLC-2-GFP SOBREPOSICION

Figura 18. Imagen confocal de la cepa transformante TLMNO2 que muestra la localizacion
de EGLC-2-GFP en los septos y la comparacion con la tincion de los mismos con el
colorante vital FM4-64. Se logra observar en rojo el marcaje del septo y en verde una
fluorescencia muy tenue correspondiente a EGLC-2-GFP. Al sobreponer las imagenes se
observa la colocalizacion de las seriales de fluorescencia. Las imagenes fueron tomadas
con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Géttingen,
Germany), y el lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala 10 um.

Debido al manejo de la cepa TLMNO2 para realizar la microscopia es normal que
algunas de las hifas sufran muerte celular. Cuando ésto ocurrié al realizar el
analisis de la cepa transformante, se pudo observar la recuperacion de hifas
nuevas creciendo dentro de las hifas danadas. En los apices de estas hifas en
recuperacion se pudo observar el mismo patrén de fluorescencia, sin embargo es

un fenémeno que se observo solo un par de ocasiones (Fig. 19).
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EGLC-2-GFP

Figura 19. Localizacién de EGLC-2-GFP en los apices de hifas en recuperacién creciendo
dentro de otra hifa con dafio celular. Las imagenes fueron tomadas con el microscopio
confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Géttingen, Germany), y el lente
objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala 10 um.

También se observo la fluorescencia de EGLC-2-GFP en hifas creciendo al lado
de otra hifa con dafio celular. La fluorescencia se acumulaba en las zonas de

contacto entre estas hifas y se deslocalizaba del domo apical (Fig. 20).

EGLC-2-GFP CONTRASTE DE FASES

Figura 20. Localizacion de EGLC-2-GFP en las zonas de contacto entre hifas y
deslocalizacion en el domo apical de las hifas crecientes. Las imagenes fueron tomadas
con el microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Gdttingen,
Germany), y el lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®). Escala 10 ym.
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VII. 7. 2 EGLC-2-GFP en germinulas
Al realizar el analisis de germinulas de 2 a 5 hrs. (15£10 ym de longitud promedio;

n=9) de la cepa transformante TLMNO2, EGLC-2-GFP logr6 observarse en el
domo apical (Fig. 21A). En los conidios en fase de hidrataciéon se observé de
manera acumulada en un extremo del conidio donde después surgia el tubo
germinal (Figs. 21B-C). Sin embargo, al observar conidiéforos, EGLC-2-GFP no se
observé acumulada en ninguna zona de la estructura (Fig. 21D).

EGLC-2-GFP

CONTRASTE DE FASES

EGLC-2-GFP
SOBREPOSICION
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Figura 21. Imagen confocal de germinulas y conidios de la cepa transformante
TLMNO2 donde se puede apreciar la localizacién de la fluorescencia de EGLC-2-
GFP. (A) Se observa la acumulacién de fluorescencia de EGLC-2-GFP en el domo
apical de una germinula de 5 hrs de crecimiento (Escala: 10 um). (B) fluorescencia
de un conidio en etapa de hidratacién (1 hr, escala: 5§ um). (C) se observa la
fluorescencia de EGLC-2-GFP en el domo apical del tubo germinativo en proceso
de crecimiento (2 hrs, escala: 5 ym). (D) Conidiéforo sin acumulacion de
fluorescencia (escala: 20 um). Las imagenes fueron tomadas con el microscopio
confocal invertido Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Géttingen, Germany), y el
lente objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®).



53

Vil. 7. 3 EGLC-2-GFP e inhibidores
Con la aplicacion del inhibidor del citoesqueleto (especificamente de cables de

actina) Latrunculina A, se pudo apreciar la deslocalizacion de EGLC-2-GFP por
algunos minutos para reaparecer en un area reducida del domo apical, comenzar
a acumularse y a partir de esa zona regenerar el crecimiento normal de la hifa
(Fig. 22A). Al usar el inhibidor Benomilo, que inhibe la polimerizacion de los
microtubulos del citoesqueleto, la hifa experimenta los efectos morfolégicos del
inhibidor, sin embargo, EGLC-2-GFP sigue localizandose en el domo apical
durante el crecimiento de las hifas (Fig. 22B). Al observar los efectos de la
Brefeldina A, que inhibe el transporte de proteinas del reticulo endoplasmico a
aparato de Golgi, ia hifa detiene su crecimiento por el efecto del inhibidor, sin
embargo, EGLC-2-GFP sigue localizada en el apice muy intensamente a pesar de
fa presencia de la Brefeldina A (Fig. 22C).
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Figura 22. Localizacion de EGLC-2-GFP en la cepa transformante TLMNOZ2 después de
ser sometida a diferentes inhibidores tanto del citoesqueleto como del transporte de
proteinas. (A) Efecto de la Latrunculina A (20 ug/ml); la flecha indica el momento en que la
fluorescencia es recuperada después de algunos minutos y se vuelve a localizar
apicalmente (Escala: 10 um). (B) Efecto del Benomilo (10 ug/ml); no hay efecto aparente
en la localizacion de la fluorescencia de EGLC-2-GFP a pesar de modificar la morfologia
de la hifa (Escala: 20 um). (C) Efecto de la Brefeldina A (5 ug/ml); a pesar de detener el
crecimiento de la célula, no hay efecto aparente en la localizacion de EGLC-2-GFP
(Escala: 10 um). Las imagenes fueron tomadas con el microscopio confocal invertido
Zeiss LSM-510 META (Carl Zeiss®, Goéttingen, Germany), y el lente objetivo Neofluar
100X (N.A. 1.3 Carl Zeiss®).
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VIi. 8 Caracterizacion de cepas

Vil. 8. 1 Comprobacion de cepas mutantes
Se extrajo ADN a partir de esporas de las cepas mutantes para eglc-1 y egic-2 asi

como de la cepa parental #FGSC 9717 (Tabla ll) por el método de microesferas de
vidrio (Hervas-Aguilar ef al. 2007); de este modo se obtiene poca concentracién de
ADN pero es util para realizar pruebas de rutina. Con el ADN obtenido (Fig. 23A)
se comprobd por PCR que las cepas solicitadas efectivamente carecieran de los
genes de interés y ademas que fueran homocariontes, es decir que todos los
nacleos de las hifas expresaran la misma informacién. Los resultados de la PCR
fueron satisfactorios, dado que los cebadores para eglc-1 y eglc-2 amplificaron
unicamente cuando se usd como templado el ADN de la cepa parental no asi para
el ADN de las cepas mutantes y el control, el cebador para el gen de chs-7
amplifico tanto el ADN de tipo parental como el ADN de tipo mutante (Fig. 23B).
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Figura 23. Resultados obtenidos de la comprobacion de las cepas mutantes mediante
PCR. A) Gel de agarosa 1% con el producto de la extraccion de ADN a partir de conidios
con ef método de microesferas de vidrio. La concentracion fue baja pero suficente para la
PCR de comprobacién. B) El resuftado del PCR de comprobacion mostrado en un gel de
agarosa 1%. Carril 1.1 y 2.1 ADN de tipo parental con cebadores para eglc-2 (arriba) y
eglc-1 (abajo). Carril 1.2 ADN de cepa mutante A eglc-2 (#11749) con cebadores para
eglc-2, carril 1.3 ADN de cepa mutante Aeglc-2 (#11749) con cebadores para chs-7, carril
1.4 ADN de cepa mutante Aeglc-2 (#11750) con cebadores para eglc-2, carril 1.5 ADN de
cepa mutante Aeglc-2 (#11750} con cebadores para chs-7. Carrif 2.2 ADN de cepa
mutante Aeglc-1 (#20091) con cebadores para eglc-1, carrif 2.3 ADN de cepa mutante
(#20091) Aeglc-1 con cebadores para chs-7, carril 2.4 ADN de cepa mutante Aeglc-1
(#20091) con cebadores para eglc-1, carrif 2.5 ADN de cepa mutante Aeglc-1 (#20092)
con cebhadores para chs-7.
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VII. 8. 2 Tasa de crecimiento a 30° C
Se midio el crecimiento de cuatro cepas, FGSC #11749 (deglc-2), FGSC #20091

(Aeglc-1), FGSC #9718 (parental) y FGSC #988 (tipo silvestre). El analisis
estadistico realizado nos permite apreciar una diferencia significativa en cuanto a
reducciéon del crecimiento entre la cepa mutante para Aeglc-2 comparado con el
resto de las cepas analizadas, esta diferencia es solo del 15% respecto a la cepa
de tipo silvestre y del 23% con respecto a |a cepa de tipo parental (Fig. 24).

crecimignto (Um/min}

wl'r paréntal A eg;:Ic—I a eé!c—Z

Figura 24. Crecimiento a 30° C de las cuatro cepas analizadas, FGSC #11749 (Aeglc-2},
FGSC #20091 (Aeglc-1),FGSC #9718 (parental) y FGSC #988 (tipo silvestre). Media (m),
Error Esténdar (o) Intervalo de confianza 95% (I). Valor de p: 0.000001.

VH. 8. 3 Tasa de crecimiento a 37° C
Se midié el crecimiento de cuatro cepas, FGSC #11749 (Aeglec-2), FGSC #20091

(Aeglc-1), FGSC #9718 (parental) y FGSC #0988 (tipo silvestre). El andlisis
estadistico detectd una diferencia significativa entre la cepa mutante para Aeglc-1
del 52% con respecto a la cepa de tipo parental. Para la cepa mutante de Aeglc-2
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tambien se observé una diferencia del 56% con respecto a la cepa de tipo parental
(Fig. 25). Si comparamos los tratamientos a 30° C y a 37° C, podemos observar
que existe diferencia entre ellos, es decir se observa menor crecimiento a 37° C
que a 30° C,

(2]

crecimiento (Um/min}

wT parantal Aeglc-1 Aeglc-2

Figura 25. Crecimiento a 37° C de las cuatro cepas analizadas, FGSC #11749 (Aeglc-2),
FGSC #20091 (Aeglc-1), FGSC #9718 (parental) y FGSC #988 (tipo silvestre). Media (=),
Error Estandar (o), Intervalo de confianza 95% (). Valor de p: 0.001

VIL 8. 4 Crecimiento de hifas aéreas a 30° C
Se midio la altura que alcanzaron las hifas aéreas creciendo en tubos de

borosilicato después de 7 dias de cultivo a 30° C de las cuatro cepas analizadas.
El analisis estadistico mostré que hay una diferencia significativa entre [a mutante
para Aeglc-2 y la cepa parental del 19% (Fig. 26).
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Figura 26. Crecimiento de hifas aéreas por 7 dias a 30° C de las cuatro cepas analizadas,
FGSC #11749 (Aeglc-2), FGSC #20091 (Aeglc-1), FGSC #8718 (parental) y FGSC #988
(tipo silvestre). Media (wm), Error Estandar (), Intervalo de confianza 95% (1). Valor de p:
0.0031.

VIl. 8. 5 Conteo de ramificaciones
Utilizando un wmicroscopio estereoscopico Olympus SZX12 se contaron las

ramificaciones de las cuatro cepas analizadas. El| anélisis estadistico detectd una
diferencia significativa entre el nimero de ramificaciones producidas por la cepa
de tipo silvestre con respecto a las otras tres cepas analizadas, sin embargo en
términos generales la diferencia es de una o dos ramas en el conteo (Fig. 27).
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Figura 27. Conteo de ramificaciones de las cuatro cepas analizadas, FGSC #11749
(Aeglc-2), FGSC #20091 (Aeglc-1), FGSC #9718 (parental) y FGSC #988 (tipo silvestre).
Media (m), Error Estandar (o), Intervalo de confianza 95% (I). p: 0.0014

VIil. 8. 6 Cruzas genéticas
En la tabla V se resume el resultado de las diferentes cruzas genéticas realizadas.

Se obtuvieron peritecios en las cruzas entre las cepas mutantes y las cepas de
tipo silvestre, con ello se descartd la esterilidad de las cepas mutantes. También
se comprobaron los tipos de apareamiento para cada cepa mutante proporcionado
por el FGSC.

Tabla V. Resumen de cruzas geneéticas y resultados. l.as X indican que no se obtuvieron
peritecios, la p, indica la obtencion de peritecios.

20092 (mat a Aeglc-
1

Mutante simple Fluffy (A) Fluffy (a)

(A eglc-1; A)

(A eglc-1; a)

(A egle-2; A)

(A egic-2;, A)
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VIII. Discusidén y Conclusién

El etiquetamiento con gfp de los genes egic-1 y eglc-2 de Neurospora crassa
codificantes para dos B (1-3) endoglucanasas con sitios de unién a GPIl y con ia
presencia de una secuencia péptido sefial, permitié6 determinar la localizacién
celular de estas proteinas. Cabe resaltar que la estrategia de etiquetamiento con
la proteina fluorescente verde insertada en el medio de la proteina de interés fue
novedosa. Es la primera vez que en N. crassa se realiza el etiquetamiento con gfp
en medio del gen de interés y la primera vez que se reporta para N. crassa la
localizacion de B (1-3) endoglucanasas in vivo. Usar a la profeina verde
fluorescente como reportera de la dinamica de otras proteinas, es factible debido a
que ambas pueden funcionar y plegarse de manera adecuada simultaneamente
(Lorang et al. 2001).

Ambas proteinas, EGLC-1-GFP y EGLC-2-GFP, se localizaron en los apices de
las hifas y en los septos, sin embargo EGLC-1-GFP se ve intensamente localizada
en los septos y EGLC-2-GFP se observa con mayor intensidad en el domo apical.
Las estructuras y patrones de fluorescencia para cada construccion son diferentes
en cada evento morfogenético; EGLC-1-GFP en los apices se ve como pequerias
acumulaciones y se observé en pocos casos; EGLC-2-GFP por el contrario es
muy brillante en los apices y forma un domo apical. EGL.C-1-GFP se localiza en la
zona central de los septos rodeando el poro y EGLC-2-GFP se encuentra sobre
toda la zona del septo de manera muy tenue.

En un trabajo reciente se etiquetd ia endoglucanasa GH5-1 (NCU00762) de N.
crassa con GFP con la finalidad de facilitar su purificacién mediante cromatografia
de exclusion (Sun et al. 2011). Esta endoglucanasa es secretada al medio exterior,
a diferencia de EGLC-1 y EGLC-2 que son proteinas que actlan a nivel de la
pared celular por estar ancladas a la membrana plasmatica mediante un grupo
GPI. La funcién endoglucanasa putativa para estas dos proteinas sugiere que
tienen algin papel en la construccion de la pared celular, aunado a esto la
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presencia de un sitio de modificacion GP! y su anclaje a la membrana plasmatica
nos motivé a seleccionarlas ya que coincide con lo reportado para otras enzimas
involucradas en la remodelacién de la pared (Mouyna ef al. 2000: Cabib ef al.
2007).

Al realizar el andlisis por microscopia de las cepas transformantes se encontré que
EGLC-1-GFP aparecia algunas veces en el apice de la hifa y otras no. Lo mismo
ocurrid con la localizacion de EGLC-2-GFP en los septos. Esto puede deberse a
que las cepas transformantes TLMNO4 y TLMNO2 son heterocariones, lo cual
significa que contienen nucleos que poseen la fusién con GFP y ndcleos que no,
por lo gue no es sorprendente no ver el mismo patrén de fluorescencia en todas y
cada una de las hifas de la cepa transformante.

Previamente enzimas con actividad glucanasa se etiquetaron con proteinas
fluorescentes y se analizé su localizacion en las levaduras S. cerevisiae (Rolli ef
al. 2011) y S. pombe (Dekker et al. 2004). En Aspergillus fumigatus se han
purificado y caracterizado algunas B (1-3) endoglucanasas ancladas a la
membrana plasmatica mediante un grupo GP! (Hartl et al. 2011), pero no se ha
llevado a cabo su localizacién celular.

La localizacion de EGLC-2-GFP, y menos frecuentemente de EGLC-1-GFP, en el
domo apical de las hifas de N. crassa sugiere una funcién de estas proteinas
especificamente en estas zonas. Segun lo reportado para el comiceto Saprolegnia
monoica (Fevre 1977) la mayor actividad glucanasa y celulasa del micelio de este
hongo se encuentra en los apices de las hifas y zonas de ramificacién; en el
presente estudio no se midié actividad $ (1-3) endogiucanasa en las cepas
transformantes TLMNO2 y TLMNO4, sin embargo la presencia de estas enzimas
en el apice coincide con la mayor actividad $ (1-3) endoglucanasa encontrada en

los apices de S. monoica.

Segun el modelo de crecimiento unitario de la pared celular (Bartnicki-Garcia
1973), la remodelacion de la pared celular necesaria para llevar a cabo los
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eventos morfogenéticos clave para el desarrolio de los hongos filamentosos y la
determinacion de la forma de sus células se debe a la adicion de enzimas
plastificadoras o liticas gue hacen mas suave la pared celular, la presidn de
turgencia que es la fuerza que empuja y genera el crecimiento y la adicion de
nuevos materiales de sintesis que regeneren esta pared suavizada. De acuerdo a
ia informacién sobre el crecimiento apical polarizado de los hongos, se sabe que
es en la punta donde se lleva a cabo la extension de las hifas, por lo que la
presencia de estas enzimas en el apice podria estar directamente relacionada con
la plastificacion de la pared celular para permitir la expansién de la hifa. Sin
embargo, la pared celular esta formada de otros compuestos ademés de B (1-3)
glucanos y existen uniones cruzadas entre quitina y glucanos, por lo que puede
haber mas enzimas involucradas en la plastificacion de esta zona. De igual
manera la formaciéon de septos y la germinacion de esporas son eventos de suma
importancia en la morfogénesis del hongo. En este estudio se pudo observar la
presencia de enzimas con actividad litica en los sitios de germinacion de conidios,
en los sitios o septos divisorios entre conidios, en las ramificaciones de las hifas,
en los septos de las hifas, e incluso en la fusidn de algunas hifas. Lo anterior
proporciona informacion relevante en cuanto a la funcion que estas proteinas
estan realizando en el metabolismo del hongo.

El modelo del estado estacionario o de equilibric (Wessels 1986}, propone que el
material abundante de la pared celular, B (1-3) glucanos y quitina, es depositado
hacia la pared celular en forma plastificada (material parecido a un gel), y por lo
tanto la pared apical es sensible a la presidon generada por el citoplasma y es
deformable. Este material es posteriormente sujeto a accidon enzimatica para
generar uniones cruzadas entre quitina y B (1-3) glucanos. En este punto va no
existe concordancia con los resultados generados en este estudio debido a la
presencia apical de las B (1-3) endoglucanasas EGLC-1 y EGLC-2. Wessels
excluye de su modelo el papel de las enzimas liticas, pero por otro lado asegura
que efectivamente la composicion de la pared celular en el dpice es diferente del
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sub-apice de las hifas (Wessels 1994), lo que en este estudio se atribuye a la
presencia de enzimas con actividad litica, tanto  (1-3) endoglucanasas como a
otras proteinas capaces de desestructurar las microfibrilias de quitina presentes en
la pared celular apical. El mismo Wessels (1966) en un estudio realizado para
evaluar la degradacion de glucanos en el hongo Schizoplhyllum commune asegura
que la actividad de lisis durante la formaciéon del pileo en esta especie es un
proceso acompafado por la degradacion de glucanos en el micelio y debe requerir
la accion combinada de glucanasas y quitinasas y que probablemente la accién de
unas esta limitando la accién de las otras.

La localizacion de estas enzimas en los septos no tiene precedente en hongos
filamentosos. En la levadura de fision S. pombe, la a (1-3) endoglucanasa Agn1ip,
y la B (1-3) endoglucanasa, Engip se localizan en el septo primario de la division
celular (Dekker et al. 2004). Ambas enzimas estan involucradas en la disolucién
del septo entre células en el proceso de division celular. En S. cerevisiae Eng1p se
localiza asimétricamente en el septo del lado de la célula hija, sugiriendo que esta
proteina esta involucrada, junto con alguna quitinasa, en la disolucion del septo
entre ambas células en el proceso de celular (Baladrén ef al. 2002). En N. crassa
este evento de separacidon celular se da en los conidioforos en el momento de
liberar las conidiosporas, sin embargo no todas las hifas del micelio estan
determinadas a convertirse en conidiéforos, ademas de que EGLC-2 no fue
localizada en conidiéforos, por lo que la localizacién de EGLC-2 en la zona septal
no tiene un papel claro. La presencia de EGLC-1 en los septos de las hifas y
conididforos tiene mas sentido pero no se sabe con certe‘za qué papel desempefia
en estas zonas. EGLC-1 est& restringida a la zona periférica del poro septal, lo
cual coincide también con la localizacién de Eng1p en forma de un anillo alrededor
del septo primario de division en S. pombe (Martin-Cuadrado 2003). El septo
requiere gue se ensamble nuevamente la pared celular durante su formacion y la
invaginacién de fa membrana plasmatica desde la pared lateral de la hifa y se
extienda hacia el centro formando una division. Anteriormente se mencioné la
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disolucion del septo divisorio en la separacion de conidios del conididforo, y es en
este punto donde la proteina EGLC-1 fue localizada frecuentemente sobre la
superficie de la pared celular en los polos de los conidios por liberarse y recién
liberados. Algunos estudios con cepas mutantes para endoglucanasas sugieren
que la falia de estas enzimas genera un fenofipo con dificultades para liberar
ascosporas (Baladrén et al. 2002). El tipo de esporas es diferente en este caso,
pero contintian siendo estructuras de reproduccién, por lo que este antecedente
da la pauta para identificar la presencia de estas enzimas en los cuerpos
fructiferos y ascosporas de N. crassa.

Se ha propuesto que es en el Spk donde se acumulan las vesiculas secretoras
antes de ser dirigidas radialmente al domo apical para dar la forma caracteristica
de la hifa {Bartnicki-Garcia et al. 1989) sin embargo y a pesar de que EGLC-2-
GFP se acumula en la membrana plasmatica del domo, no parece haber ningln
contacto o acumulacion de esta proteina en el Spk. Aunado a ésto, cuando la cepa
transformante TLMNO2 (expresando EGLC-2-GFP) fue sometida a ensayos con
brefeldina A, no se observé ningun efecto en [a acumulacion de la proteina EGLC-
2-GFP en el domo apical. La brefeldina es un compuesto usado tradicionalmente
como inhibidor del transporte de proteinas de reticulo endoplasmatico a Golgi,
este compuesto actia modificande el mantenimiento y formacion de
compartimentos subceluiares (Pelham 1991), el hecho de que este inhibidor no
afecte la localizacion de EGLC-2 deja abierta [a pregunta de si esta proteina sigue
una ruta de secrecion convencional. Cuando se habla de proteinas con péptido
sefial y un posible sitio de union a GPl, se sabe, tedricamente, que seran
traslocadas directamente a reticulo endoplasmatico y después pasaran a Golgi
para viajar en forma de vesiculas a su destino, sin embargo para EGLC-2-GFP no
se observa ningun efecto aunque se esté interrumpiendo el flujo de reticulo
endoplasmatico a Golgi. Para el hongo filamentoso N. crassa se ha reportado que
la quitina sintasa clase | (CHS-3) y clase VI (CHS-6) viajan por una ruta alterna de
secrecion (Riquelme ef al. 2007). Esto podria hacerse extensivo para EGLC-2, sin
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embargo es necesario llevar a cabo un estudic mas completo para determinar ia
ruta por la cual esta proteina llega a su destino. Las vesiculas transportadoras
viajan hacia la punta de la hifa sobre microtibuios y filamentos de actina con la
finalidad de fusionarse con la membrana plasmatica apical (Horio y Oakley 2005;
Taheri-Talesh et al. 2008) En este estudio al realizar la inhibicién de estos
componentes del citoesqueleto en la cepa transformante TLMNOZ2 se observo que
no hay un efecto aparente que modifique la localizacion de EGLC-2-GFP usando
Benomilo (dirigido a microtubulos), por lo que probablemente esta endoglucanasa
no se transporta sobre estas estructuras. Por ofro lado, al agregar Latrunculina A
(dirigido a cables de actina), se observa una disminucion en la fluorescencia apical
de EGLC-2-GFP, sin embargo se regenera en cuestién de minutos, lo cual sugiere
que probablemente la actina tiene un papel mas activo en el trafico de EGLC-2 al
apice. Estos resultados coinciden con lo reportado para la quitina sintetasa | (CHS-
I}, cuyo trafico hacia el apice no es afectado por la presencia de Benomilo pero si
por la adicidon de Latrunculina A (Sanchez-Ledn ef al. 2011). Se cree que el
polarisoma, el complejo ARP2/3 asociado a actina y el exocisto son ia maguinaria
responsable del crecimiento y descarga polarizada de las vesiculas. El exocisto se
ha considerado como uno de los principales indicadores de exocitosis, y en este
estudio se detecté que las endoglucanasas EGLC-1 y EGLC-2 tienen una
localizacion similar a los componentes del exocisto SEC-6 y SEC-8 (Riquelme M.
comunicacion perscnal) por lo cual seria interesante conocer cual es [a relacién de
estos componentes con las endoglucanasas aqui etiquetadas. La localizacién de
la endoglucanasa EGLC-2 tiene similitud con la localizacion de las Rho GTPasas
RAC y CDC-42 y el factor de intercambic de guanina CDC-24, ambas en N. crassa
ocupan la zona apical formando un domo (Araujo-Paiomares ef al. 2011). La
localizacion de esta Ultima es altamente similar a EGLC-2 tanto en hifas maduras,
como en sitios de ramificacidn, germinacion de conidios y el apice de germinulas,
por lo que seria muy interesante conocer la relacion de estas proteinas y como
estan interactuando en el mismo espacio en el apice de la hifa en N. crassa.
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Se puede deducir que EGLC-2 esta en constante arribo al domo apical a partir del
uso de FRAP, donde se observé que después de incidir el laser del microscopio
confocal sobre un area especifica de interés, nueva fluorescencia perteneciente a
la fusion EGL.C-2-GFP aparecia en la zona fotoblanqueda.

En relacién al estudic y caracterizacion de las mutantes simples para EGLC-1 y
EGLC-2 los resultados no muestran un efecto considerable en el fenotipo Si bien
existe una diferencia significativa en la tasa de crecimiento de la cepa Aeglc-2 con
respecto a ias demds cepas analizadas, el fenotipo no fue afectado y la cepa
crecid sin problemas. Esto puede deberse a que hay otras enzimas que pueden
realizar la misma funcidn; en este caso EGLC-1 podria es una opcion, es decir
existe redundancia funcional en este tipo de proteinas; ésta también puede ser la
razén por la cual ambas proteinas se localizan casi en las mismas zonas del
hongo. Similar a este es el caso para Aspergillus fumigatus, en donde la mutante
para la Eng2 no fenotipicamente es similar al tipo silvestre, lo cual se atribuye a ia
presencia de otras nueve endo B (1-3) endoglucanasas presentes en este hongo
(Hartl et al. 2011).

Teniendo en cuenta los resultados de los andlisis de las cepas mutantes, las
proteinas EGLC-1 y EGLC-2 no parecen tener un papel morfogenético por si
solas. Para este tipo de proteinas se requiere del analisis de cepas con multiples
mutaciones para este tipo de proteinas, ademas de que la identificacion de otros
factores asociados a las (1-3) endoglucanasas aqui estudiadas nos permitiria
establecer un papel mas acertado de estas enzimas.

En conclusién, se logré etiquetar a las proteinas EGLC-1 y EGLC-2 con la proteina
GFP y con ello encontrar su localizacién en células vivas de N. crassa. Lo que nos
da un indicio de que podrian estar participando directamente en la remodelacion y
plastificacion de los 8 (1-3) glucanos de la pared celular en los sitios donde fueron
encontradas.
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La carencia individual de estas proteinas no parece ser letal para el desarrollo del
hongo, sin embargo hay una disminuciéon en [a tasa de crecimiento de la mutante
Aeglc-2, por lo que se puede suponer que el hongo encuentra la forma de
compensar la carencia de una de estas proteinas con otra que realice una funcién
similar sin que afecte de manera significativa su desarrollo. Es importante realizar
estudios de ultraestructura mediante microscopia electronica de transmision de las
mutantes simples presentadas aqui, asi como de una doble mutante para
determinar diferencias estructurales en alta resolucion que nos permitan identificar
el efecto de estas mutaciones a este nivel. Las B (1-3) endoglucanasas analizadas
en este trabajo se localizan en zonas de importancia morfogenética y podrian
tener un papel especifico en la remodelacion de la pared celular y su plastificacion,
lo que permite el desarrollo y crecimiento del hongo, asi como la determinacién de
su forma caracteristica. No es claro como estas proteinas Hegan a su destino, por
lo que es importante un estudio mas especifico sobre su ruta de secrecion es
importante. Este es un estudio preliminar sobre enzimas plastificadoras de la
pared celular en N. crassa. Es necesario determinar sus interacciones con otras
enzimas involucradas en la biosintesis de la pared celular y la secrecién y
descarga de vesiculas.
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