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Neurospora crassa es un hongo filamentoso que se caracteriza por la formacion de hifas
altamente polarizadas. La morfogénesis de las hifas requiere del establecimiento y del
mantenimiento de la polaridad celular, ambos procesos son regulados por mdaltiples
complejos proteicos. Las proteinas Rho GTPasas son consideradas importantes en la
regulacion de la polaridad celular en eucariotas, por lo que en este trabajo se analizo el
mddulo constituido por las Rho GTPasas CDC-42, RAC y su activador, el factor de
intercambio de guanina (GEF) CDC-24 en el hongo N. crassa. Cdc-42p se ha denominado
como el regulador maestro de la polaridad en levaduras, sin embargo en este trabajo se
comprobd que para N. crassa este gen no es esencial. Se determiné que las mutantes Acdc-
42y Arac son viables, aunque con fenotipos que presentan colonias muy compactas e hifas
con morfologia irregular, mientras que las dobles mutantes con pérdida de alelos de cdc-42
y rac son letales, sugiriendo que ambas proteinas comparten al menos una funcion esencial.
Por otro lado, se observo que la mutante de dcdc-24 es letal, lo cual sugiere que el GEF
CDC-24 es fundamental para la activacion de CDC-42 y RAC. Mediante el analisis in vivo
por microscopia confocal se determind que el modulo CDC-42 — RAC — CDC-24 esta
asociado a la membrana celular y organizado en forma de capucha apical cuando es
etiquetado con proteinas fluorescentes en el extremo N-terminal. Las tres proteinas se
localizaron en el domo apical de las hifas con una distribuciéon distinta y aparentemente
complementaria. CDC-42 esta confinada en forma de media luna a la membrana del &pice
celular, RAC también esta asociada a membrana pero en forma de anillo, excluyendo la
region ocupada por CDC-42. CDC-24 ocupd una posicion estratégica asocidndose a
membrana plasmatica en forma creciente en el apice celular, asi como en el citosol apical
excluyendo la zona del Spitzenkorper (Spk). Por otra parte, CDC-42 y RAC presentaron
una localizacién temporal distinta durante el proceso de formacién de ramificaciones y
durante la germinacién de esporas. Ambas proteinas se acumularon en la membrana



plasmatica antes de la formacion de una rama. Sin embargo CDC-42 aparecid primero que
RAC, aproximadamente un minuto antes de la emergencia de la rama, mientras que RAC
aparecio después, alrededor de 20 segundos antes de la emergencia de la rama. Durante la
germinacion, GFP-CDC-42 se acumula en una region especifica en la membrana celular de
esporas durante la fase de hidratacion y en los apices de los tubos germinativos, mientras
que RAC aparece una vez que se ha formado el tubo germinativo. Esto sugiere que ambas
GTPasas juegan un papel importante en la regulacién de la polaridad celular. CDC-42
aparentemente participa en la iniciacion de la polarizacion celular mientras que la funcion
principal de RAC pudiera ser el mantenimiento de un crecimiento polarizado. La
geranilgeranilacién de CDC-42 es importante para su anclaje a membrana, ya que al
etiquetar CDC-42 con la proteina fluorescente mCherry en el C-terminal, la
geranilgeranilacion se ve interrumpida y el patron de localizacion difiere con respecto al
etiqguetamiento en el extremo N-terminal. Tanto en hifas maduras como en germinulas la
localizacion de CDC-42-mCherryFP se observo en el apice celular ocupando la parte
central del Spk, sugiriendo que la localizacion en membrana plasmatica depende de la
geranilgeranilacion. Sin embargo al parecer ésta no es importante para llevar a cabo su
funcién ya que la polaridad celular es restablecida en la cepa homocarion obtenida
mediante la cruza genética de la mutante Acdc-42 con la cepa cdc-42::mchfp. Ademas la
localizacion de CDC-42-mCherryFP durante la formacion de septos y ramificaciones
laterales no se ve afectada.

Otros componentes involucrados en el establecimiento de la polaridad celular y en
mantener un crecimiento polarizado en levaduras son las proteinas BUD-2 y BUD-5 que en
N. crassa muestran distintos patrones de localizacion tanto en hifas maduras como en
germinulas. En hifas maduras BUD-2 es confinada al apice celular ocupando la parte
central del Spk, mientras que BUD-5 se observo tanto de forma citosoélica, con un punto
brillante en la parte central dando la apariencia de abanico, como asociada a la membrana
apical, por lo que ambas proteinas colocalizan parcialmente. Durante la germinacion de
esporas y en la elongacion de las germinulas, BUD-2 se observé en la membrana
plasmética apical, mientras que BUD-5 se encontrd tanto de forma citosélica en el apice
como asociada a la membrana apical. Asi mismo ambas proteinas mostraron una
localizacion distinta durante diversos eventos morfogenéticos donde BUD-2 particip6 en la
formacion de septos y BUD-5 en marcar los sitios de ramificaciones laterales. Esto sugiere
que aparte del papel que ambas proteinas aparentemente juegan en el establecimiento de la
polaridad, también participan en diferentes procesos asociados a la morfogénesis celular de
N. crassa.

Palabras Clave: Crecimiento polarizado, CDC-42, RAC, CDC-24, BUD-2, BUD-5,
Neurospora crassa



ABSTRACT of the thesis presented by Cynthia Lizzeth Araujo Palomares as a partial
requirement to obtain the DOCTOR OF SCIENCE degree in Life Sciences with orientation
in Microbiology. Ensenada, Baja California, México. July, 2012,

Characterization, localization and function of the module CDC-42 - RAC - CDC-24
and the proteins BUD-2 and BUD-5 in the filamentous fungus Neurospora crassa

Neurospora crassa is a filamentous fungus that is characterized by the formation of highly
polarized hyphae, which is a morphogenetic event that requires the coordinated assembling
of multiple protein complexes to ensure the establishment and maintenance of cell polarity.
Rho GTPases are key regulators that control eukaryotic cell polarity, therefore in this study,
we analyzed the Rho GTPases CDC-42, RAC and their activator the guanine exchange
factor (GEF) CDC-24 in N. crassa. In yeast, Cdc-42p has been considered as a master
polarity regulator; however in this study we demonstrate that for N.crassa this gene is not
essential. We determined that Acdc-42 and Arac mutants are viable, although the
phenotypes present very compact colonies and irregular hyphal morphology, while double
mutants carrying the loss of function alleles of cdc-42 and rac are lethal, suggesting that
both cdc-42 and rac share at least one common essential function. On the other hand, it was
observed that Acdc-24 mutant is lethal, this suggest that the GEF CDC-24 is fundamental
for CDC-42 and RAC activation. In vivo confocal microscopy shows that the CDC-42 —
RAC — CDC-24 module is organized as a membrane-associated cap that covers the hyphal
apex when are tagged with fluorescent proteins at the N-terminal The three proteins were
present at the apical dome with a distinct but apparently complementary localization. CDC-
42 occurs as an apical membrane-associated crescent, RAC is also membrane-associated
but distributed as a ring excluding the region labeled by CDC-42, and CDC-24 occupied a
strategic position, localizing as a broad apical membrane-associated crescent and in the
apical cytosol excluding the Spitzenkdrper (Spk). On the other hand, CDC-42 and RAC
also display distinct temporal localization patterns during branching and spore germination.
Both proteins were observed as an accumulation of fluorescence at the plasma membrane
before branch formation. However CDC-42 was observed before RAC, approximately one
minute before branch emergence, while RAC appeared after CDC-42, about 20 seconds
before branch emergence. During germination, GFP-CDC-42 accumulates in a specific
region of the cell membrane of spores during the hydration phase and continues at the
apices of germ tubes, while RAC appears only once the germ tube has been formed. These
localizations suggest that both GTPases play an important role for cell polarity regulation,
apparently CDC-42 participate during polarity establishment, while the primary function of
RAC could be to maintain polar growth. CDC-42 geranylgeranylation is important for
membrane attachment, because when CDC-42 was labeled by the mCherry fluorescent
protein at the C-terminal, the geranylgeranylation is disrupted and the localization pattern
of CDC-42 is different with respect at the tagged at the N-terminal. In both germlings and
mature hyphae, CDC-42 was localized at the cell apex occupying the core of the Spk. This



suggests that membrane-association depends on the geranylgaranilation. However,
apparently this is not necessary to carry out its function, because cell polarity was restored
in a homokaryon strain obtained by sexual crosses between Acdc-42 and cdc-42::mchfp
strains. Additionally, CDC-42-mCherryFP localization during septa and branching
formation was not affected.

Other components that are involved in the establishment and maintenance of cell polarity
are the BUD-2 and BUD-5 proteins. In N. crassa both BUD-2 and BUD-5 display distinct
localization patterns in both germlings and madure hyphae. In mature hyphae, BUD-2 is
confined to the apical cytosol occupying the core of the Spk, while BUD-5 was observed in
the apical region of the cell as a bright spot with higher intensity at the base adopting a
hand fan shape and associated to the apical plasma membrane. Both proteins partially
colocalized in the apical region. However, during spore germination and elongation of
germlings, BUD-2 was associated to the plasma membrane, while BUD-5 was found both
in the cytosolic form and membrane-associated. BUD-2 and BUD-5 also display distinct
localization patterns during some morphogenetics processes. BUD-2 is localized during
septum formation, and BUD-5 was involved during initiation of lateral branches. This
suggests that in addition to the role that both proteins apparently play in the establishment
of cell polarity, they also participate in different processes associated to cell morphogenesis
of N. crassa.

Keywords: Polarized growth, CDC-42, RAC, CDC-24, BUD-2, BUD-5, Neurospora
crassa.



A mi familia.....



vi

AGRADECIMIENTOS

Quiero dar las gracias primeramente al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) por apoyar la investigacion cientifica y a los estudiantes de posgrado a través
de becas. Asi como también a la institucion receptora CICESE, Centro de Investigacion
Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada por permitirnos realizar nuestros estudios
de posgrado. También quiero agradecer a SEP-CONACYT de Ciencia Basica (CB-2006-1-
61524) por el apoyo econdmico para la realizacion del articulo Functional characterization
and cellular dynamics of the CDC-42 — RAC — CDC-24 module in Neurospora crassa asi
como a la Dra. Ernestina Castro-Longoria, Dra. Corina Richthammer y al Dr. Stephan
Seiler por darme la oportunidad. Asi como a cada uno de los miembros de mi comité de
tesis por todo su apoyo, aportaciones, sugerencias y comentarios brindados para la
realizacion de este trabajo. Gracias también a Olga Callejas, que siempre apoya a todos los
estudiantes sin excepcion alguno. Y no podian faltar mis grandes amigos y familia por su
apoyo incondicional....... Gracias!.



Vii

CONTENIDO
Pagina

ResumMeN espaniol..........oooii i e i
RESUMEN INQIES. ... e e e e e e e e iii
D 1= [ [or= 1 (0] - T v
AGradeCiMIBNTOS. ... et e et e et e e e Vi
(@] ] (=] ] T [ 1PN Vil
LiSta de FIQUIaS. .. ... e e e e e e e e e e e Xi
Listade Tablas........ooviri i XV
L INErOdUCCION. ..o e 1
1.1 Morfogénesis celular: crecimiento polarizado en hongos........................ 1
1.2 Papel de las GTPasas en el crecimiento polarizado de los hongos............. 4
1.3 Mecanismo general de regulacion de las GTPasas.............c.cccoeevevnennnns 7
1.4 Estructura general de 1as R0 GTPasas.........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiee e 8
1.5 Modificaciones post-traduccionales de las proteinas Rho GTPasas......... 12
1.6 Las Rho GTPasas y su papel en el crecimiento de las células
LeVAAUI IO MBS . ..ot e e e e e e e 18
1.6.1 Cdc42 en SaccharomycCes CereVviSIae. ... ..ovvvevreereeun i iiiieiieieaeenn 19
1.6.2 Cdc42 en Schizosaccharomyces pombe... 21
1.7 Las Rho GTPasas y su papel en el creC|m|ento de hongos fllamentosos 22
1.7.1 Papel del médulo CDC-42, RAC y CDC-24 en hongos filamentosos....... 22
1.8 Papel del mddulo Budl — Bud2 — Bud5 en el establecimiento de la
polaridad celular de hONQOS. ..o 27
1.9 Descripcidn general del médulo Budl — Bud2 — Bud5.. e 31
1.10 Localizacién general del modulo Bud-1 - Bud2 - Bud5 en celulas
{100 34
2. JUSEIFICACION. .. ..o e e e e e e 37
TR o 11 0] (S £ 38
A, ODJEEIVOS. .. ottt e 38
5. MaterialeS Y MELOTOS. .. .....v ettt e e e 39
5.1 Cepas A& NEUFOSPOIA CraSSa. .. ... uu e e aenan aenaanet et e eneeneaneeaeaenaenns 39
5.2 Cepas de Escherichia Coli........c.oovi i, 40
5.3 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento.............ccovevieiienvenennnn, 40
5.3.1 Medios de cultivo para hongos. .........cooi i i e 40
5.3.2 Medios de cultivo para bacterias (LB)..........ooooviiiiiiiiiiiiiiieeens 41
5.3.3 Condiciones de CreCIMIBNTO ... .....uue et ettt e e eae e e 41
5.4 Ensayos de biologia molecular.............cooiiiiii i, 41
5.4.1 Disefio de oligonucledtidos. .........c.vveiiiiiii i, 41

5.4.2 Vectores de ClonaCioN. .....oe e e e e e, 43



CONTENIDO (continuacién)

5.4.3 Extraccion de DNA gendmico de N. Crassa........c.ouvveeuiirineennnennnnnn
5.4.4 Cuantificacion de DNA gendmiCo..........ovvuiiiriieieiiiieeiieiieaneene
5.4.5 Separacion de DNA mediante electroforesis.............coovveiiininnonen,
5.4.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).........cccvvviiiiie i,
5.4.7 Recuperacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa..........
5.4.8 Transformacion genética de E. COli.......coovviviiiiiiiii i e,
5.4.8.1 Obtencidén de células quimicamente competentes.............c.ccevveennnns
5.4.8.2 Transformacion de E. coli por choque térmico...........c.covvevieinnnn,
5.4.9 Purificacion de DNA ... ...t e
5.4.9.1 Purificacion de DNA plasmidiCo..........oovviiiiiiiie i v,
5.4.10 Tratamiento eNZIMALICO.........coe it it e e e e
5.4.10.1 Tratamiento con endonucleasas de restricCion.............c.oovvvveeeninnnn,
5.4.10.2 Defosforilacion de extremos 5’ de moléculas de DNA.....................
5.4.10.3 Ligacién de fragmentos de DNA a vectores de clonacion..................
5.4.11 Seleccion y verificacion de clonas poSitivas...........cceceverevenieieieseieeen,
5.4.12 Delecion de dominio con motivo CAAX .......iiiiiii i,
5.4.13 Transformacion genética de N. Crassa..........ccccveveriieine e cneiiinenn,
5.4.14 Recuperacion de transformantes de N. crassa.............cooeeveviiinieenene,
5.4.15 AnAlisis bajo MICrOSCOPIA. .. ..v vt eet it e et e e,
5.4.15.1 Microscopia de bajo aumento..........cevvvvieei i e e
5.4.15.2 Microscopia de alto aumento..........covuviiiiieiie e e,
5.4.16 Fluorocromos e inhibidores..........ccoov i e
B5.ALG.LFMA-BA. ... e
5.4.16.2 Inhibidores del cito esqueleto celular................coocoiiiiiiiiii i,
6. RESUITATOS. .. . vt e e e
6.1 La actividad coordinada de CDC-42 y RAC es requerida para la polaridad
celular, integridad del Spitzenkorper y el crecimiento de N. crassa.....................
6.1.1 Caracterizacion de las mutantes condicionales de cdc-42 y rac en N.
(o 7 11T U PP
6.1.2 Caracterizacion de las mutantes Acdc-42 y Arac en N. crassa..............
6.1.3 Caracterizacion de las dobles mutantes de rac;cdc-42 en N. crassa.......
6.2 CDC-24 es una proteina esencial para el crecimiento, la polaridad celular y
la morfogénesis fingica en N. Crassa.........ovuuveiieeuiiiriieiieeeiieeie e eenenn
6.2.1 Caracterizacion de las mutantes por delecién y condicionales de cdc-42
T A TR 0] - 117 PRSPPI
6.3 El crecimiento de las mutantes del modulo CDC-42 — RAC — CDC-24 es
afectada por la pérdida de la polaridad en N. crassa...............ccoveiiiiennnnnn,

56
56
59
61
63
63

66

viii



CONTENIDO (continuacion)

6.4 CDC-42, RAC y CDC-24 muestran distintos patrones de localizacion
intracelular durante la polarizacion celular y extension apical.......................
6.4.1 Obtencidon del vector recombinante pCAP24.3........c.coveviiiiiiiiiinnnn,
6.4.2 Andlisis intracelular de las proteinas CDC-42, RAC y CDC-24
etiquetadas con proteinas fluorescente en hifas maduras de N. crassa.. .
6.4.3 CDC-42 y RAC participan en la formacidn del septo en hifas maduras de
AN TR0 2 1T PP
6.4.4 CDC-42 y RAC nparticipan durante el proceso de formacién de
ramificaciones laterales en hifas maduras de N. crassa............ccccvvvvinnnnn.
6.4.5 Localizacion del médulo CDC-42 — RAC — CDC-24 en germinulas de N.
0 7= 7=
6.5 El modulo CDC-42 — RAC — CDC-24 es independiente del cito esqueleto
T A TR0 - 117
6.6 Obtencidn de los vectores recombinantes pCAP42.1, pCAP42.2, pCAP24.1
Y PC AP 2A. 2. e

6.7 CDC-42 y CDC-24 se localizan en la region central del Spitzenkorper al
ser etiquetadas en el extremo C-terminal.............c.ooiiiiiiiiiiii i
6.7.1 Andlisis intracelular de la proteina CDC-42-mCherryFP en hifas maduras
(0[N o] =T

6.7.2 Andlisis intracelular de la proteina CDC-24-mCherryFP en hifas maduras
B N. CFaSSA. .. ittt et it et e e e e e e e e

6.8 CDC-42 participa durante el proceso de formacion de ramificaciones
JatEralES. .. e
6.9 CDC-42 es una proteina funcional en hifas maduras de N. crassa.............
6.10 Localizacion de CDC-42 y CDC-24 etiquetadas en el C-terminal en
GerminuUIas de N. CraSSa. .. ... cvuuieiie et ei et e e e e e e e e e e eenans
6.11 Andlisis molecular de las proteinas BUD-2 y BUD-5 en N. crassa.........
6.12 Obtencion de los vectores recombinanates pCAP2.1 y pCAP5.1...........
6.13 BUD-5 y BUD-2 muestran distintos patrones de localizacion en hifas
MAAUIAS A& N. CFaSS@. .. ... i iet et ittt it et et e e e e e et e e e ae e e
6.13.1 Analisis intracelular de las proteinas BUD-2 y BUD-5 en los apices
celulares de las hifas maduras de N. Crassa..........ccveeeiieiieiiiiiiiiine e,
6.13.2 Colocalizacién de BUD-5 y BUD-2 en &pices en crecimiento de N.
(0 7= 17

Pagina
68
68
70
72
74
76
78
80
85
85
87

88
90

92
94
94
99

99



CONTENIDO (continuacién)

Pagina
6.14 BUD-5 participa durante el proceso de formacion de ramificaciones
laterales en hifas maduras de N. Crassa..........coovuiuiiiiieiieiin e, 103
6.15 BUD-2 participa en la formacion del septo en hifas maduras de N.
(0] 2 1T P 105
6.16 BUD-5 y BUD-2 muestran distintos patrones de localizacion en
GerminuUIas de N. CraSSa. .. ... cvieiie e tit et e e et e e e e e e eenees 107
7. DISCUSIONES. .. et et e et e et et e e e e et e e e e et e e e eae et eaeeeerneas 111
8. CONCIUSIONES. ... e et e e e e e e e et e e e e een e 127
0. PISPECTIVAS. . cet et ettt e e e e e e e e e 129
Lista de referencias bibliograficas...............cco oo 130
APBNAICE Aot e e 157
APENAICE B oo e e e e 158
APENAICE C.otene e e e e e 159
APENAICE Do e e e 160

APENAICE E..oe it e e e 161



Figura

10

11

LISTA DE FIGURAS

Ciclo de activacién/inactivacion de las GTPasas..........covvvvnen...

Representacion esquematica de los motivos estructurales que
presentan en forma general las proteinas Rho GTPasa...............

Diagrama esquematico de los dominios estructurales del GEF

Representacion esquematica del proceso de prenilacion de
proteinas en células eucariotas...........covvvvviiiiniie i

Representacion esquematica del mecanismo potencial de
sefializacion de las Rho GTPasas..........ccovvvieviiiiiecie e,

Representacion esquematica de la ruta de sefializacion que
conduce al establecimiento de la polarizacién en Saccharomyces
(01 £ 1] = T

Representacion esquematica del modelo de interaccion del
mddulo Rsr1/Budl con el médulo Cdcd2..........ccvevvvviiiinaen. ..

Representacion esquematica de la técnica de bloque invertido.
(Modificado de Hickey et al., 2004).........c.ccoeiiiiiiiiiiiiieeen,

Mutantes condicionales de cdc-42 y rac revelan defectos en la
polaridad celular. ...

Las cepas fungicas de Acdc-42 y Arac son viables, pero su
morfologia es fuertemente afectada......................oooiin .

La cepa doble mutante de rac y cdc-42 es letal........................

11

12

15

16

29

33

53

58

60

62

Xi



Figura

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

LISTA DE FIGURAS (continuacion)

La proteina CDC-24 es esencial para la viabilidad y las cepas
condicionantes rac y cdc-24 muestran defectos en sus
1T (0] [T 1 T

Tasa de elongacién de las cepas mutantes del moédulo CDC-42 -
RAC —CDC-24 ... i e e e,

Construccion del vector recombinante pCAP24.3.....................

CDC-42, RAC y CDC-24 muestran distintos patrones de
localizacion en los apices de hifas maduras............................

CDC-42 y RAC se localizan en 10S SEPLOS......ccceveiriierienieeieeienn

CDC-42 y RAC participan en la iniciacién de la emergencia de
ramificaciones laterales. .. ... ..o e e e,

CDC-42, RAC y CDC-24 muestran distintos patrones de
localizacion durante la germinacion de N. crassa..........ccccccevevvenne.

La localizacion de CDC-42, RAC y CDC-24 en la membrana
plasmatica no es afectada por la interrupcion del citoesqueleto de
actina o citoesqueleto microtubular.....................

Obtencion de los fragmentos de cdc-42 y cdc-24 por PCR de alta
fidelidad. .. ...

Analisis de restriccion de los fragmentos cdc-42, cdc-24 y del
vector de clonacion pMF272 y pIV15.2.....civiiiiiiiiiie e,

Resultado obtenido de la PCR de colonia de cdc-42 y cdc-24
integrados a los vectores pMF272 y pJV15.2......covviiiiiiinnann.

Pagina

65

67

69

71

73

75

77

79

80

81

83

Xii



Figura

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

LISTA DE FIGURAS (Continuacion)

Patrones de restriccion de los vectores recombinantes pCAP42.1,
PCAP42.1, pCAP24.1 Yy PCAP24.2....... e

CDC-42 se localiza en los &pices de hifas maduras en
(o1 110711 1=] 01 (PP

CDC-24 se localizaenel &pice celular................oooviiii i,

CDC-42 participa en la iniciacion de la emergencia de
ramificaciones laterales. .. ... ..o e e e,

La cepa cdc-42::mchfp restablece la polaridad de la cepa Acdc-42.

CDC-42 y CDC-24 muestran distintos patrones de localizacion en
germinulas de N. CrasSa........covvuvveineviiierie e e e e

Obtencion de los fragmentos de bud-2 y bud-5 por PCR de alta
fidelidad. .. ...

Analisis de restriccién de los fragmentos bud-2, bud-5 y de los
vectores de clonacion pJV15.2 y pM272.......cooiiiiiiiiii i,

Resultado de la PCR de colonia para bud-2 y bud-5 integrados a
los vectores de clonacion pJV15.2 y pMF272.........cccvvinnneen.

Patrones de restriccion de los vectores recombinantes pCAP2.1,
DCAPS. L. .. et e e e e e

BUD-5 y BUD-2 muestran distintos patrones de localizacién en
los apices celulares de hifas maduras.................cccoviiiiein i,

BUD-5 y BUD-2 colocalizan parcialmente en la region apical de
hifas maduras de N. CrasSa..........ovvirriiiiiiiis i i i eeea

Pagina

84

86

87

89

90

93

95

96

97

98

100

Xiii



Xiv

LISTA DE FIGURAS (continuacion)

Figura Pagina

35 BUD-5 participa en la iniciacion de la emergencia de

ramificaciones laterales.............cooviiiiii i 104
36 BUD-2 participa en la formacion del septo en N. crassa............. 106
37 Distribucidn intracelular de BUD-5 en germinulas de N. crassa.... 108

38 BUD-2 en germinulas de N. crassa se encuentra asociado a
membrana plasmatiCa............o.ovviviiieeie 110

39 Modelo representativo de localizacion del médulo CDC-42 —
RAC — CDC-24 €N N. CraSSa.......uuueeereiiriinaieieiineeieannnenns 116



XV

LISTA DE TABLAS
Tabla Pagina

I Cepas de N. crassa usadas y generadas para este estudio........... 39

] Oligonucleotidos usados en este estudio. Las secuencias de
reconocimiento de las enzimas de restriccion se encuentran
sefialadas en negritas y el codon de inicio de la transcripcion se
encuentra subrayado..........ooooiiiiiiii s 43

Il Vectores para expresion fungica utilizados en el presente trabajo
mostrando sus caracteristicas principales................cccooeevnnnn 44



1. Introduccion

Los hongos son organismos eucaridticos que tienen un gran impacto en nuestra sociedad
por ser considerados como los principales devastadores de plantas econdémicamente
importantes en la agricultura (Agrios, 1997), debido a que anualmente se pierden méas de un
billon de ddlares de cultivo (Wainright, 1992). En el &rea médica se ha visto un aumento en
el nimero de pacientes con enfermedades provocadas por estos organismos (Walsh et al.,
2004). Pero su importancia no solo radica en su naturaleza perjudicial, sino que también un
gran niamero de estos organismos son benéficos para el humano, puesto que sirven como
alimento y también para producir metabolitos secundarios que son utilizados en la industria

alimenticia y farmacéutica (Deacon, 1990).

Dentro de los hongos filamentosos, Neurospora crassa presenta caracteristicas que lo
hacen muy atractivo como organismo ideal para la experimentacion (Deacon, 1990). N.
crassa ha tenido gran auge dentro de las &reas de Genética, Bioquimica y Biologia Celular
y Molecular (Davis, 2000; Davis y Perkins, 2002), debido a que presenta propiedades que
son ventajosas para su estudio. Dentro de las propiedades ventajosas se encuentra que el
genoma de N. crassa esta totalmente secuenciado (Galagan et al., 2003), crece en un medio
relativamente simple, se cultiva facilmente en el laboratorio y completa su ciclo de vida en
un corto periodo de tiempo (Deacon, 1990). En conjunto, todas estas caracteristicas
permiten nuevas oportunidades para comprender las bases de procesos celulares como el

crecimiento de los hongos filamentosos.

1.1 Morfogénesis celular: crecimiento polarizado en hongos

El crecimiento polarizado es un proceso que se da en una regién discreta de las células, el
cual es fundamental en el desarrollo de los hongos (Virag y Harris, 2006). Tanto los
organismos unicelulares como pluricelulares utilizan mecanismos conservados para generar
la polaridad (Nelson, 2003), asi que a través de los reinos, los organismos han evolucionado
para formar células individuales que seleccionan un sitio de polarizacién que tiene como

objetivo formar células alargadas y tubulares (Virag y Harris, 2006). Algunos ejemplos de



células con crecimiento polarizado son: neuronas en animales (Andersen y Bi, 2000), tubos
de polen y raices en plantas vasculares (Hepler et al., 2001), rizoides en algas (Kropf, 1992)
e hifas en hongos filamentosos (Heath, 1990; Gow, 1995).

En hongos, el crecimiento polarizado estd dado por proteinas y por componentes selectos
que mantienen la organizacion y el tréfico de organelos hacia los sitios de polarizacion en
las células (Sheu y Snyder, 2001; Wiggin et al., 2005), asi que el crecimiento en estos
organismos inicia por la germinacion de esporas. EI proceso de germinacién implica una
fase de hinchamiento o isotrépico (Ekundayo y Carlile, 1964; Fletcher, 1969; Gull y Trinci,
1971; Schmit y Brody, 1976; Seiler y Plamann, 2003), denominada por Bartnicki-Garcia
(1981) como fase de crecimiento esferico. Durante este periodo Van Etten et al., (1977)
sefialaron que las esporas incrementan en biomasa asi como en volumen y cuya duracion es
de aproximadamente 2 horas (Schmit y Brody, 1976; Seiler y Plamann, 2003). Transcurrido
este tiempo el crecimiento comienza a polarizarse generando un apice; a este proceso se
le conoce como emergencia del tubo germinativo (Schmit y Brody, 1976) y ocurre a las 3
horas (Seiler y Palman, 2003). Posteriormente, el crecimiento polarizado resulta continuo
en extension unidireccional, por lo que Schmit y Brody (1976) lo denominaron como
elongacion del tubo germinativo y ocurre de acuerdo con Seiler y Plamann (2003) a las 5
horas. Este proceso de crecimiento se convierte en un crecimiento altamente polarizado
(Grove, 1978; Prosser y Trinci, 1979; Howard, 1981; Trinci, 1984). Durante el proceso de
polarizacion, el tubo germinativo se extiende apicalmente hasta convertirse en una hifa.
Durante la etapa de extension apical se van incorporando componentes al apice de la célula
para la formacién de nueva membrana plasmatica y para la formacion de nueva pared
celular en el apice (Gooday, 1995). Cuando el flujo de vesiculas secretadas dentro del
segmento apical de la hifa excede la proporcidon méaxima de vesiculas que puede absorber el
apice de la hifa, empieza el proceso de ramificacion para dar lugar a la formacion del
micelio (Katz et al., 1972; Prosser y Trinci, 1979; Watters y Griffiths, 2001).

El desarrollo de un crecimiento altamente polarizado en las células fingicas, requiere del

suministro de material organico y la organizacion en tiempo y espacio de componentes



celulares necesarios para el crecimiento de la membrana plasmatica y la pared celular
(Gooday, 1995). El establecimiento de la polaridad celular, el crecimiento polarizado y el
mantenimiento de la asimetria celular son eventos esenciales que gobiernan la
morfogénesis y el desarrollo de organismos tanto unicelulares como pluricelulares
(Wendland y Philippsen, 2001). Tales procesos, fundamentales en el desarrollo de los
hongos (Virag y Harris, 2006), implican el establecimiento de mecanismos y funciones
celulares de una forma unidireccional y localizada en una region discreta de las células
(Palmieri y Haarer, 1998; Johnson, 1999; Chant, 1999; Pruyne y Bretscher, 2000). Es por
ello que tanto los organismos unicelulares como pluricelulares utilizan mecanismos
conservados para generar la polaridad (Nelson, 2003), asi que a través de los reinos, los
organismos han evolucionado para formar células individuales que seleccionan un sitio de
polarizacion que tiene como objetivo formar células alargadas y tubulares (Virag y Harris,
2006). En hongos, el crecimiento polarizado esta regulado por proteinas y por componentes
selectos (Sheu y Snyder, 2001; Wiggin et al., 2005) que mantienen la organizacién y el
trafico de organelos hacia los sitios de polarizacién en las células. Dentro de los
componentes selectos que originan la polarizacion en levaduras se encuentran las proteinas
de las subfamilias de Rho y Ras GTPasas. Dentro de las Rho-GTPasas involucradas en
establecer la polarizacién celular en organismos eucariostas se encuentran las proteinas
Cdc42, Rac y Cdc24, y dentro de las Ras-GTPasas implicadas en marcar sitios de
polarizacion celular se encuentran las proteinas Rsrl/Budl, Bud2 y Bud5. Ambas
subfamilias de GTPasas son requeridas para la propia localizacion de los parches de
polarizacion en los sitios especificados por los marcadores espaciales (Irazoqui y Lew,
2004).

En la levadura S. cerevisiae, los procesos polarizados de gemacién y la formacion de las
prolongaciones tipicas del apareamiento muestran algunos elementos en comin en cuanto a
la reestructuracion de la polaridad celular. Estos procesos en la levadura se llevan a cabo
bajo los siguientes requerimientos: debilitamiento de la pared celular por enzimas que
permiten la expansion de la célula, formacion de nueva membrana plasmaética y sintesis de

la nueva pared celular por enzimas biosintéticas (Rodriguez Pachén, 2001). En hongos



filamentosos el establecimiento del crecimiento polarizado se encuentra restringido a los
apices celulares de las hifas en los cuales se llevan a cabo una serie de eventos de forma
coordinada que dan lugar a la expansion de la hifa en forma polarizada. Para sostener un
crecimiento polarizado se requiere de procesos tales como la polarizacién de actina, la
migracién polarizada de vesiculas secretoras que aportan enzimas y precursores hacia el
apice de la célula, asi como la exocitosis, la cual es requerida para que la fusién de

vesiculas secretoras con la membrana plasmatica.

Para que se pueda establecer el crecimiento polarizado tanto en organismos levaduriformes
como en organismos filamentosos, las rutas secretoras deben dirigir la maquinaria necesaria
a sitios concretos de la corteza celular. En todos estos procesos el citoesqueleto de actina
juega un papel fundamental (Finger y Novick, 1998) manteniendo las estructuras
polarizadas en respuesta a marcas espaciales y temporales. Dentro de las marcas espaciales
y temporales que seleccionan el inicio de un proceso de polarizacién en hongos se
encuentran las proteinas Cdc42, Rac y Cdc24, asi como Rsrl/Budl, Bud2 y Bud5. No
obstante, las hifas poseen un mecanismo de secrecion que les permite crear un gradiente
polarizado en sus apices para formar pared celular. Esta habilidad le permite organizar de
manera espacial todos los componentes necesarios para el crecimiento polarizado,
mecanismo complejo donde interviene la biosintesis y transporte de vesiculas y organelos

que van de las regiones distales de la hifa hacia la punta de la hifa (Bartnicki-Garcia, 2002).

1.2 Papel de las GTPasas en el crecimiento polarizado en los hongos

Las Rho GTPasas constituyen una familia dentro de la superfamilia de las Ras
pertenecientes a las proteinas G monoméricas, cuyo peso molecular oscila de 20 a 40 kDa
(Takai et al., 2001). En mamiferos existen alrededor de 22 genes que codifican para Rho
GTPasas, de las cuales, algunas presentan varias isoformas que incluyen: Rho (A, By C),
Rac (1, 2 y 3), Cdc42 (Cdc42Hs y G25K), Rnd1/Rho6, Rnd2/Rho7, Rnd3/RhoE, RhoD,
RhoG, RhoH/TTF, TCL, TC10, Chp, Wrch-1, Rif, RhoBTB1, RhoBTB2, Miro-1, Miro-2
(Ridley 2000; Aspenstrom et al., 2004; Bustelo et al., 2007). Sin embargo, en total se han



identificado alrededor de 100 proteinas G monomeéricas en organismo eucariotas, que van
desde levaduras a humanos (Bourne et al., 1990; Hall et al., 1990; Takai et al., 1992), por
lo que los integrantes de esta superfamilia en mamiferos, se han agrupado a su vez en 5
subfamilias: la subfamilia de Ras, Rho, Rab, Sarl/Arf y Ran. Los miembros de la
subfamilia Ras, principalmente regulan la expresion génica; la subfamilia Rho, regulan la
organizacion del citoesqueleto como la expresion de genes; los miembros de las subfamilias
Rab y Sarl/Arf, regulan el transporte de vesiculas intracelulares y finalmente, la subfamilia
Ran regulan el transporte nucleocitoplasmético durante las fases Gi, S y G, del ciclo
celular, asi como también regulan la organizacién microtubular durante la fase M del ciclo
celular (Takai et al., 2001). No obstante, los miembros mejor caracterizados son Rho, Rac y
Cdc42 (Bishop y Hall, 2000). Cada una de estas GTPasas actlan como interruptores
moleculares, ciclandose entre un estado activo, que es cuando se hallan unidas a GTP, a un
estado inactivo, que es cuando se encuentran unidas a GDP (Takai et al., 2001). Cuando
estas GTPasas se encuentran en su forma unida a GTP son capaces de interactuar con
efectores o blancos moleculares para iniciar una repuesta de sefializacioén, mientras que una
actividad GTPasa intrinseca regresa a las proteinas a un estado GDP, lo cual permite
completar el ciclo y poner fin a las sefiales de transduccién (Bishop y Hall, 2000). Para que
todo este proceso de ciclado sea llevado a cabo, debe ser controlado por factores de
intercambio de guanosinas (GEFs), los cuales son capaces de catalizar el intercambio de
GDP a GTP para activar el interruptor (Bernards, 2003); asi mismo intervienen proteinas
activadoras de GTPasas (GAPs), que son encargadas de estimular la actividad GTPasa
intrinseca para inactivar el interruptor (Bernards, 2003), y finalmente intervienen los
inhibidores de disociacién de nucle6tidos de guaninas (GDIs), cuyo papel parece ser
bloquear la activacion espontdnea de las Rho GTPasas (Olofsson, 1999) (Figura 1),
previniendo su interaccién con la membrana plasmatica (Carpenter et al., 1999; Hansen y
Nelson, 2001).
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Figura 1. Ciclo de activacion/inactivacion de las GTPasas. Las proteinas GEFs catalizan el intercambio de
GDP a GTP de las Rho GTPasas en presencia de un estimulo; activadas las Rho GTPasas interactlian con
efectores moleculares para iniciar una respuesta de sefializacion; posteriormente el ciclo es inactivado por las
proteinas GAPs; finalmente las proteinas GDIs, se encargan de mantener blogueadas a las Rho GTPasas.
Tomado y modificado de Jaffe y Hall, 2005.

Este ciclo de regulacion y su importancia en la sefializacion de procesos celulares, hace que
las Rho GTPasas sean de gran interés ya que han sido relacionadas con el citoesqueleto de
actina, participan en la regulacion de la polaridad celular, transcripcion de genes,
progresion del ciclo celular, dindmica de los microtubulos, en las rutas de transporte
vesicular y en una gran variedad de actividades enzimaticas que van desde las NADPH
oxidasas a la sintesis de glucanos en levaduras (Etienne-Manneville y Hall, 2002). La
aparentemente interminable lista de actividades que presentan puede ser confusa, pero es
consistente con el gran nimero de proteinas blanco que han sido identificadas. Una de las
funciones de las Rho GTPasas es activar una amplia variedad de proteinas efectoras que
regulan una gran variedad de funciones celulares (Etienne-Manneville y Hall, 2002). Desde

los primeros estudios sobre Rho GTPasas, la mayoria de trabajos se han enfocado en



entender su papel en el control del crecimiento polarizado y morfologia celular desde
levaduras hasta células de mamiferos (Adams et al., 1990; Johnson y Pringle, 1990;
Paterson et al., 1990).

1.3 Mecanismo general de regulacion de las GTPasas

El paso de un estado unido a GTP a uno unido a GDP es regulado por numerosas proteinas
celulares (Boguski y McCormick, 1993) que incluyen GEFs, GAPs y GDIs. Se han
identificado alrededor de 30 factores de intercambio de guanosinas (GEFs) (Van Aelst y
D’Souza-Schorey, 1997). Todas las proteinas Rho GEFs se caracterizan por contener un
dominio Dbl-homdlogo (DH) el cual codifica la actividad catalitica GEF (Hart et al., 1994;
Cherfils y Chardin, 1999) y por tener tres regiones conservadas llamadas CR1, CR2 y CR3,
cada una de 10 a 30 aminoacidos de longitud (Garcia et al., 2006), y con CR1 y CR2
expuestas sobre la superficie del dominio DH formando el nicleo del dominio (Garcia et
al., 2006). Adyacente al dominio DH, hacia el C-terminal, se localiza el dominio pleckstrin-
homdlogo (PH). Se cree que el dominio PH media la localizacion hacia la membrana por la
union de lipidos (Zheng et al., 1996, Rameh et al., 1997). Aparte del modulo DH - PH, la
mayoria de las proteinas GEFs contienen adicionalmente dominios funcionales como: DEP
(por sus siglas en inglés: Dishevelled, Egl-10 and Pleckstrin), CNH (Citron and NIK1-like
kinase homology domain), PB1 (Phox and Beml1p domain) y CH (Calponin homology
domain), los cuales han sido implicados en la unién a actina (Li y Chang, 2003; Wang et
al., 2004).

Por otra parte, el segundo grupo de proteinas involucradas en el ciclo de las GTPasas son
las GAPs. Se han identificado alrededor de 20 proteinas de unién a GTPasas (GAPS), todas
ellas caracterizadas por incrementar la tasa intrinseca de la hidrélisis de GTP de las Rho
GTPasas (Lamarche y Hall 1994). Este tipo de proteinas en el N-terminal presentan un
dominio hidrofébico, seguido de dos dominios SH2 y SH3 (Pawson, 1988); también poseen
un dominio PH y una region similar a la region CalB de la fosfolipasa A, (Clark et al.,
1991). En el C-terminal, presentan un dominio de aproximadamente 250 residuos, el cual es



responsable para la estimulacién GTPasa y este dominio consiste de tres bloques altamente
conservados (Gibbs y Marshall, 1989).

Las proteinas inhibidoras de la disociacién de nucleo6tidos de guaninas (GDIs), constituyen
la tercera clase de reguladores directamente involucrados en el control del ciclo de las
GTPasas. Las GDIs fueron identificadas como factores capaces de inhibir la disociacién de
GDP (Bollag y McCormick, 1991; Ohga et al., 1989), asi que su funcién bioldgica es su
habilidad de remover proteinas Rho asociadas a membrana plasmatica, o bien, facilitar el
movimiento de las proteinas Rho de un compartimiento membranal a otro (Boguski y
McCormick, 1993). En este proceso, la GDI se une al C-terminal prenilado de la GTPasa,
recubriéndolo, y manteniendo la cola hidrofobica de la GTPasa protegida dentro de un
bolsillo hidrofobico, lo que facilita la extraccion de la GTPasa de la membrana y
permitiendo su reubicacidn citosolica intracelular (Vetter y Wittinghofer, 2001). Se sugiere
que sin tal factor, las proteinas Rho se quedarian firmemente unidas a la membrana (Ohga
et al., 1989).

1.4 Estructura general de las Rho GTPasas

Una gran proporcion de proteinas que utilizan nucledtidos de guaninas, se han
caracterizado como interruptores moleculares binarios (GTP a GDP) y son considerados
como el grupo mas conservado entre la evolucion proteica, donde encontramos a las
GTPasas de la superfamilia Ras y las cuales se encuentran en todos los organismos
eucariotas. Las Rho GTPasas son proteinas monoméricas de unos 200 aminoacidos que
osilan entre 20 a 40 kDa de peso molecular y representan la mayor rama de la superfamilia
de las Ras GTPasas (Takai et al., 2001). El primer miembro fue descrito en 1985 y en la
actualidad se conocen al menos en mamiferos mas de diez Rho-GTPasas (Ridley, 2000).
Dentro de las Rho GTPasas més estudiadas se encuentran: Rac (por sus siglas en inglés:
Ras related C3 botulinum toxin substrate), Cdc42 (Por sus siglas en inglés: Cell division
cycle 42) y Rho (Por sus siglas en inglés: Ras homologous member). Estas proteinas

participan en diferentes procesos celulares, dentro de los cuales encontramos la



polarizacion celular, regulacién del citoesqueleto celular, tr&fico de membranas,
proliferacion celular, entre otros (Hall, 1998; Boettner y Van Aelst, 2002). Todos los
miembros de esta familia tienen en comdn: 1) Una secuencia consenso de union a
GDP/GTP que se denomina “Switch | y II” respectivamente (Bernards, 2003); 2) Un
dominio efector implicado con la interaccidn con otras proteinas; 3) y una secuencia CAAX
(C, cisteina; A, aminoacido alifatico; X, un aminoacido cualquiera) (Omer y Gibbs, 1994;
Pereira-Leal et al., 2001), la cual es una sefial de modificacion post-traduccional que
aumenta la naturaleza hidrofobica de la proteina, hecho que facilita su anclaje a la
membrana plasmética (Casey, 1992; Clarke, 1992).

Considerando que las Rho GTPasas participan en una amplia variedad de procesos
celulares, es sorprendente la gran cantidad de esfuerzos que se han realizado para la
identificacion de las secuencias blanco que componen los dominios importantes de estas
proteinas para un mejor entendimiento. Es muy conocido que la forma activa de las Rho
GTPasas es cuando se encuentran en su forma GTP, asi que un analisis en la estructura de
estas proteinas revelan que las diferencias conformacionales entre las formas GTP-GDP
son restringidas a dos bucles de superficie llamados “switch I” y switch I1” ( Figura 2) que
en Cdc42 y Rac se localizan entre los aminoacidos del 26-54 y 59-74 respectivamente
(Ihara et al., 1998; Wei et al., 1997) localizandose cerca del N-terminal. Por otra parte, Se
ha descrito que la region switch I es idéntica al loop G2 del dominio G, mientras que el
switch Il esta constituida por un loop G3 seguida de 2 a-hélice (Sprang, 1997; Vetter y
Wittinghofer, 2001), y que estos dominios contienen una secuencia consenso denominado
motivo CRIB (dominio interactivo Cdc42/Rac) (Burbelo et al., 1995) que son conocidos
como dominio de unién a la cinasa PAK, o bien como dominio de unién GTPasa (GBD)
(Park y Bi, 2007). El dominio CRIB es encontrado en muchos efectores rio abajo de cdc42
(Sells y Chernoff, 1997). Se han realizado numerosas mutaciones puntuales dentro de los
switch I y Il en Rho, Rac y Cdc42, y se han observado algunos impedimentos en la union
de algunas proteinas blanco en esos sitios (Joneson et al., 1996; Lamarche et al., 1996;
Sahai et al., 1998) como por ejemplo, la interaccion de PAK (cinasa p2l-activada) con
Cdc42 o Rac es bloqueada por una mutacién de Tyr*® a Cys, pero no se bloquea con la
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mutacién Phe*” a Ala (Lamarche et al., 1996). No obstante, en el C-terminal del switch I se
han detectado dos aminoacidos que en las proteinas Rho son de propiedad acidos, pero en
Rac son hidrofobicos y al parecer estas diferencias son importantes para la union de dos
efectores PRK2 y ROK (Zong et al., 1999). Asi mismo, esta misma region en Rac ha sido
implicada en la union de GAPs (Diekmann et al., 1995). En general estos estudios
mutacionales dentro de estas regiones son esenciales para mantener contacto con proteinas
efectoras (Bishop y Hall, 2000). Por otra parte, las Rho GTPasas también poseen otro
dominio de importancia llamado Rho, el cual se ha considerado como una estructura clave
que distingue a la familia de las Rho GTPasas de otros miembros de la superfamilia de
Ras, es una insercion helicoidal de 13 aminoacidos aproximadamente (lhara et al., 1998).
Los aminoacidos que constituyen esta region son diferentes entre Rho, Rac y Cdc42, lo que
implica que esta region es importante para la especificidad hacia Rho, Rac y Cdc42
respectivamente (lhara et al., 1998) y el cual es Unico para las Rho-GTPasas (Figura 2). Se
ha descrito que estos dominios estan implicados en la interaccion con algunos efectores rio
abajo tales como: IQGAPs y GDIs en humanos (por sus siglas en ingles Guanine nucleotide
Dissociation Inhibitors) (McCallum et al., 1996; Wu et al., 1997), asi como: Bnil, Ste20,
Cla4, Gicl, Gic2, Msh3 y Msb4 (Court y Sudbery, 2007). Por otro lado, estudios realizados
en Rac sin esta region de insercion Rho, muestran que el dominio conserva todas sus
funciones GTPasa intrinsecas, realizando el intercambio de nucledtidos por su GEF e
interactia con las proteinas GDIs. Ademas, la estructura general no se vio afectada en
ausencia de esta region (Thapar et al., 2002). Varios estudios han demostrado que la region
de insercion es importante al menos en Rac para la activacion de Nox-NADPH oxidasas
(Diebold y Bokoch, 2001; Freeman et al., 1996; Price et al., 2002). No obstante, también se
ha reportado que la eliminacion de esta regidn de insercién conduce a un plegamiento de la
proteina incorrecta, sin embargo, no afecta en el anclaje a membrana plasmatica (Miyano et
al., 2009). Finalmente en el C-terminal, las Rho GTPasas contienen una caja CAAX
(donde “C” es una cisteina; “A” es un aminoacido alifatico y “X” es cualquier aminoacido)
que consta generalmente de la siguiente secuencia de aminoacidos CTIL para la prenilacion
del grupo geranilgeranil isopreno en el residuo Cys (Ziman et al., 1993).
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Figura 2. Representacion esquematica de los motivos estructurales que presentan en forma general las
proteinas Rho GTPasa. Motivos estructurales y sus patrones potenciales de unién basados en estudios que
van desde levaduras a mamiferos. Switch | también conocido como region efectora Ras; switch I, sitio que
sirve de union con otras proteinas con motivo CRIB; dominio Rho, Unico para GTPasas tipo Rho; caja
CAAX, sitio de reconocimiento para llevar a cabo la prenilacion e importante para su unién a membrana
plasmatica y funcidn. La imagen no presenta escala. Adaptado de Castafio-cardoso, 2005 y Park y Bi, 2007.

Por otra parte la Rho GEF de Cdc42p, Cdc24p se caracteriza por contener un dominio Dbl
homdlogo (DH) en los residuos 283-452 (Stradal et al., 1998) y adyacentemente se localiza
el dominio pleckstrin homdlogo (PH) (Rossman et al., 2005) entre el resido 472-681
aproximadamente (Stradal et al., 1998) y es responsable de la actividad catalitica GEF
(Hart et al., 1994; Cherfils y Chardin, 1999) (Figura 3). No obstante, el dominio DH
también se caracteriza por tener tres regiones conservadas CR1, CR2 y CR3, cada una de
10 a 30 aminoacidos de longitud (Garcia et al., 2006), y el dominio PH ayuda a orientar a la
GEF hacia la membrana plasmaética por la union de lipidos (Zheng et al., 1996; Rameh et
al., 1997; Bottomley et al., 1998). Cdc24 también presenta otros dos dominios funcionales

conservados, en el N-terminal se localiza el dominio calponina homélogo (CH, residuos
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154-226) (Stradal et al., 1998) (Figura 3), cuya funcion no es muy clara, pero se sugiere
estar implicado en la union a actina (Li y Chang, 2003; Wang et al., 2004), y en el C-
terminal se encuentra el dominio PBI (Figura 3), el cual se cree que media la unién de
Cdc24 con la proteina adaptadora Bem1 (Wai et al., 2009), sin embargo las funciones en la
regulacion de Cdc24p no son claras (Shimada et al., 2004). También se describe que entre
los residuos 649-658 y 820-831 Cdc24p tiene dos dominios de unién a calcio (Gulli y
Peter, 2001).

1 154 226 283 452 472 681 780 854
CH DH PH PB1

Figura 3. Diagrama esquematico de los dominios estructurales del GEF Cdc24. CH, calponina
homélogo; DH, Dbl homélogo; PH, pelckstrin homélogo; PB1, p67""-Bem1 homélogo. Adaptado de Wai et
al., 2009.

1.5 Modificaciones post-traduccionales de las proteinas Rho GTPasas

La modificacion post-traduccional de algunas proteinas por la incorporacién de
isoprenoides a su molécula o prenilacion, se demostr6 por primera vez en células fungicas
al realizar un analisis estructural de los péptidos involucrados en los factores de
apareamiento de Rhodosporidium toruloides (rodotorucina A), Tremella sp. (tremerdgenos)
y en S. cerevisaie (factor a), demostrando que cada unos de estos péptidos contienen en su
C-terminal una cisteina modificada por un enlace tioeter al isoprenoide farnesil o
hidroxifarnesil (Kamiya et al., 1978; Sakagami et al., 1981; Ishibashi et al., 1984;
Anderegg et al., 1988), sugiriendo que esta modificacion es necesaria para su funcion
(Fujino et al., 1980). No obstante, experimentos realizados con &acido mevalénico e
inhibidores de la sintesis del mevalonato como son las lovastantinas en células de

mamiferos, indican que un nimero de proteinas celulares son modificadas por metabolitos
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del mevalonato o por sus isoprenoides (Schmidt et al., 1984; Maltese y Sheridan, 1987,
Maltese, 1990). Adicionalmente, mutaciones en genes implicados en la ruta de la
biosintesis del mevalonato en S. cerevisiae (hmgl, hmg2 y ergl3), los cuales conducen a la
biosintesis del farnesil difosfato y geranilgeranil difosfato, interfieren con la funcion del
factor-a y en la localizacion de las proteinas Ras en la membrana, previniendo asi su
prenilacion (Schafer et al., 1989). Por otro lado, un nimero de proteinas involucradas en las
sefiales de transduccion han mostrado ser preniladas post-traduccionalmente en la cisteina
del C-terminal por un farnesil isoprenoide de 15 carbonos o por un geranilgeranil
isoprenoide de 20 carbonos (Wolda y Glomset, 1988; Casey et al., 1989; Farnsworth et al.,
1989; Schafer et al., 1989; Finegold et al., 1990; Fukada et al., 1990; Yamane et al., 1991).
Es por ello, que la prenilacidn de estas proteinas es esencial para su asociacién a membrana
y su funcion (Maltese, 1990; Gibbs, 1991; Schafer y Rine, 1992; Clarke, 1992). Es
evidente que una variedad de proteinas en células eucariotas son modificadas post-
traduccionalmente, para poder dirigirse desde el citosol hacia estructuras membranosas
donde van a desempefar sus funciones celulares (Wennerberg et al., 2005). El sitio de
prenilacién de este tipo de proteinas consiste en una secuencia formada por cuatro
aminodcidos situados en el extremo carboxilo terminal, CAAX, donde “C” representa a la
cisteina, “A” representa a los residuos alifaticos de leucina, isoleucina o valina y “X”
representa los aminoacidos de metionina, alanina, glutamina, cisteina o serina (Waddick y
Uckun, 1998; Andrews et al., 2010). Sin embargo, estos cambios estructurales varian
dependiendo de la secuencia de aminoécidos del extremo C-terminal de cada proteina
(Wennerberg et al., 2005), y es por ello que pueden ser agrupados en distintas clases:

1) Si el extremo C-terminal es Cys-A-A-X, son modificadas post-traduccionalmente
por la unién covalente de un grupo farnesil de 15 carbonos (Clarke, 1992; Zhang y Casey,
1996; Crowell, 2000; Crowell y Huizinga, 2009). Esta modificaciéon da como resultado la
formacion de un enlace tioeter estable entre la cisteina del motivo CAAX vy el farnesilo,
sirviendo como donador el farnesilo difosfato. Esta reaccion lipidica es catalizada por la
proteina farnesiltransferasa (PFT), la cual es una enzima citosolica que consiste de una
subunidad o y una subunidad B (Clarke, 1992; Zhang y Casey, 1996; Crowell, 2000;
Crowell y Huizinga, 2009), producienddse posteriormente la proteolisis del grupo A-A-X 'y
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la carboximetilacion de la cisteina (Clarke, 1992; Cox y Der, 1992; Glomset y Farnsworth,
1994; Wennerberg et al., 2005) (Figura 4A).

2) Si el extremo C-terminal es Cys-A-A-Leu, en este caso, la modificacion lipidica
se lleva a cabo por la unién covalente de un grupo geranilgeranilo de 20 carbonos en la
cisteina del motivo CAAX. Esta modificacibn es catalizada por una proteina
geranilgeraniltransferasa tipo 1 (PGGTL1), la cual es una enzima citosolica que consta al
igual que la farnesiltransferasa de una subunidad a y una subunidad B (Clarke, 1992; Zhang
y Casey, 1996; Crowell, 2000; Hartman et al., 2005; Crowell y Huizinga, 2009), y
posteriormente es carboximetilada tras la protedlisis de los tres Gltimos aminoéacidos
(Clarke, 1992; Cox y Der, 1992; Glomset y Farnsworth, 1994; Wennerberg et al., 2005)
(Figura 4B).

3) Y finalmente, si el extremo C-terminal es Cys-X-Cys 0 Cys-Cys, las dos cisteinas
son geranilgeraniladas por la geranilgeraniltransferasa tipo 11 (PGGT II), también Ilamada
RAB geranilgeraniltransferasa (RAB GGT). Las modificaciones de esta ultima clase so6lo
sucede en la subfamilia de las proteinas Rab e ahi el nombre de RAB GGT (Novick y
Bernnwald, 1993; Wennerberg et al., 2005) (Figura 4C).



A X:S,C,M,Q,A | B X:L | C CC; CXC; XCXC; CCXX; XCCx

FRE Proteina QBRR
Proteina Geranilgeraniltransferasa
GGPP
Proteina RAB
COOH COGH Geranilgeraniltransferasa
tipoll
Xy PPi
Carboxilo CaaX Carboxilo CaaX
peptidasa SN peptidasa
COOH
\ S \

SAM SAM
Isoprenilcisteina /_ Isoprenilcisteina /_
metiltransferasa metiltransferasa \
V\) SAH v SAH

COOCHs COOCHs

Figura 4. Representacion esquematica del proceso de prenilacién de proteinas en células eucariotas. (A) Proceso de prenilacion de una protein con
motivo CAAX farnesilada. (B) Proceso de prenilacion de una proteina con motivo CAAX geranilgeranilada. (B) Proceso de prenilacion de una proteina
RAB GTPasa. Imagen tomada y modificada de Andrews et al., 2010.
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En general, estas modificaciones post-traduccionales generan que la fraccion de lipidos
haga al C-terminal hidrofébico ayudando a que las proteinas se anclen a la membrana
(Samuel y Hynds, 2010) (Figura 5). Asi mismo, est4d modificacion lipidica se cree es
importante para su interaccién con su factor de intercambio de nucle6tidos de guaninas

(Figura 5) y con sus efectores blancos rio abajo (Takai et al., 2005).

Isoprenoide

.......‘.' 2000008 \.........

Membrana
plasmatica < i.
v
.O..0.C“........O.@........
D P m—— e
_>
GDI
Rho GTPlsa
Citosol

GEF
Rho GTPasa Rho GTPasa
iy <= 7y

Figura 5. Representacion esquematica del mecanismo potencial de sefializacion de las Rho GTPasas.
La prenilacién de las Rho GTPasas promuebe su localizacion en la membrana plasmatica y su cambio de
GDP a GTP, sin embargo, el estado GTP también puede suceder en el citosol. Por otra parte, la unién de
GDI enmascara la modificacién isoprenoide de las Rho GTPasas, previniendo su localizacién y
secuestrando a las Rho GTPasas en el citosol para controlar su actividad. Tomado y modificado de Samuel
y Hynds, 2010.

Por otra parte, Kranenburg et al., 1997 reportan que algunas de las funciones asociadas con
la activacion de las Rho GTPasas podrian ser separadas de su asociacién a membrana, ya

que estudios preliminares de Samuel y colaboradores (Sin publicar), sugieren un apreciable
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pool de Rho GTPasas en forma GTP en el citosol. Por otro lado, en la levadura S.
cerevisiae experimentos de fraccionamiento celular indican que Cdc42 es encontrado en
dos “pools”, uno de ellos en forma soluble y otro en forma particulado (Ziman et al., 1993).
La forma particulada de Cdc42 en S. cerevisiae es localizada en membrana plasmatica,
vesiculas secretoras y en material denso (Ziman et al., 1993). No obstante, cuando se
realiza una mutégenesis de la Cys188 en el C-terminal de Cdc42 en la levadura, la fraccion
particulada es eliminada (Ziman et al., 1993), sugiriendo que esta modificacion lipidica de
Cdc42 es requerida para su localizacion en la fraccion particulada ya que al analizar una
mutante de Cdc42 (Cdc42“'®%%) fusionada con la proteina verde fluorescente (GFP) no se
localizd6 en membranas internas, ni en membrana plasméatica (Richman et al., 2002).
Estudios realizados en la fusién del motivo CAAX solo, con la proteina reportera GFP
(GFP-'88CTIL) en S. cerevisiae resulté que la localizacion fue sélo en membranas internas,
pero no en membrana plasmatica, mientras que el fragmento GFP-KKSKKCTIL (que es un
motivo polibasico ademas de la caja CAAX), es suficiente para dirigirse a ambas
membranas. Sin embargo, la fusion GFP-KKSKKCTIL fallé con su localizacion en forma
de agregados en los sitios de crecimiento polarizado (Richman et al., 2002), sustentando la
idea de que los agregados de Cdc42 podrian requerir la unidon de nucledtidos de guaninas
(Richman et al., 2004). No obstante, estos analisis sugieren que la caja CAAX y su
dominio polibasico rio arriba del motivo CAAX son suficientes para su localizacion en
membrana plasmatica, mientras que otras regiones de Cdc42 son propensos a estar
involucrados en agrupar a Cdc42 en los sitios de crecimiento polarizado (Park y Bi, 2007).
Por otro lado, en células de mamiferos, se ha visto que al inhibir la ruta del mevalonato con
mevastantina, lovastatina, pravastatina, simvastatina o atorvastatina, dan como resultado la
activacion de Racl, Cdc42 y RhoA, indicando que la localizacion en membrana no es
necesaria para realizar una funcion (Dunford et al., 2006). Por tal razén, se ha descrito que
la importancia de la carboximetilacion de las pequefias GTPasas aun no ha sido

extensamente evaluada (Lu et al., 2004).

Por otra parte, Cdc-42 es una proteina involucrada en maltiples procesos celulares y su

funcion depende de la localizacibn en membrana plasmatica, asi que basado en la
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controversia de su localizacion en agregados citosolicos, en este apartado se realizd el
etiquetamiento de Cdc-42 y de su GEF Cdc-24 en el extremo C-terminal con la proteina
mCherry fluorescente, encontrando que ambas proteinas son localizadas en las zonas de
crecimiento, coincidiendo con la posicion central del Spitzenkdrper asi como en sitios de
septacion, siendo estas localizaciones funcionales, de tal forma que este andlisis es

realizado y reportado por primera vez en hongos filamentosos.

1.6 Las Rho GTPasas y su papel en el crecimiento de células levaduriformes

Para entender como los componentes celulares pueden generar asimetria y establecer un
crecimiento polarizado, es esencial entender la morfogénesis de los hongos. Es establecido
que determinados marcadores espaciales tanto internos como externos determinan la
seleccion de un sitio especifico donde la maquinaria de crecimiento es activada (Pérez y
Rincon, 2010). Durante el crecimiento vegetativo las células fangicas utilizan marcadores
internos para activar el crecimiento en coordinacion con el ciclo celular (Chang y Peter,
2003). En organismos levaduriformes, existen dos modelos mayormente estudiados:
Saccharomyces cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe. Estos organismos se
caracterizan por presentar diferentes patrones de crecimiento y diferentes rutas moleculares
que en conjunto seleccionan el sitio de crecimiento y activacion del mismo. En organismos
levaduriformes, el crecimiento polarizado puede dividirse en tres pasos: (1) marcar los
sitios de polarizacion celular en respuesta a sefiales internas o externas; (2) establecimiento
de polaridad por el reconocimiento de sitios de polarizacion y sefializacion por el
citoesqueleto que conduce a una reorganizacién asimétrica; y (3) distribucidn asimétrica de
los componentes celulares y secrecidn polarizada, dando lugar a un crecimiento celular
polarizado (Pérez y Rincdn, 2010). Dentro de los factores involucrados en los procesos de
polaridad celular se encuentran las Rho GTPasas, las cuales son activadas especificamente
por proteinas blanco que marcan el sitio de polarizacion y son requeridas en el

establecimiento de la polaridad y en el crecimiento polarizado (Pérez y Rincén, 2010).
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1.6.1 Cdc42 en Saccharomyces cerevisiae

La proteina Cdc42p fue identificada por primera vez a partir de una cepa termosensible
(cdc42-1%) de S. cerevisiae. Se ha descrito que en esta mutante, la formacion de la yema se
ve imposibilitada a 37°C por lo que la divisién celular se detiene a esta temperatura; sin
embargo, la masa y el volumen celular continGan incrementdndose, lo que produce un
fenotipo de células grandes, redondeadas, sin yemas y con multiples nicleos (Adams et al.,
1990). Todo ello llevo a concluir que Cdc42p regula eventos clave para el establecimiento

del crecimiento polarizado en S. cerevisiae.

La activacion de la GTPasa Cdc42p es fundamental para el establecimiento y
mantenimiento de la polaridad (Drees et al., 2001), por lo tanto Cdc42p es un factor crucial
para pasar del crecimiento isotrépico a un crecimiento polarizado en S. cerevisiae. Esta Rho
GTPasa es controlada por su factor de intercambio de guanosina (GEF), Cdc24p (Ruggieri
et al., 1992; Bender, 1993; Zheng et al., 1994, 1995; Park et al., 1999). Cuando esto
sucede, Cdc42p sufre una prenilacion con un grupo geranil-geranil-isopreno en la cisteina
188 que se encuentra en su extremo C-terminal, tras lo que se eliminan los tres aminoacidos
restantes de la proteina (Finegold et al., 1991). Gracias a esta prenilacion, Cdc42 se ancla a
la membrana plasmaética y aparece en lugares de crecimiento polarizado como son:
invaginaciones de la membrana plasmatica en el lugar de emergencia de las yemas y en el
extremo apical de las proyecciones de apareamiento caracteristicas durante el tratamiento
con feromonas (Adams et al., 1984; Kilmartim y Adams, 1984; Ziman et al., 1991; 1993);
asi mismo, también ha sido localizada en la region del cuello entre las células madres y las
células hijas (Johnson, 1999). Cdc42p ademas de ser activada por su GEF Cdc24p, también
necesita de proteinas activadoras de GTPasas GAPs. En el caso de S. cerevisiae se conocen
6 GAPs: Rgalp, Rga2p, Bem2p, Bem3p, Rgd2p, y Lrglp (Stevenson et al., 1995;
Roumanie et al., 2001; Smith et al., 2002). En cuanto a GDIs, Rdil es la Unica conocida en
S. cerevisiae (Pérez y Rincon, 2010). Sin embargo, Cdc24p, es la que presenta un papel
importante en la activacion de Cdc42p, el cual inicia en el proceso de gemacion (Park y Bi,
2007; Pérez y Rincon, 2010). Se ha reportado que las mutantes de S. cerevisaie con una
sobreexpresion de la proteina Cdc24p presentan fenotipos similares a mutantes de Cdc42p
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(Ziman y Johnson, 1994). Sloat et al., en 1981 sefialaron que dichas mutantes manifiestan
un ligero defecto en la seleccién del lugar de gemacién. Durante el ciclo celular,
especificamente en la fase tardia G; del ciclo celular, Cdc24p es secuestrada en el nlcleo
por interaccion con la proteina adaptadora Farlp (Shimada et al., 2000). Farlp es
fosforilada por el complejo ciclina Gj/cinasa Cdc28p, el cual dispara rapidamente la
degradacion de Farlp, lo que permite que Cdc24p sea liberada del nucleo y exportada al
citoplasma (Henchoz et al., 1997; Toenjes et al., 1999; Nern y Arkowitz, 1999; Shimada et
al., 2000). No obstante, cuando Cdc24p es liberado del nicleo, es reclutado por la GTPasa
Rsrlp, también conocida como Budlp (Zheng et al., 1995; Park et al., 1997; Shimada et
al., 2000), el cual reside en conjunto con su GEF Bud5p y su GAP Bud2p en el sitio de
gemacion. Se ha demostrado que Rsrlp ademdas de interactuar con Cdc24p, también
interactlia con Cdc42p (Kozminski et al., 2003; Kang et al., 2010). Se asume que al mismo
tiempo, Bem2p, Bem3p y posiblemente otras GAPs especificas para Cdc42p, restringen la
actividad de Cdc42 durante la fase G; hasta su inactivacion por el complejo ciclina
Gi/cinasa Cdc28p (Knaus et al., 2007). No obstante, Cdc24p no solo localiza en el nicleo,
sino que una vez que es liberada al citoplasma y reclutada por Rsrlp, Cdc24p puede
localizarse en los sitios de crecimiento polarizado. En el caso de las células sin gemar,
Cdc24p es localizada en forma de parche en la membrana celular, asi mismo, esa
localizacion permanece en células con pequefios brotes de gemacidn, orientandose al apice
de la gema en forma creciente (Nern y Arkowitz, 1999; Toenjes et al., 1999; Shimada et
al., 2000) y cuando las células en gemacion son simétricas a las células madres, la
localizacion sigue permaneciendo en forma creciente pero de manera mas amplia;
finalmente durante la citocinesis, Cdc24p desaparece de la membrana, localizandose en el
septo entre la célula madre y la célula hija (Nern y Arkowitz, 1999).

Una vez que Cdc42p es localizada en los sitios presuntivos de gemacién, se organiza el
citoesqueleto de actina, las septinas y la secrecién polarizada para llevar a cabo el
crecimiento polarizado de las células (Pérez y Rincon, 2010). Asi que para controlar todos
estos procesos, Cdc42p interactlia con una variedad de proteinas efectoras tales como: las
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MAP cinasas Ste20, Cla4, Skm1, la formina Bnil, las proteinas Gic (Gicl y Gic2) y la
subunidad del exocisto Sec3 (Pérez y Rincon, 2010).

1.6.2 Cdc42 en Schizosaccharomyces pombe

El crecimiento en S. pombe es muy peculiar. Sus unidades celulares tienen forma cilindrica,
la cual es mantenida por un crecimiento apical y se dividen por la formacién de un septo en
la zona media de la célula (Pérez y Rincon, 2010). Este evento morfogenético es altamente
acoplado al ciclo celular, asi que durante la fase G, las células crecen de manera
monopolar, es decir, que crecen a partir de uno de los extremos o polo heredado de la célula
madre (polo antiguo) (Chang, 2001; Hayles y Nurse, 2001). Al inicio de la fase G, cuando
las células alcanzan un tamafio critico, el crecimiento del polo originado como
consecuencia de la division anterior es activado nuevamente (polo nuevo), y a este proceso
se le conoce como NETO (por sus siglas en inglés: new end take off) lo cual produce un
crecimiento bipolar (Hayles y Nurse, 2001). Posteriormente las células entran en mitosis y
el crecimiento termina para dar lugar a la division nuclear y empezar a dividirse mediante
fisidén en la zona media de la célula generando un anillo contréctil, para producir dos células
hijas de tamafos iguales (Pérez y Rincén, 2010). Es por ello que en S. pombe a diferencia
de S. cerevisiae, los microtubulos del citoesqueleto juegan un papel importante en definir el
sitio de crecimiento polarizado (Castagnetti et al., 2007; Martin, 2009), donde Cdc42 juega

un papel importante durante este proceso.

En S. pombe, el médulo Cdc42 se compone de la misma GTPasa Cdc42, que es controlada
por dos proteinas GEFs que corresponden a Scdl o Rall (Chang et al., 1994; Fukui y
Yamamoto, 1998) y Gefl (Coll et al., 2003); asi mismo, es regulada por una sola proteina
GAP, Rga4 (Tatebe et al., 2008). En el caso del GEF, Scdl, contraparte de Cdc24p en S.
cerevisiae es el principal GEF que controla la actividad de Cdc42 en la polaridad celular,
mientras que el GEF Gefl, juega un papel importante en el proceso NETO y en la
citocinesis (Coll et al., 2003; Hirota et al., 2003). Por otra parte, el establecimiento de la

polaridad celular en S. pombe difiere considerablemente del que presenta S. cerevisiae, en
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el cual Budlp/Rsrlp conecta la sefial para Cdc42p. S. pombe, contiene un ortdlogo de
Budlp/Rsrlp, llamado Rasl, que tiene un papel importante durante el apareamiento y
durante el crecimiento vegetativo (Fukui et al., 1986; Papadaki et al., 2002). Se cree que
Rasl en conjunto con la proteina de andamiaje Scd2 mejora la interaccién de la RhoGEF
Scdl y Cdc42 en los sitios de crecimiento activo (Chang et al., 1994). No obstante, Scd?2
que corresponde al homdlogo de Bemlp en S. cerevisiae, estimula la interaccién de Scdl
con Rasl y Cdc42 (Chang et al., 1994). Scd2 se une a Cdc42 cuando se encuentra en estado
GTP por lo que facilita su interaccion con un efector denominado Shkl (Endo et al., 2003).

1.7 Las Rho GTPasas y su papel en el crecimiento de hongos filamentosos

1.7.1 Papel del modulo CDC-42, RAC, CDC-24 en hongos filamentosos

En hongos filamentosos como es el caso del ascomiceto Aspergillus nidulans, se ha
reportado que Cdc42 (ModA) se localiza en los apices celulares de las hifas en forma de
media-luna, sugiriéndose que Cdc42 es la que desempefia un papel mas importante durante
la morfogénesis hifal de A. nidulans (Virag et al., 2007). Otra de las funciones de Cdc42 en
este organismo, es que ademas de ser la responsable de mantener la elongacion de las
hifas, también regula la polarizacion del proceso de formacion de ramificaciones laterales
(Virag et al., 2007). Por otra parte, se ha propuesto que Cdc42 y Rac (RacA) tienen una
funcion compartida durante el establecimiento del eje de polaridad, ya que en A. nidulans la
cepa doble mutante es sintéticamente letal. Mutantes simples de dcdc42 pueden establecer
hifas con polaridad, sin embargo, las hifas se observan defectuosas y exhiben un
pronunciado retraso en la formacion de ramificaciones, asi como defectos en la formacién
de conidi6foros. En la mutante Adrac, también se observan defectos severos en el
establecimiento de la polaridad y en la formacion de conidiéforos (Virag et al., 2007). En el
caso de A. niger RacA muestra mayor importancia que Cdc42 (CftA). RacA, en este
organismo, se localiza en la membrana plasmatica de los apices celulares de hifas en
crecimiento en forma de creciente. RacA en A. niger, también regula la polimerizacion de
actina y el crecimiento hifal, especificamente mantiene el establecimiento de la polaridad,

mientras que Cdc42 (CftA) es una proteina indispensable pero no muestra la misma funcién
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que RacA (Kwon et al., 2011). La mutante sencilla de RacA, presentd colonias compactas,
defectos en la distribucion de actina, ramificaciones dicotomicas y formacion de
conidioforos afectada (Kwon et al., 2011). Por otra parte, la mutante sencilla de AcftA
mostré un crecimiento medianamente perturbado con formacion del tubo germinativo
reducida y morfologia hifal no afectada, lo cual llevo a sugerir que CftA aparentemente no
tiene un papel importante en la morfogénesis hifal de A. niger. Finalmente la cepa doble
mutante de RacA y CftA en A. niger es letal (Kwon et al., 2011). En A. fumigatus AracA
hubo pérdida de la polaridad y presentd defectos morfoldgicos significativos, incluyendo
una tasa de crecimiento reducida asi como una conidiogénesis anormal (Li et al., 2011).

En el hongo dimorfico Candida albicans, Cdc42 se localizé en la membrana plasmaética de
los apices de las yemas en crecimiento y en los apices de las pseudohifas en crecimiento, y
también en los septos en ambas formas de crecimiento (Hazan y Liu, 2002), y se determind
que es requerido para la proliferacion y morfogénesis celular (Ushinsky et al., 2002).
Similarmente, Racl es localizada en la membrana plasmatica durante la forma
levaduriforme y en la forma filamentosa (Bassilana y Arkowitz, 2006). Analisis realizados
mediante la técnica de recuperacién de fluorescencia posterior al fotoblanqueamiento
(FRAP, por sus siglas en inglés) en Racl y Cdc42 muestran que Racl tiene una dindmica
diferente en la membrana plasmatica que Cdc42 (Bassilana y Arkowitz, 2006). No
obstante, recientemente se ha identificado que Racl en C. albicans ademas de estar
presente en la membrana plasmatica, también se acumula en el nacleo (Vauchelles et al.,
2010). Se ha determinado en C. albicans que Rdil (CaRdil) actla como un RhoGDI para
Cdc42, donde posiblemente CaRdil remueve Cdc42 de la membrana para asegurar que en

la punta solo quede Cdc42 activo (Court y Sudbery, 2007).

En Penicillium marneffei Cdc42 es denominada CflA y es considerada como una proteina
esencial. En cepas que expresan alelos dominantes negativos de cflA se sugiere que CflA
estd involucrada, en su fase filamentosa, en iniciar un crecimiento polarizado, mantener la
extension del tubo germinativo y subsecuentemente en mantener el crecimiento del micelio
vegetativo (Boyce et al., 2001). En su fase de levadura CflA, ademas de ser requerida para

la polarizacion, se requiere para la separacion celular y determinacion de la forma correcta
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de las células (Boyce et al., 2001). Por otra parte, Rac denominada en P. marneffei como
CfIB, se localiza en la membrana plasmatica de los apices de las hifas vegetativas, asi como
en septos, colocalizando con la actina en los sitios de inicio a la formacién del septo, por lo
que se sugiere que CfIB es requerido para la correcta localizacion de actina en hifas
vegetativas crecidas a 25°C (Boyce et al., 2003); sin embargo, cuando P. marneffei crece
en forma levaduriforme (37°) la proteina CfIB se localiza en la periferia celular y en septos.
Otra de las funciones encontradas en CfIB en P. marneffei, es que es requerida para la
morfogénesis de los conidi6foros durante la reproduccion asexual (Boyce et al., 2003). La
cepa mutante de cflB en este organismo es viable, sin embargo exhibe pérdida de un
crecimiento polarizado, de un inapropiado proceso de septacion, anomalias en la
localizacion de actina y ausencia de conidi6foros definidos (sin métula, fidlides o conidios
definidos) (Boyce et al., 2003).

En Paracoccidioides brasiliensis, el agente etiologico de la paracoccidioidomicosis, la
proteina Cdc42 (PbCdc42p) juega un papel importante durante la morfogénesis y virulencia
(Almeida et al., 2009). Cryptococcus neoformans presenta dos paralogos funcionales de
Cdc42: Cdc42 y Cdc420 (Ballou et al., 2010). Las mutantes simples Acdc42 y Acdc420
presentaron distintos fenotipos sin ser defectuosas en la polimerizacién de actina. La doble
mutante Acdc42 Acdc420 mostré defectos morfoldgicos, como incremento en el tamafio
celular, yemas anormales y fallas en completar la citocinesis, y también presentd defectos
en la polimerizacion de actina (Ballou et al., 2010). La eliminacion de Racl en C.
neoformans resultd en hifas alteradas y afectd el apareamiento (Vallim et al., 2005). Por
otra parte, el analisis de CDC42 en el hongo Wangiella (Exophiala) dermatitidis mostré no
ser una proteina esencial para la viabilidad celular (Ye y Szaniszlo, 2000).

En hongos fitopatdégenos como es el caso de Colletotrichum trifolii la expresién dominante
negativa de Cdc42 (CtCdc42) afectd la germinacion de esporas, ramificaciones y la
morfologia de las hifas; por otra parte, la expresién dominante activa de CtCdc42 condujo
al crecimiento de hifas con morfologias aberrantes (Chen et al., 2006). En Claviceps
purpurea CpCDC42 ejercio un control accesorio en la formacion de ramificaciones,
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mientras que las mutantes 4Cpcdc42 mostraron fenotipos drasticos formando hifas con
ramificaciones abultadas, ademas fueron cepas no patégenas ya que no indujeron sintomas
de enfermedad (Sheffer et al., 2005). Sin embargo las mutantes de C. purpurea carentes de
Racl mostraron colonias en forma de coral con hiper-ramificaciones, pérdida de la
polaridad y de esporulacion, y sin habilidad para penetrar en las plantas (Rolke y Tudzynsli,
2008). En Magnaporthe grisea Rac es denominado como MgRac1l, esta proteina resulto ser
esencial en el proceso de la conidiogénesis, desarrollo del apresorio e indispensable en la
formacién de septos. Por otra parte, las mutante de Mgracl fueron cepas no patdgenas ya
que fueron defectuosas en la produccion de conidios asi como de apresorios (Chen et al.,
2008). En M. grisea, se ha detectado un efector importante para MgRacl, el cual
corresponde a la proteina Chml, donde se ha visto que Chml corrige los defectos de la
mutante Mgracl durante la conidiogénesis en términos de morfologia y cantidad de
conidios, se ha descrito también que Chm1 actia como un efector para MgCdc42 en M.
grisea (Chen et al., 2008). Subsecuentemente, Zheng y colaboradores en el 2009,
analizaron a MgCdc42, un ortlogo de Cdc42 en M. grisea, observaron que esta proteina es
requerida para la penetracion, infeccion y virulencia de las plantas de arroz, ya que cepas
mutantes de Mgcdc42 fueron viables e incapaces de penetrar el hospedero y por ende de
provocar una infeccion, asi mismo, Cdc42 en M. grisea es importante para regular el
establecimiento del turgor cuando se desarrolla el apresorio (Zheng et al., 2009). En el
hongo endofitico Epichloé festucae tanto Cdc24 como RacA son localizados en la
membrana de los apices celulares asi como en septos, asi mismo se ha sugerido que Cdc24
actia como GEF para RacA y BemA (Takemoto et al., 2011). Por otra parte, en el hongo
micorricico Tuber borchii CDC42 (TbCDC42) juega un papel fundamental en la
morfogénesis del hongo ya que ThCDC42 fue detectado principalmente en la region apical
de las hifas vegetativas, en las ramificaciones y en los sitios de formacién de septos
sugiriendo una probable funcién en la formacidn del anillo de actina (Menotta et al., 2007).
En contraste a la mayoria de los hongos filamentosos, Ashbya gossypii pertenece a la
familia de los Saccharomycetaceae. Este organismo se caracteriza, al igual que las
levaduras S. cerevisiae y S. pombe, por no contar con un homélogo para RAC (Boyce et al.,
2003). En A. gossypii la proteina Cdc42 (AgCdc42) y su GEF Cdc24 (AgCdc24) son
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consideradas como proteinas esenciales para llevar a cabo tanto un crecimiento polarizado
como la polimerizacién de actina, ya que mutantes carentes de AgCdc42 y AgCdc24
mostraron fenotipos similares a los mostrados por las mutantes de S. cerevisiae. Las células
mutantes s6lo presentaron crecimiento isotropico, sin capacidad notable de conducir un
cambio de crecimiento isotrépico a un crecimiento polarizado, y una deslocalizacion de
actina (Wendland y Philippsen, 2001). Ademas ambas proteinas, AgCdc42 y AgCdc24, en
A. gossypii se encontraron en forma de capucha en el apice celular (Kohli et al., 2008).

En el hongo dimdrfico Yarrowia lipolytica YIRaclp marcada con epitopes se ha detectado
en las puntas de células filamentosas (Hurtado et al., 2000). Aunque la eliminacion de
YIRACL no es letal, si se afecta la morfologia celular de la levadura y suprime totalmente el
crecimiento de las hifas, a pesar de que la polimerizacion de actina se observa inalterada
(Hurtado et al., 2000). Un caso similar, aunque con un fenotipo mas severo es el que
presenta la mutante PAK cinasa YICla4 y el cual podria ser un efector de YIRaclp en Y,
lipolytica (Szabo, 2001), sin embargo estd hipdtesis aun no se ha probado, asi como
tampoco el papel que podria desempefiar Cdc42 en Y. lipolytica (Hurtado et al., 2000).

Finalmente, en el basidiomiceto Ustilago maydis, el papel que desempefia Cdc42 y Rac no
afecta la viabilidad del hongo, pero muestran fenotipos distintos. Mutantes sencillas de
cdc42 no presentan una morfologia celular afectada, pero si muestran defectos durante la
citocinesis, formando células agrupadas en forma de arbol, conectadas por un solo septo lo
que evita la separacion celular, mientras que la mutante sencilla de racl si puede dividirse
pero las células son incapaces de formar filamentos (Mahlert et al., 2006). En U. maydis
Donl actia como un activador GEF para Cdc42, las cuales, son esenciales para la
formaciéon del septo secundario asi como la cinasa Don3, cuya proteina también es
requerido para llevar a cabo la citocinesis (Weinzierl et al., 2002; Mahlert et al., 2006;
Bohmer et al., 2008) ya que mutantes carentes de donl, cdc42 y don3 interfieren con la
separacion celular dando como resultado la formacién de células agrupadas que son
conectadas solamente por el septo primario (Weinzierl et al., 2002; Sandrock et al., 2006).
Por otra parte, en U. maydis Cdc24 se localiza en las puntas de las células en crecimiento e
induce a la filamentacion (Hlubek et al., 2008), no obstante Cdc42 es quien marca el sitio
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de gemacion en U. maydis y organiza el ensamblaje del anillo de septinas en cual define el

septo entre la célula madre y la célula hija (Longtine y Bi, 2003).

En el caso del hongo Neurospora crassa, Richthammer, (2011) ha demostrado mediante
ensayos in vitro que la proteina CDC-24 actlia como un GEF para CDC-42 y RAC. Asi
mismo, se encontr6 un posible segundo GEF (NCU10282) homélogo a Gefl para CDC-42
y RAC, sin embargo no muestra una actividad tan eficiente como CDC-24 (Richthammer,
2011). Sin embargo, la funcion y la localizacion de las proteinas que constituyen el médulo
CDC-42 - RAC — CDC-24 en N. crassa antes de este trabajo eran desconocidas. Para ello
se analizaron mutantes sencillas, dobles mutantes y mutantes condicionales, asi como
también se llevo a cabo la localizacién de cada uno de los componentes del médulo CDC-
42. Se encontrd que cada uno de los componentes se encuentran asociados a membrana
plasmaética, pero presentan diferentes patrones de localizacion tanto en hifas maduras como
en germinulas. También se observé que cada componente del médulo participa en otros

procesos de la morfogénesis celular.

1.8 Papel del médulo Budl - Bud2 - Bud5 en el establecimiento de la polaridad
celular de hongos

El mantenimiento y la determinacion de la forma de una célula es un prerrequisito
fundamental para el desarrollo en cualquier organismo desde bacterias hasta vertebrados
(Nelson, 2003). Los hongos filamentosos en particular, se caracterizan por un crecimiento
altamente polarizado (Momany 2002; Wendland y Walther 2005) lo que les ha permitido
explorar y colonizar nuevos sustratos (Pringle y Taylor, 2002; Magan 2007; Morris et al.,
2007; Harris y Momany, 2004). En estos organismos, el establecimiento de la polaridad
celular ocurre en dos puntos distintos: primero, con el surgimiento de un tubo germinativo
primario a partir de una espora y segundo, por la emergencia de una ramificacion a partir de
una hifa establecida (Harris y Momany, 2004). El establecimiento de la polaridad celular,
requiere de sitios especificos definidos y del reclutamiento de la maquinaria morfogenética.
Una vez establecidos los puntos de polarizacion, éstos deben mantenerse durante la
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extension de las hifas, las cuales dependen principalmente de la localizacion de la
maquinaria morfogenética en las puntas de los apices en crecimiento (Harris y Momany,
2004). Por mucho tiempo se ha tratado de comprender esta forma peculiar de crecimiento,
donde caracteristicas Unicas como son la organizacion del crecimiento polarizado asi como
la capacidad de mantener multiples ejes de polarizacion, implican la existencia de formas
de regulacion extraordinarias (Harris y Momany, 2004). Dentro de estas formas de
regulacion se ven involucrados factores moleculares y bioguimicos que determinan y
modulan la polaridad celular (Figura 4.1), los cuales han sido sujeto a extensas
investigaciones en una variedad de sistemas fungicos modelos (Drubin y Nelson, 1996;
Wendland y Philippsen, 2001; Nelson, 2003; Borkovich et al., 2004; Harris, 2006). A pesar
del considerable interés que se ha manifestado en los mecanismos que subyacen en el
establecimiento de la polaridad celular, este proceso especializado sigue siendo poco
comprendido en hongos filamentosos. En el organismo modelo, la levadura Saccharomyces
cerevisiae (Figura 6), se han llevado a cabo analisis genéticos, moleculares y bioquimicos
para entender la especificacion de un sitio de polarizacién en hongos . Estos estudios han
proporcionado evidencia suficiente para elucidar como se lleva a cabo la seleccidn
especifica de nuevos ejes de polarizacién. En estos organismos, se han descrito un gran
namero de marcadores corticales especificos los cuales se asocian con la membrana
plasmatica, asi como un amplio namero de complejos proteicos requeridos para producir
patrones especificos de crecimiento (Bender y Pringle, 1989; Chant y Herskowitz, 1991;
Fujita et al., 1994; Halme et al., 1996; Roemer et al., 1996; Zahner et al., 1996). Dentro de
estos marcadores especificos se encuentra el médulo constituido por RSR1/BUD1, BUD2 y
BUDS5, el cual es considerado como el complejo proteico encargado de iniciar la
sefializacién del sitio de seleccion de polarizacion (Chant y Pringle, 1995) y cuyo analisis
no se ha llevado a cabo en hongos filamentosos.



I BUD-3, BUD-4, AX1-2 BUD-8, BUD-4, RAX-2
BUD-5
Seleccion
del sitio de
polarizacion
BUD-1-GDP BUD-1-GTP
BUD-2
/
CDC-24
Establecimiento
de un eje de
polarizacion CDC-42-GDP P "
RGA-1, RGA-2, BEM-3,
BEM-2, RGD-2, LRG-1 |

Lo

Figura 6. Representacién esquematica de la ruta de sefializacion que conduce al
establecimiento de la polarizacion en Saccharomyces cerevisiae. Modo de activacion del
proceso de polarizacion en levaduras donde reguladores rio arriba desencadenan una cascada
de sefalizacion para activar la maquinaria morfogenética. Lineas continuas, indican la
interaccion fisica de las proteinas; lineas discontinuas, marca una interaccion no directa; Linea
azul, muestra la existencia de una retroalimentacion positiva estabilizando a CDC-24; Linea
verde, sefiala la inactivacion de CDC-24 por fosforilacion inducida por CLA-4. Tomado y
modificado de Pruyne et al., 2004.
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En S. cerevisiae se han identificado un gran nimero de genes que son necesarios para un
proceso de gemacién correcto. Estos genes son denominados sitios de seleccion de
gemacion, los cuales han sido divididos dentro de tres mddulos distintos basados en sus
requerimientos durante la diferenciacién celular en levaduras. EI primer mddulo, incluye a
BUD3, BUD4, AXL1 y AXL2/BUD10, los cuales son requeridos en las células haploides (a
y a) y no en células diploides (a/a). Sin embargo, analisis genéticos sugieren que los
productos de estos genes deben proveer los marcadores corticales para la emergencia axial,
debido a que mutaciones en estos genes especificamente, afectan al tipo axial (Chant y
Herskowitz, 1991; Fujita et al., 1994; Halme et al., 1996; Roemer et al., 1996). El segundo
mddulo, incluye a BUD7, BUD8 y BUD9, estos genes son requeridos especificamente en
células diploides. Se ha visto que mutaciones en cualquiera de estos genes causan una
forma aleatoria del tipo de gemacion en las células diploides, pero no afectan el tipo de
gemacion axial en las células haploides (Snyder, 1989; Valtz y Herskowitz, 1996; Zahner et
al., 1996). Finalmente, el tercer médulo incluye a los genes BUD1 (también conocido como
RSR1), BUD2 y BUDS5, los cuales son requeridos para la seleccion del sitio de gemacidn, el
cual es considerado como el sitio general de la maquinaria de seleccion de polarizacion
(Chant y Pringle, 1995) y cuyo analisis no se ha llevado a cabo en hongos filamentosos.

Se ha observado que una mutacién en cualquiera de estos genes hace que las células
exhiban un tipo de gemacidn aleatoria tanto en células diploides como en células haploides
(Bender y Pringle, 1989; Chant y Herskowitz, 1991; Chant et al., 1991). Se ha propuesto
que Budlp, Bud2p y Bud5p funcionan como una maquinaria general para la seleccion del
sitio de gemacidn, brindando proteinas requeridas para la formacion de la yema (Park et al.,
1997). También se ha sugerido, que las proteinas Budlp, Bud2p y Bud5p constituyen un
mddulo de GTPasas funcionales -una GTPasa y sus proteinas reguladoras- que es necesario
para la seleccion de la gemacién y que un componente de este mddulo tal vez interactla
con componentes axiales o bipolares especificos para el establecimiento de la gemacion
(Park et al., 1999).
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1.9 Descripcion general del modulo Budl — Bud2 — Bud5

Cada uno de los componentes que constituye al modulo Bud1p, Bud2p, Bud5p, pertenecen
a una familia de proteinas altamente conservada (Bender y Pringle, 1989; Chant et al.,
1991; Chant y Herskowitz, 1991; Park et al., 1993). Budlp también conocido como Rsrlp
pertenece a la familia de las GTPasas (Bender y Pringle, 1989). Se ha descrito que la region
presumiblemente efectora de Rsrlp es idéntica a las proteinas Ras (Bender y Pringle,
1989), el cual es necesario para realizar su interaccion con proteinas blanco rio abajo, como
es el caso de Cdc24p (Park et al., 1997) (Figura 6-7). Otro componente importante de este
mddulo de GTPasas es la proteina Bud2p, la cual codifica para una proteina de activacion
GTPasa (GAP) para Bud1lp, el polipéptido de Bud2p es de 1,104 aminodacidos en levaduras,
contiene un dominio similar al dominio que presentan las proteinas Ras GAP (Park et al.,
1993). Bud2p desactiva a Rsr1p por hidrolisis de GTP y de esta manera Bud2p actia como
una GAP para Budlp (Park et al., 1993; Bender, 1993; Park et al., 1996). En cambio,
Bud5p es una proteina de 608 aminoacidos en levaduras (Kang et al., 2004), contiene dos
dominios Ras, un dominio RasGEF-N que se considera similar al dominio GEF (factor de
intercambio GDP-GTP) de las familias de las Ras GTPasas (Chant et al., 1991; Powers et
al.,, 1991; Kang et al., 2004) por lo que le permite a Bud5p actuar como un factor de
intercambio de guanosinas (GEF) para Budlp (Bender, 1993; Zheng et al., 1995), y el
segundo un dominio RasGEF se localiza cerca del C-terminal. En general, la GTPasa
Rsrlp, la GAP Bud2p y la GEF Bud5p constituyen un médulo GTPasa funcional que en
conjunto organizan la maquinaria morfogenética hacia los sitios de crecimiento (Park et al.,
1993; Seiler y Justa-Schuch, 2010). Al parecer este médulo Budlp, Bud2p, Bud5p es
importante para determinar los sitios de polarizacion por lo que se ha propuesto un modelo
de interaccion entre el modulo Rsrlp con el modulo Cdc42p (Kozminski et al., 2003).
Bud5p, el cual se localiza en los sitios donde se generara un sitio de polarizacion por
interaccién con marcadores corticales (Kang et al., 2001), también es la proteina encargada
de realizar la conversion de GTP-GDP para Rsrlp (Figura 7 paso 1). Se ha sugerido que
una vez activo, Rsrlp-GTP se asocia a Cdc24p y Cdc42p respectivamente, para guiar a
estas proteinas hacia los sitios de polarizacion donde Bud2p se localiza (Figura 7 paso 2)
(Park et al., 1999). Se ha propuesto que la asociacion de Rsrlp-GTP con Cdc24p mejora la
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interaccion entre Rsrlp-GTP y Cdc42p-GDP (Kozminski et al., 2003). Budlp-GTP es
convertido a Bud1p-GDP a través de la accion hidrolitica que su GAP, Bud2p genera (Park
et al., 1993). Esto a su vez provoca que Rsrlp se disocie de Cdc24p (Figura 7 paso 3) (Park
y Bi, 2007). Posteriormente Cdc24p al ser disociada de Rsrlp, cataliza la conversion de
Cdc42p-GDP a Cdc42p-GTP (Figura 7 paso 4) (Kozminski et al., 2003). Se ha sugerido
que Bemlp, puede unirse y mantener al complejo ensamblado en los sitios presuntivos de
polarizacion a través de la interaccién con Cdc42p-GTP (Butty et al., 2002) o con Bud1p-
GDP (Park et al., 1997). Alternativamente, la activacion de Cdc24p sin una estimulacion de
su actividad GEF, puede interaccionar con Rsrlp (Zheng et al., 1995). Por otra parte, la
conversion de Rsrlp-GDP a Rsrlp-GTP por Bud5p, permite el reciclado de Rsrlp y
ademas el reciclado de Cdc24p, Cdc42p y Bemlp en los sitios de polarizacion (Kozminski
et al., 2003).
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Figura 7. Representacion esquematica del modelo de interaccion del mddulo Rsr1/Budl con el
modulo Cdc42. La GTPasa Rsrl/Budl dirige el establecimiento de la polaridad en un sitio
especifico. Paso 1, Bud5 cataliza el cambio de GDP-GTP en Rsrl. Paso 2, Rsr1-GTP se asocia a
Cdc24 y Cdc42 guidndolas a los sitios presuntivos de polarizacion. Paso 3, Bud2 inactiva a Rsrl
llevdndola a un estado GDP. Paso 4, disociacion de Rsrl de Cdc24, la cual cataliza el cambio de
GDP a GTP en Cdc42 por lo que dispara un crecimiento polarizado. Linea punteada, indica otro ciclo
de la sefial de transduccion que Bud5 genera al activar a Rsr1/bud1-GTP. Tomado y modificado de
Kozminski et al., 2003.
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1.10 Localizacion general del modulo Budl — Bud2 — Bud5 en células fungicas

La secuenciacion de maltiples genomas de hongos filamentosos, ha permitido analizar la
participacion de homologos de genes en levaduras en muchos aspectos en la morfogénesis
fungica. Se ha revelado que diversos genes involucrados en la maquinaria de la seleccion
de los sitios de gemacion en S. cerevisiae pueden estar presentes en Aspergillus sp. y N.
crassa (Galagan et al., 2003; 2005; Borkovich et al., 2004; Harris et al., 2009). Aunque, la
presencia de un mddulo de sefializacion homdloga de Rsrlp-Bud2p-Bud5p en hongos
filamentosos aln es cuestionable (Seiler y Justa-Schuch, 2010), en la levadura S. cerevisiae
este modulo de gran relevancia para la seleccion de los sitios de gemacién ha sido
ampliamente analizado. En S. cerevisiae el analisis de fenotipos mutantes de Rsrlp no es

letal, pero los fenotipos rsr1*? 7"IoN

0 rsr conducen a un patron de gemacién aleatorio
(Ruggieri et al., 1992). Asi mismo las mutantes BUD2 y BUD5 generan un patron aleatorio
de gemacion (Chant et al., 1991; Park et al., 1993). La localizacion del médulo Rsrlp,
Bud2p y Bud5p, ha sugerido ser el protagonista de establecer los sitios putativos de
gemacion. Rsrlp al ser una GTPasa, se fusiond con la proteina verde fluorescente en el
extremo N- terminal, por lo que su localizacion resultdé en la membrana plasmética que
posteriormente se concentrd en los sitios de crecimiento polarizado, primero en los sitios
de gemacion, en el apice de la yema y después en el cuello entre la célula madre y de la
celula hija (Park et al., 2002). Rsrlp ademas de localizarse en los sitios de polarizacion y en
membrana plasmética, también se visualizd en las membranas de organelos internos,
particularmente en la membrana de las vacuolas (Park et al., 2002). No obstante,
experimentos de fraccionamiento celular, indican que Rsrlp resulta consistente con su
patron de localizacion (Park et al., 1997) ya que su localizacion en membrana y en los sitios
de crecimiento polarizado requiere del motivo CAAX vy de residuos de polilisina cerca del
extremo C-terminal (Park et al., 2002). Se ha analizado que el reemplazamiento de la
cisteina Cys269 por serina (Ser) en el motivo CAAX evita toda asociacién con membrana
plasmética, mientras que el reemplazamiento de todos los residuos de lisina (Lys) dentro de
las posiciones 260 a la 264 con serina, interrumpe la localizacion de Rsrlp en la membrana
plasmatica y en los sitios de crecimiento polarizado (Park et al., 2002). Dado que la

mutacion de Rsrlp/Budlp causa sitios de gemacion azarosa (Park et al., 2002) y la
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localizacion de Rsrlp en la membrana plasmatica asi como en los sitios de crecimiento
polarizado son necesarios para llevar a cabo su funcion de seleccionar los sitios de
gemacion, la localizacion de Rsrlp en membranas de organelos no es suficiente para llevar
a cabo dicha funcidn, por lo que se ha sugerido una funcion desconocida de Rsrlp/Budlp
en membranas de organelos (Park y Bi, 2007). Del mismo modo se ha propuesto que la
localizacion en membranas de organelos es el reflejo de una localizacion intermedia
durante su liberacidn hacia la membrana plasmatica (Park y Bi, 2007). Por otra parte, se ha
establecido que la localizacién de Bud2p en levaduras es en forma de parches en el sitio
incipiente del sitio de gemacion durante la fase tardia de la etapa G1 del ciclo celular: un
sitio de gemacion axial en células haploides o en el polo proximal o distal de células
diploides (Park et al., 1999). Bud2p también se ha visto localizada en el septo del cuello
entre la célula madre y la célula hija después de la emergencia de la yema, posteriormente
es localizada alrededor de toda las células en la fase G,/M del ciclo celular (Marston et al.,
2001; Park et al., 1999). En células haploides, Bud5p se localiza en los sitios putativos de
gemacion en la fase G; del ciclo celular, en los apices de aquellas células que se encuentran
en gemacion y en el septo que se genera entre la célula madre y la célula hija en la fase
G,/M. Durante la fase M, Bud5p-GFP aparece como un anillo doble en el septo, lo que se
divide en dos anillos individuales sobre la separacion entre la célula madre y la célula hija,
conduciendo a que cada célula madre e hija hereden un solo anillo, asi la mayoria de las
celulas de fase G; recién nacidas tienen el anillo Bud5p en el lugar donde ocurrid la
divisiébn (Kang et al., 2001; Marston et al., 2001). Se ha sugerido que el patrén de
localizacion que presenta Bud5p en levaduras es muy similar al patron de localizacion que
presenta AxI2p, el cual es requerido para el patron de gemacion axial (Fujita et al., 1994;
Halme et al., 1996; Roemer et al., 1996). En células diploides, Bud5p-GFP muestra
distintos patrones de localizacion, especialmente durante las fases Gi y M. No obstante,
antes de la emergencia de la yema, Bud5p-GFP se localiza en ambos polos de la célula
como un anillo en uno de los polos, que acentta la marca de la divisién celular anterior y en
forma de un parche en el polo opuesto, que posteriormente se convierte un nuevo sitio de
gemacion (Marston et al., 2001). Después de la emergencia de la yema, Bud5p-GFP se

localiza a lo largo de la periferia de la yema, como se observa en células haploides. En una
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etapa posterior del ciclo celular, Bud5p-GFP se localiza en el septo del cuello de la célula
madre y en el apice del extremo opuesto de uno de los polos, mientras que un pequefio
porcentaje de las células muestran una sefial de Bud5p-GFP en el septo del cuello
solamente (Kang et al., 2001; Marston et al., 2001). En general, estos patrones especificos
de localizacion tanto de Bud2p y Bud5p son importantes para la seleccion del propio sitio
de gemacidn, puesto que una sobreexpresion de Bud2p o Bud5p da como resultado ha una
deslocalizacién de cada una de las proteinas causando gemaciones aleatorias (Kang et al.,
2001). Algunos alelos de BUDS interfieren en la propia localizacién de Bud5p, s6lo que en
celulas diploides se muestran defectuosas en el patron de gemacion bipolar (Kang et al.,
2001). Por otra parte, la deslocalizacion de Bud5p en mutantes carentes de otros genes
BUD, sugiere que Bud5p localiza en sitios especificos en cada célula de acuerdo al ciclo
celular por lo que se sugiere una interaccion con proteinas blanco que mandan una sefial

tipo-especifica (Kang et al., 2001; Kang et al., 2004).

En el caso de hongos filamentosos como el ascomiceto N. crassa, la funcion y la
localizacion del médulo RSR-1/BUD-1 - BUD-2 — BUD-5 no se conoce, es por ello que el
analisis de componentes moleculares involucrados en el crecimiento polarizado nos
permitird obtener informacion clave que contribuira en el entendimiento de la biologia que
presentan estos organismos. Especificamente, en el presente capitulo se analizaron los
homdlogos de las proteinas Bud2p y Bud5p de S. cerevisaie, las cuales en este organismo
son componentes integrales del médulo Rsrlp cuyo papel esta involucrado en llevar a cabo
la seleccion de los sitios de gemacién. No obstante, en N. crassa BUD-5 y BUD-2
presentan distintos patrones de localizacion tanto en hifas maduras como en germinulas, asi
mismo participan en diferentes procesos morfogenéticos esenciales para el desarrollo

exitoso del hongo.
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2. Justificacion

La importancia de este trabajo es incrementar el conocimiento acerca del proceso de la
polarizacion celular con el fin de entender el crecimiento apical y morfogénesis de los
hongos filamentosos, ya que dentro de este grupo de organismos se encuentran
representados los patégenos mas devastadores de cultivos agricolas y algunas especies
representan una amenaza para la vida en pacientes inmunodeprimidos. En este trabajo se
utiliz6 como organismo modelo al hongo filamentoso N. crassa para elucidar cuales son las
proteinas requeridas para iniciar el proceso de polarizacion celular. Dentro de las proteinas
descritas para desencadenar este proceso estan las Rho GTPasas CDC-42 y RAC y el GEF
CDC-24. Por lo tanto se evalla el papel que juegan estas proteinas en el establecimiento de
la polaridad en las células de N. crassa. También se determina si la funciéon de la Rho
GTPasa CDC-42 es dependiente de su asociacion a membrana plasmatica, y si la
localizacion de la GEF CDC-24 en los sitios de crecimiento polarizado depende de que su
extremo carboxilo esté intacto. Por otra parte, en levaduras se ha descrito que el modulo
constituido por Rsrlp/Budlp, Bud2p y Bud5p participa en el inicio del crecimiento
polarizado. Sin embargo en hongos filamentosos el papel de estas proteinas no ha sido
determinado, de tal manera que en N. crassa se describe la expresion espacio-temporal de
las proteinas BUD-2 y BUD-5 para tratar de elucidar el papel que desempefian en el
crecimiento y en la morfogénesis fungica. Los resultados obtenidos contribuyen al

conocimiento general de la biologia celular de los hongos.
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3. Hipotesis

Mediante técnicas de marcaje molecular y analisis de cepas mutantes se determinara que las
proteinas que constituyen el médulo CDC-42, RAC y CDC-24 son requeridas para el
establecimiento de la polaridad celular del hongo filamentoso N. crassa y que una
obstruccion en el motivo CAAX de la GTPasa CDC-42, afectard la localizacion intracelular
y la funcion de esta proteina. Asi mismo, se comprobara que su activador el GEF CDC-24
mostrara alterada su funcién y localizacion al ser etiquetado en el extremo C-terminal ya
que se afectard el dominio PH el cual media la localizacion hacia la membrana por la union
de lipidos. Por otro lado, se establecera que las proteinas BUD-2 y BUD-5 son necesarias

para marcar los sitios donde iniciara el proceso de polaridad del hongo.

4. Objetivos
1. Determinar la dinamica célular y localizacion in vivo de las proteinas del modulo
CDC-42, RAC y CDC-24 durante la germinacion de macroconidios y el
crecimiento polarizado de hifas maduras y germinulas del hongo filamentoso N.

crassa.

2. Determinar la localizacion y dindmica intracelular de la Rho GTPasa CDC-42 y el
GEF CDC-24 vy su papel en la morfogénesis en N. crassa durante el crecimiento
vegetativo de hifas maduras y de germinulas cuando ambas proteinas son

etiquetadas en el extremo C-terminal.

3. Determinar la dindmica célular y la localizacién in vivo de las proteinas BUD-5 y
BUD-2 durante la germinacion de macroconidios y el crecimiento polarizado de
hifas maduras y germinulas del hongo filamentoso N. crassa.



5. Materiales y Métodos

5.1 Cepas de Neurospora crassa

Las cepas de N. crassa utilizadas en este trabajo se encuentran enlistadas en la tabla I.

Tabla I. Cepas de N. crassa utilizadas para este estudio.
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Cepa Genotipo Referencia
wild type mat a 74-OR8-1a SFGSC #988
mus-51 mat A Amus-51::bar”; his-3" A BEGSC #9717
fluffy mata fla SEGSC #4347
fluffy mat A fl A BFGSC #4317

Tcdc-24(10-19) mat A
Tcdc-24(19-3) mat A
Tcdc-24(24-21) mat A
*rac(7-1) mat A
*cdc-42(18-4) mat a
rac(7-1);cdc-42(18-4)
Arac mat a

Acdc-42 mat a

Acdc-24 mat a
yfp-cdc-42 mat A
yfp-rac mat A
gfp-cdc-24 mat A
cdc-42-mCherryfp mat A
cdc-42-gfp mat A
cdc-24-mCherryfp mat A
cdc-42-mCherryfp mat a
bud-5-gfp mat A

bud-2-mcherryfp mat A

cdc-24(F254S) A

cdc-24(L444S) A

cdc-24(Q264R) A

rac(G16S) A

cdc-42(D16N, L22P, A161T, D172N) a
rac(G16S);cdc-42(D16N, L22P, A161T, D172N)
Arac::hphR a

Acdc42::hph® a

Acdc-24::hph® + cdc-24* a
pgpd-yfp-cdc-42::his-3; Acdc-42::hphR A
pgpd-yfp-rac::his-3; Arac::hph® A
his-3"::Pccg-1::gfp*::cdc-24" A
his-3"::Pccg-1::cdc-42"::mchfp” A
his-3"::Pccg-1::cdc-42"::gfp” A
his-3"::Pccg-1::cdc-24":mchfp” A
his-3"::Pccg-1::cdc-42":mchfp’; Acdc-42::hph® a
his-3"::Pccg-1::bud-5":gfp" A
his-3"::Pccg-1::bud-2"::mcherryfp” A

SSeiler y Plamann, 2003
SSeiler y Plamann, 2003
SSeiler y Plamann, 2003
Richthammer, 2011
Richthammer, 2011
Richthammer, 2011
SFGSC #11525
'SFGSC #15833
UFGSC #11721
Richthammer, 2011
Richthamer, 2011
SEste estudio

SEste estudio

SEste estudio

SEste estudio

SEste estudio

SEste estudio

SEste estudio

TFungal genetics stock center. “Generada en el laboratorio del Dr. Seiler del Instituto de Microbiologia y
Genética de la Universidad de Goéttingen, Alemania. *Homocariones. *Heterocariones. *Apéndice A.

"Apéndice B.
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5.2 Cepas de Escherichia coli

La cepa de E. coli utilizada en el presente trabajo fue DHS5a cuyo genotipo es F~
$80lacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 deoR recAl endAl hsdR17(r, m*y) phoA supE44
thi-1 gyrA96 relA1 A” (Invitrogen®).

5.3 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

5.3.1 Medio de cultivo para hongos

Todas las cepas de N. crassa fueron mantenidas en medio minimo de Vogel (MMV), el
cual contiene, sales de VVogel 1X (Apéndice C), sacarosa 2% (w/v) y agua destilada (Vogel,
1956). En el caso de medio solido se utilizo como agente solidificante agar (DIFCO) al
1.5%. En algunos ensayos se utilizd el aminoécido L-histidina (Calbiochem), el cual es un
aminoacido basico que permite crecer a la cepa FGSC #9717. Antes de afadir el
aminoécido al medio de cultivo se esterilizé por filtracion utilizando filtros con membrana
de Polietersulfona con poros de 0.2um (Whatman®) y se utilizé a una concentracion final
de 25mg ml™.

Para inducir a la reproduccion sexual y asi determinar el tipo de apareamiento (mat) de las
cepas transformadas se utiliz6 medio sintético para cruzas (MSC) (Westergaard y Mitchell,
1947) que contiene sales para cruzas 2X (Apéndice D), sacarosa al 2% (w/v), agar al 2% y
agua destilada. Asi mismo el MSC se utilizd para obtener homocariontes de las cepas

transformadas de N. crassa.

Para cultivar las cepas transformadas de N. crassa se utilizd medio FGS (Fructosa, Glucosa
y Sorbosa) que contiene sales de Vogel 2X, agar al 1% y aditivo FGS 10X (Apéndice E). El
aditivo FGS se prepar6 con sorbosa al 20%, fructosa al 0.5% y glucosa al 0.5%. Todos los
componentes del aditivo FGS fueron esterilizados por filtracion utilizando filtros de
membrana de celulosa-acetato con poro de 0.45um (PRO-X™). Todos los medios de
cultivo fueron esterilizados en autoclave (VWR® Accu Sterilizar AS12) a 121°C por 15

minutos a 15 libras de presion.
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5.3.2 Medios de cultivo para bacteria Luria-Bertani (LB)

Para el crecimiento de bacterias se utiliz6 medio Luria-Bertani (LB) en forma liquida y
solida. El medio LB contiene 1% de Bacto-Triptona, 0.5% de Extracto de Levadura, 1% de
Cloruro de Sodio (NaCl). Cuando se requirié el medio en forma sélida se agregaron 20g de
agar bacterioldgico (Agarmex S.A. de C.V.). Finalmente la preparacion se esterilizd por
autoclave. Si el medio LB tanto en forma solida como liquida requeria de ampicilina, esta
se utiliz6 a una concentracién de 100ug pl™ para seleccionar las cepas bacterianas
transformadas. La ampicilina se esterilizo por medio de filtrado utilizando filtros de
membrana de polietersulfona de poros de 0.2um (Whatman®), posteriormente se afiadié a

sus respectivos medios ya esterilizados.

5.3.3 Condiciones de crecimiento

Los indculos se sembraron utilizando palillos estériles; las cajas se incubaron a 37°C
durante 14h. Los cultivos de bacterias para la obtencion de plasmidos se realizaron en
medio LB liquido con el antibiético correspondiente y se incubaron a 37°C toda la noche en
un agitador orbital (LAB-LINE) a 200-250 rpm.

5.4 Ensayos en biologia molecular

5.4.1 Disefio de oligonucledtidos

Inicialmente se realiz6 la busqueda de las secuencias de los gen que codifican para cdc-42
(NCU06454.4), cdc-24 (NCU06067.4), bud-2 (NCU03852.4) y bud-5 (NCU06500.4) en N.
crassa, tomando en cuenta su secuencia promotora y la region rio abajo del gen. Cada

secuencia fue obtenida en el sitio http://www.broadinstitute.orqg. Para llevar a cabo el

etiqguetamiento de cdc-24 en el N-terminal, primeramente, cada oligonucleotido (Tabla II)
fue disefiado afiadiendo una secuencia para la enzima de restriccion Spel (ACTAGT) en el
caso del oligonucleotido sentido (incluyendo el codén de inicio ATG del gen), mientras que
la secuencia del oligonucledtido antisentido contenia el sitio de restriccion para la enzima
Pacl (TTAATTAA) tomando en cuenta el codén de paro (TAA, TAG o TGA). Para el
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etiquetamiento en el C-terminal de cdc-42 (Tabla I1), en la secuencia sentido se agrego la
secuencia de la enzima de restriccion Xbal (TCTAGA) (incluyendo el coddn de inicio ATG
del gen), mientras que la secuencia antisentido contenia el sitio de restriccion para la
enzima Pacl (TTAATTAA); en esta Ultima no se tomd en cuenta el coddn de paro (TAA,
TAG o TGA) del gen. Para el caso de los oligonucledtidos de cdc-24 (Tabla 1), la
secuencia sentido fue disefiada con la enzima de restriccion Spel (ACTAGT) incluyendo en
coddn de inicio ATG del gen, mientras que la secuencia antisentido contenia el sitio de
restriccion para Pacl (TTAATTAA) sin tomar en cuenta el coddén de paro de la
transcripcion. Finalmente para los oligonucle6tidos de bud-2 y bud-5 (Tabla 1), la enzima
de restriccion que se consider6 fue Xbal (TCTAGA) para el oligonucleétido sentido,
incluyendo el cod6n de inicio de la transcripcion ATG de cada gen, mientras que la
secuencia del oligonucleétido antisentido de cada gen de bud contenian el sitio de
restriccion para la enzima Pacl (TTAATTAA), para estas secuencias de oligonucledtidos
para bud no se tomd en cuenta el codon de paro (TAA, TAG o TGA) para poder llevar a
cabo el etiquetamiento en el extremo C-terminal. El uso de las enzimas de restriccion nos
permitio generar extremos cohesivos para poder introducir cada una de las secuencias al
vector de clonacion correspondiente (Tabla 111). Antes de enviar a sintetizar cada uno de los
oligonucleétidos se analizaron con el software FastPCR Professional® versién 6.0.196 beta
2 para identificar la posible formacion de dimeros y horquillamientos no deseados, asi
como los parametros fisicos y quimicos de los oligonucleétidos (Tm, % G-C, % A-T) y su
estabilidad interna. Esto ultimo es importante para establecer las condiciones de reaccion
Optimas y para incrementar las probabilidades de obtener un resultado positivo en la

amplificacion.
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Tabla 11. Oligonucledtidos usados en este estudio. Las secuencias de reconocimiento de las
enzimas de restriccion se encuentran sefialadas en negritas y el codén de inicio de la
transcripcion se encuentra subrayado.

Oligonucleotido Secuencia 5- 3 Referencia
SCDC24-F GGACTAGTATGAGCCTGTCCAACGG Este estudio
SCDC24-R CCTTAATTAACTCCAACAGTTCCCCTTC Este estudio
*CDC42-F TGCTCTAGAATGGTGACGGGAACTATC Este estudio
*CDC42-R CCTTAATTAACAGAATCAAGCACTTCTT Este estudio
*CDC24-F GGACTAGTATGAGCCTGTCCAACGG Este estudio
*CDC24-R CCTTAATTAACTCCAACAGTTCCCCTTC Este estudio
CDC42-F CAAX 5Phos-TTAATTAACATGGTGAGCAAGGGCG Este estudio
CDC42-R CAAX  5Phos-CTTCTTGTCCCTTTTACTTGTCTTTTTCTG Este estudio
‘BUD2-F GCTCTAGAATGGAAGGGAGGCACCCGGTT Este estudio
*‘BUD2-R CCTTAATTAAAATTCCCTTCTCGTGCCAGT Este estudio
*BUDS5-F GCTCTAGAATGCTAATGACACAGACGCCT Este estudio
*BUD5-R CCTTAATTAAGGTCTTAAAGGGTGACCA Este estudio

SEtiquetamiento en el extremo N-terminal.
*Etiquetamiento en el extremo C-terminal.

5.4.2 Vectores de clonacion

Los vectores empleados en este estudio se encuentran enlistados en la tabla I11. Asi mismo

se realiza una descripcion breve de sus caracteristicas.
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Tabla I11. Vectores para expresion fungica utilizados en el presente trabajo mostrando sus
caracteristicas principales.

Plasmido

Descrpcion

Referencia

PGEM®-T

Este vector de 3,015pb contiene dos timinas en el extremo 3’ de cada
cadena a las que se aparean la adenina terminal que afiade la
polimerasa termosensible a los productos de PCR permitiendo la
clonacion directa de productos de PCR en este vector de forma
eficiente.

Promega

PRM-12

Vector de expression flngica de 8,505pb derivado de pMF334.
Contiene el promotor Pccg-1, asi como el gen sgfp que se localiza rio
abajo del promotor flanqueado por el sitio de clonacion multiple.
Como marcador de seleccién contiene la p-lactamasa. Este vector
permite el etiquetamiento en el N-terminal de genes con la GFP y es
dirigido al locus his-3 para recombinacion homéloga.

Mourifio-Pérez, sin
publicar.

pCAP24.2

Vector de expresion flngica de 11,30pb derivado de pRM-12.
Contiene el promotor Pccg-1, sgfp::cdc-24 y como marcador de
seleccion B-lactamasa.

En este estudio

pPMF272

El tamafio de este vector integrativo y de expresion para N. crassa
presenta un tamafio de 8,479 pb. Contiene el promotor Pccg-1, asi
como el gen sgfp que se localiza rio abajo del promotor flanqueado
por el sitio de clonacion mdultiple. Como marcador de seleccidn
contiene la B-lactamasa. Este vector permite el etiquetamiento en el
C-terminal. Este plasmido se caracteriza por estar flanqueado por una
region que permite la recombinacion homologa en el locus his-3 y
una vez ocurrida la recombinacién homologa restablece
funcionalmente el alelo his-3.

Freitag et al., 2004

pIVi5.2

Vector integrativo y de expresién para N. crassa derivado de pMF272
y pMF24, presenta un tamafio de 9,779 pb. Contiene el promotor
Pccg-1, asi como el gen mcherryfp, localizado rio abajo del promotor
y flanqueado por el sitio de clonacion multiple. Este vector permite el
etiquetamiento en el C-terminal y es dirigido al locus his-3 para
recombinacion homologa.

Verdin et al.,
2009

pCAP42.1

Vector de expresion fingica de 9,404 pb derivado del plasmido
pMF272. Contiene el promotor Pccg-1, cdc-42::sgfp y como
marcador de seleccion contiene la B-lactamasa.

Este estudio

pCAP42.2

Vector de expresion fingica de 9,946 pb derivado del plasmido
pJV15.2. Contiene el promotor Pccg-1, cdc-42::mchfp y como
marcador de seleccion presenta la p-lactamasa.

Este estudio

pCAP24.1

Vector de expresion flngica de 12,221 pb derivado del plasmido
pJV15.2. Contiene el promotor Pccg-1, cdc-24::mchfp y como
marcador de seleccion contiene la B-lactamasa.

Este estudio

pCAP5.1

Vector de expresion flngica de 12,728 pb derivado del plasmido
pMF272. Contiene el promotor Pccg-1, bud-5::sgfp y es dirigido al
locus his-3 para recombinacién homoéloga. Como marcador de
seleccidn en bacterias, contiene la B-lactamasa.

Este estudio

pCAP2.1

Vector de expresion flngica de 12,890 pb derivado del plasmido
pJV15.2. Contiene el promotor Pccg-1, bud-2::mchfp y es dirigido al
locus his-3 para recombinacién homoéloga. Como marcador de
seleccion presenta la p-lactamasa.

Este estudio
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5.4.3 Extraccién de DNA gendmico de N. crassa

Para la extraccion de DNA gendmico, se utilizd N. crassa cepa FGSC #988, la cual se
cultivo en un matraz Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de medio MMV liquido,
el cual se incubd de 3 a 5 dias a 28°C en completa oscuridad y de esta manera evitar la
formacién de conidios. El cultivo posteriormente se filtrd por medio de tela sintética tipo
“Magitel” estéril para eliminar la presencia de liquido. Subsecuentemente se realizaron
lavados con 1 litro de agua destilada estéril para eliminar el exceso de MMV. El micelio se
sec6 utilizando papel filtro de 125 mm de didmetro (Whatman®) estéril y se guardé en un
ultracongelador (Nuaire®) a una temperatura de -80°C hasta su uso. Antes de la extraccion
de DNA, el micelio congelado se tritur6 en un mortero preenfriado 30 min a -70°C en
presencia de nitrégeno liquido moliendo hasta obtener un polvo fino. La extraccion de
DNA gendmico de N. crassa se realizo6 utilizando el protocolo descrito por el fabricante del
kit comercial DNeasy® Plant Mini Kit (50) de QIAGEN.

5.4.4 Cuantificacion de DNA genémico

La concentracion de DNA gendmico se estimd aproximadamente al comparar con
concentraciones conocidas de DNA del fago lambda digerido con enzimas de restriccion
EcoRI-Hindlll, ambas muestras se sometieron en geles de agarosa al 1% vy visualizado

mediante tincién con bromuro de etidio.

5.4.5 Separacion de DNA mediante electroforesis

Se sometié el DNA gendmico a electroforesis en geles de agarosa (Sambrook y Russell
2001). La agarosa se prepar6 al 1% en amortiguador TAE 1X (Tris 40 mM; &cido acético
glacial 20 mM; EDTA 5 mM, pH 8.0) y bromuro de etidio al 0.1%. La separacion de los
fragmentos se llevd a cabo aplicando un voltaje constante de 80 V por un tiempo de 35-40
minutos en una camara de electroforesis (Mini-Sub, Cell GT, BioRad®) con el mismo
regulador (PowerPac Basic™ BioRad). EI DNA se visualizé al irradiar el gel con luz
ultravioleta bajo un transiluminador (Molecular imager GelDoc XR, BioRad®). El tamafio
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de las bandas se determind por comparacion con marcadores de tamafio de DNA (DNA del

fago A digerido con enzimas de restriccion EcoR1y Hind I11).

5.4.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

El DNA genémico que se obtuvo de la cepa FGSC #988 se utiliz6 como patron para
realizar la amplificacion de fragmentos de DNA mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador iCycler™ de
BioRad®. En estos experimentos se utilizaron como cebadores dos oligonucledtidos que
hibridaron en los extremos 5’ y 3’ del fragmento de DNA que se deseaba amplificar. Las
muestras que se usaron como molde, junto con los oligonucledtidos correspondientes, se
sometieron a una serie de ciclos de desnaturalizacion, union y extension del oligonucleétido
bajo la accion de una DNA polimerasa termoestable, resultando la amplificacion del
fragmento de DNA de interés, cuyos extremos quedaron definidos por la secuencia de los
oligonucledtidos utilizados. Para la amplificacion de cada uno de los fragmentos de interés
se utilizé una mezcla de reaccién que contenia: 1.5 ul del oligonucleétido sentido, 1.5 pl
del oligonucleétido antisentido, 2 ul de DNA gendmico y 45 pl de SuperMix (PCR
SuperMix High Fidelity, Invitrogen®) con capacidad de amplificacién de 1kb min™. Los
pardmetros de cada mezcla incluyeron: precalentamiento a 94°C durante 2 minutos,
seguido de 35 ciclos de una fase de 30 segundos a 94°C de desnaturalizacién, 30 segundos
a 55°C de alineamiento y 5 minutos a 68°C de extension, terminando con 10 minutos a

68°C de extension final.

5.4.7 Recuperacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa
Para la purificacion de los fragmentos de DNA de geles de agarosa se utilizd el Kit

QIAquick®Gel Extraction (Qiagen) bajo las recomendaciones del fabricante.
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5.4.8 Transformacion genética de E. coli

5.4.8.1 Obtencidn de células quimicamente competentes

La obtencion de células quimicamente competentes de E. coli se realizé de acuerdo a
Sambrook y Russell (2001): 5 ml de medio LB contenidos en un matraz Erlenmeyer de 100
ml se inoculd con una colonia fresca (no més de 24h de edad) de la bacteria DH5a y se dejo
incubar a 37°C durante toda la noche en agitacion a 200 rpm en un agitador orbital (Lab-
Line). El cultivo obtenido se adicion6 a 50ml de medio LB y se incub6 a 37°C a 250 rpm
hasta alcanzar una DOss de 0.5. Posteriormente, el cultivo bacteriano se mantuvo en hielo
durante 30 minutos, se centrifugd a 2500g por 10 minutos a 4°C y se desechd el
sobrenadante. Las bacterias recolectadas se colocaron sobre un bafio de hielo y se
resuspendieron suavemente en 30ml de una solucidn fria y estéril de MgCl, 80 mM y CaCl,
20mM, se sometieron a centrifugacion nuevamente bajo las mismas condiciones
desechando el sobrenadante. La pastilla de las células obtenidas se resuspendié de manera
muy suave en 2 ml de una solucidn fria y estéril de CaCl, 100 mM con glicerol al 15%. Las
celulas se dividieron en alicuotas de 50 ul en tubos Eppendorf de 1.5 ml y se almacenaron
inmediatamente a -70°C.

5.4.8.2 Transformacién de E. coli por choque térmico

La transformacion de células quimiocompetentes de la cepa DH5a (Invitrogen®) de E. coli
se realiz6 de acuerdo al siguiente protocolo: la transformacién de las células
quimiocompetentes se realiz6 utilizando 50 pl de células, y 5 pl de la ligacion. La mezcla
conteniendo las células se incubd por 30 minutos sobre una cama de hielo, inmediatamente
para provocar un choque térmico la mezcla se incub6d durante 2 minutos a 42°C, e
inmediatamente se incubd sobre hielo por 2 minutos. A la mezcla se le adicion6 900 pl de
medio LB y se incubaron 1h a 37°C con agitacién constante a 200-250 rpm en un agitador
orbital (LAB-LINE). Inmediatamente después se extendieron sobre una placa Petri
conteniendo medio solido LB-ampicilina previamente espatulado con 20 pl de X-gal (20mg
ml™) y 4pl de IPTG (10mM), incub&ndose durante 12h a 37°C para seleccionar las colonias

blancas (recombinantes) resistentes a ampicilina.
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5.4.9 Purificacion de DNA

5.4.9.1 Purificacién de DNA plasmidico

Para la purificacion de DNA plasmidico se utilizo el método de lisis-alcalina (Sambrook y
Russell, 2001), con la finalidad de analizar colonias que tuvieran la recombinante
requerida, el cual consiste en lo siguiente: En 3 ml de medio LB con el antibi6tico de
seleccion del plasmido, se inoculd con una colonia y se incub6 a 37°C en agitacion
constante durante toda la noche. Se recolect6 la pastilla bacteriana por centrifugacion a
13,000 rpm durante 1 minuto. Posteriormente la pastilla se resuspendié en vortex con 100
pl de amortiguador TER (Tris-HCI 50 mM, pH 8.0; EDTA 10 mM, pH 8.0; RNAsa 0.1 mg
ml™), resuspendida la mezcla, se adicionaron 150 pl de SDS alcalino (SDS 1%, NaOH 0.2
M), se mezcld por inversion suave y se incub6 5 minutos en hielo. Pasada la incubacién se
adicionaron 200 ul de acetato de sodio 3 M, pH 5.5, se mezcl6 por inversion suave y se
incubd en hielo durante 10 minutos. Finalizada la incubacién se centrifugd a 13,000 rpm
durante 15 minutos, recuperandose después el sobrenadante. Al sobrenadante obtenido se
le tratd con 1 pl de RNAsa 10 mM y se incub6 a 37°C durante 15 minutos. Después del
tratamiento con RNAsa, se precipitd con 2 volumenes de etanol absoluto y se incub6 a -20
por 30 minutos. Posterior a la incubacion se centrifug6é por 15 minutos a 13,000 rpm para
recuperar la pastilla. Posteriormente, la pastilla se lavd con 200 pl con etanol al 70%,
centrifugdndose 5 minutos a 13,000 rpm. Se dejé secar la pastilla durante 15 minutos a
temperatura ambiente y finalmente se resuspendié en 30 pl de TE 1/10 (Tris-HCI 10 mM,
pH 8.0; EDTA 1 mM, pH 8.0).

5.4.10 Tratamiento enzimético

5.4.10.1 Tratamiento con endonucleasas de restriccion

Para realizar el analisis de restriccion se siguieron las condiciones recomendadas por la
casa comercial (Invitrogen, New Englansd Biolabs o Promega). Cada mezcla de reaccion
contenia 1 unidad de enzima por cada pg de DNA con el amortiguador de digestion 10%

v/v. La mezcla se incub6 al menos 4 horas a la temperatura adecuada.
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5.4.10.2 Defosforilacion de extremos 5° de moléculas de DNA

Para disminuir la frecuencia de reacciones intramoleculares de ligacidén en vectores al ser
ligados con insertos, el vector linearizado se tratdé con la enzima fosfatasa alcalina de
camarén (SAP) (Promega). La mezcla de reaccion contenia 1 unidad de SAP por cada 50
ng de plasmido linearizado. Para que se llevara a cabo la reaccion se incub6 a 37°C durante

1 hora. Transcurrido este tiempo se inactivo la SAP incubando a 65°C por 15 minutos.

5.4.10.3 Ligacion de fragmentos de DNA a vectores de clonacién

La ligacion de los fragmentos de DNA se llevé a cabo utilizando la enzima T4 DNA ligasa
(Invitrogen o Promega). El vector previamente tratado con fosfatasa alcalina y el inserto a
ligar se mezclaron en una relacion 1:3, utilizando un volumen final de 15 ul, en
amortiguador de ligacion a una concentracion final del 10% v/v y 1 unidad de enzima, la

mezcla se incub6 toda la noche a 25°C.

5.4.11 Seleccion y verificacién de clonas positivas

Las colonias bacterianas resistentes a ampicilina fueron sometidas a un ensayo de PCR de
colonia. Para ello con un palillo de madera estéril se tomé una parte de la colonia
bacteriana, se inoculd en una placa conteniendo medio LB-s6lido con ampicilina y el resto
se introdujo en un tubo para PCR conteniendo: 2ul de amortiguador Green GoTaq flexi,
1ul de MgCl, (50mM), 1l de dNTP’s (2.5 mM), 1ul de oligonucleétido sentido 10uM y
1ul de oligonucledtido antisentido 10uM, 12.8ul de agua destilada y 0.25ul de polimerasa
GoTaq (Promega®). Las condiciones de amplificacién incluyeron una desnaturalizacion
inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de una fase de desnaturalizacion a 95°C
por 30 segundos, posteriormente una fase de alineamiento a 58°C por 30 segundos y
finalmente una fase de extension a 72°C por 4 minutos. Cuando se completaron los 35
ciclos se programo una extension final de 72°C por 8 minutos y para finalizar la reaccion se

mantuvo a 4°C. Los productos de la PCR de colonia fueron sometidos a una electroforesis
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como se describe en la seccidn V.4.5. Las clonas que dieron positivo en la PCR de colonia
fueron inoculadas cada una en 5ml de medio LB-liquido con ampicilina, e incubadas por 12
a 14 horas a 37°C en agitacion constante a 225rpm para posteriormente realizar la
extraccion de DNA plasmidico como se describe en la seccién V.4.9.1. Obtenido el DNA
plasmidico se realizé una prueba de restriccion como se sefiala en la secciéon V.4.10.1, para
corroborar que el inserto se encontraba dentro del pldsmido con los sitios de clonacion

intactos.

5.4.12 Delecion de dominio con motivo CAAX

Para la eliminacién de dominios CAAX, se utilizo la técnica de mutagénesis sitio dirigido.
Esta técnica es facil de realizar para eliminar dominios simples o bien eliminar partes
grandes de genes de interés via PCR. Para ello se utilizo el plasmido pCAP42.1 descrito en
la tabla 111, y el cual se us6 como cadena patron para realizar la modificacion del dominio
de interés. La amplificacion se llevé a cabo en un termociclador NYX Technik Modelo
ATC401 de Instrumental Pasteur S.R.L. En este experimento se utiliz6 un par de
oligonucleétidos con modificacion especial en el extremo 5 de cada oligonucledtido (Tabla
I1). La muestra que se us6 como molde, junto con los cebadores correspondientes, se
sometieron a una serie de ciclos de desnaturalizacion, unién y extension del oligonucle6tido
bajo la accién de una DNA polimerasa termoestable, resultando la amplificacion del vector
pCAP42.1 pero sin el dominio CAAX. Para la amplificacion de este vector, se utilizé una
mezcla de reaccion que contenia: 32.5 ul de agua HPLC estéril, 10 pl de amortiguador 5X
Phusion HP (New England, BioLabs® ), 1 ul de desoxinucledtidos o dNTP’s 10 mM
(Promega), 2.5 ul de oligonucledtido sentido 10 uM, 2.5 ul de oligonucledtido antisentido
10 pM y 0.5 pl de DNA polimerasa Phusion® (Phusion® High-Fidelity, New England,
BioLabs) con capacidad de amplificacién de 15 — 30kb min™. Los parametros utilizados
para la mezcla de amplificacion fue: precalentamiento a 98°C durante 1 minuto, seguido de
30 ciclos de una fase de 1 minuto a 98°C de desnaturalizacién, 1 minuto a 52°C de
alineamiento y 5 minutos a 72°C de extension, terminando con 10 minutos a 72°C de
extension final. Posteriormente, el resultado de PCR fue sometido a una reaccion de
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digestion directamente con 1 pl de enzima Dpnl (esta enzima corta templado de DNA
metilado, New England, BioLabs) incubandose a 37°C por un periodo de 1h. Transcurrido
el tiempo de incubacién, la enzima es inactivada a 68°C por 20 minutos. Seguido de la
reaccion de digestion e inactivacion, la mezcla se sujet6 a una reaccion de ligacion que
consistio en 8 pl del producto de PCR con su respectivo tratamiento y 1 pl de amortiguador
T, ligasa 10X (Promega), esta reaccion se incubd durante 1 minuto a 68°C, se enfrié en
hielo rapidamente y después se le afiadié 1 pl de DNA T, ligasa, finalmente se incub6 toda
la noche a 16°C para posteriormente transformar el producto de ligacion en E. coli de
acuerdo a lo descrito en la seccién V.4.8.2.

5.4.13 Transformacion genética de N. crassa

Para realizar la transformacion de macroconidios de N. crassa se utilizé la cepa del FGSC
#9717. La cepa 9717 tiene una mutacion en el gen mus-51, que impide que se lleve a cabo
una recombinacion ectdpica, asi que la cepa solo realizara recombinacion homéloga. La
cepa se cultivd en un matraz Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 200ml de MMV sdélido
suplementado con 25 mg ml™ de histidina. La incubacion se realizé por 14 a 15 dias a una
temperatura de 28°C. Una vez que en el cultivo se formaron los suficientes macroconidios,
éstos fueron resuspendidos en agua destilada estéril. Los macroconidios fueron transferidos
a tubos conicos estériles y frios de 50 ml (FALCON®). Se centrifugaron en frio en una
centrifuga MultiFuge 15-R Heraeus, por 5 minutos a 2500 rpm. Posteriormente, se
realizaron lavados tanto en agua destilada/desionizada estéril como en sorbitol 1 M esteril y
frio. Para optimizar la transformacion de los macroconidios se utilizd una suspension con
una concentracion de 2.5X10° macroconidios mI™ o una suspensién de macroconidios con
una densidad dptica (ODeggo) entre 0.2 a 1.0 utilizando espectrofotometro (Modelo 6505,
JENWAY UV/Vis).

La transformacion de los macroconidios de N. crassa se realizd6 mediante la técnica de
electroporacién. En una celda para electroporacién se colocaron 90 pl de macroconidios y
10 pl de pladsmido respectivo sin linealizar. Se aplicdé un pulso eléctrico con un
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electroporador Gen Pulser Xcell System (Modelo 165-2660 BIO-RAD) a un voltaje de
1,500 volts (V), una capacitancia de 25 microfaradios (UF) y una resistencia de 600 Ohms
(Q) durante 14 milisegundos (ms). Inmediatamente después del pulso eléctrico, los
macroconidios fueron resuspendidos en 1 ml de sorbitol 1 M, y posteriormente, la mezcla
de macroconidios-sorbitol, se resuspendié en 5 ml de solucién de recuperacién incubandose
a 30°C con agitacién suave por 4 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion los
macroconidios se sembraron en 4 placas de Petri conteniendo medio agar FGS incubandose
a 30°C por 4 a 5 dias.

5.4.14 Recuperacion de transformantes de N. crassa

Las transformantes se recuperaron resembrandolas en tubos de borosilicato de 12X75mm
(PYREX®) conteniendo MMV con o sin marcador de seleccién, en forma oblicua para
obtener mayor superficie de cultivo. Se incubaron a una temperatura de 28°C hasta que el
micelio se encontraba maduro y con abundante produccion de esporas aexuales. Los
macroconidos se revisaron bajo un microscopio invertido (Carl Zeiss Axiovert 200)
equipado con una lampara de fluorescencia que permitid seleccionar aquellas

transformantes que expresaron fluorescencia.

5.4.15 Analisis bajo microscopia

5.4.15.1 Microscopia de bajo aumento

Para el andlisis de la morfologia colonial e hifal de las células de N. crassa se usé un
microscopio estereoscopico Olympus SZX12 equipado con un lente adaptador de 0.097X.
Las imagenes fueron capturadas con una camara Olympus DP70 que operaba con el
Software DP Controler Olympus compatible para Windows.
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5.4.15.2 Microscopia de alto aumento

Para analizar las células de N. crassa se utilizd la técnica de bloque invertido (Hickey et al.,
2004). Para el caso de germinulas se sembraron diluciones de macroconidios en MMV
liguido en una camara de cultivo para microscopia cubierta con poli-L-lisina (lIbidi,
Integrated BioDiagnostics), asi como también se realizaron siembras en placas de Petri
conteniendo MMV sélido, ambos cultivos se incubaron a 28°C. Una vez que las células
contenidas en la camara de cultivo germinaron, la muestra se analizd bajo microscopia
confocal. En el caso de los cultivos en placas de Petri conteniendo las germinulas, se
realizé un corte de un bloque de agar en forma rectangular y se procedi6 al analisis bajo el
microscopio confocal (Figura 8). En el caso de hifas maduras, las células se cultivaron en
MMV solido incubdndose a 20°C, cuando las células formaron una colonia de
aproximadamente 5 cm de didmetro, se realizé el corte de un bloque de MMV en la
periferia de la colonia en forma rectangular, y después de un periodo de recuperacion de 5 a

10 minutos, se procedio al analisis bajo el microscopio (Figura 8).
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Figura 8. Representacion esquematica de la técnica de bloque invertido (Modificado de
Hickey et al., 2004).
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Se utiliz6 un microscopio confocal invertido de escaneo con laser LSM-510 META (Carl
Zeiss, Gottingen, Alemania) equipado con un objetivo de inmersion 100X de contraste de
fases (N.A. 13: Plan Neofluar, Carl Zeiss). Para examinar la expresion de la YFP y GFP se
utiliz6 un laser de Argon/2 con una Exc/Em 514/527nm para la YFP y una Exc/Em
488/505-530 nm para la GFP. Para la expresion de la mCherryFP se usé un laser de
Hel/Nel Exc/Em 543/600-630nm. Este microscopio, es equipado con un fotomultiplicador
que permitié capturar imagenes tanto de fluorescencia como de contraste de fases. Para la
obtencién de imagenes y series de tiempo se utiliz6 el software LSM-510 version 3.2 (Carl
Zeiss) y se evaluaron con el LSM-510 Image Examiner version 3.2. Las imagenes
obtenidas fueron convertidas a formato TIFF (Tagged Image File Format). Las secuencias
de imagenes obtenidas se transformaron a formato AVI (Audio/Video Interleave) utilizando
el software LSM Examiner versién 3.2. El procesamiento de imagenes individuales y
reconstrucciones, se realizaron utilizando el programa de cémputo Adobe Photoshop® CS3
y Abobe Illustrator® CS5.

5.4.16 Fluorocromos e inhibidores

5.4.16.1 FM4-64

El uso del colorante FM4-64 (Molecular probes, Invitrogen®) o N-(3-trietilamoniopropil)-
4-(6-(4-dietilamino)fenil)hexatrienil)piridio dibromuro, ha sido una herramienta clave en
estudios con células in vivo que ha permitido en el campo de la biologia celular analizar en
detalle procesos tales como la endocitosis y el trafico de vesiculas secretoras. EI FM4-64,
es un colorante vital que se ha utilizado para tefiir a un grupo de vesiculas que se
encuentran en el apice celular donde se localiza el Spk. La solucién stock de este colorante
se prepar6 a una concentracion de 0.25 mM en dimetilsulfoxido 100% (DMSOQ) y se usé a
una concentracion de trabajo de 25 uM. Como agente diluyente se utilizd6 MMV liquido.
Para detectar la fluoresencia del FM4-64 se utiliz6 un laser de Argdn/2 Exc/Em 514/670

nm.
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5.4.16.2 Inhibidores del citoesqueleto celular

Como inhibidores del citoesqueleto celular fungico, se utilizd6 Carbamato de metilo 1-
[butilaminocarbonil]  2-benzimidazol o benomilo (Sigma-Aldrich). Esta droga
despolimeriza a los microtibulos del cito esqueleto. Se prepar6 a una concentracion de
trabajo de 10 mg ml™ de acuerdo a lo descrito por Delgado-Alvarez et al. (2010). Por otra
parte, el segundo inhibidor utilizado fue la citocalasina-A. Esta droga es un
despolimerizador de los filamentos de actina, y se usé a una concentracién de 1pg ml™

segun lo descrito por Delgado-Alvarez et al. (2010).
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6. Resultados
6.1 La actividad coordinada de CDC-42 y RAC es requerida para la polaridad celular,
la integridad del Spitzenkdrper y el crecimiento de N. crassa

6.1.1 Caracterizacion de las mutantes condicionales de cdc-42 y rac en N. crassa

Con la finalidad de analizar las funciones de CDC-42 y RAC durante el crecimiento
polarizado en el hongo filamentoso N. crassa, se analizaron las mutantes condicionales cdc-
42(18-4) y rac(7-1) generadas por Richthammer (2011) mediante el uso de una técnica de
mutagénesis in vivo denominada repeticiones inducidas por mutaciones puntuales o RIP
(por sus siglas en inglés: Repeat induced point mutation). RIP permite la introduccion de
mutaciones puntuales en genes de N. crassa como parte del mecanismo de defensa del
hongo, mediante la inactivaciéon de secuencias duplicadas cuando las cepas con las
secuencias repetidas son intercambiadas a través de una cruza sexual (Selker, 1990). En
este trabajo, se realizd el analisis de dichas mutantes sensibles a temperatura, tanto en
condiciones permisivas (<32°C), como en condiciones restrictivas (37°C) con microscopia
de bajo y alto aumento. En general, bajo condiciones permisivas, estas cepas exhibieron
una morfologia muy similar a la cepa silvestre (Figura 9A). Sin embargo, cuando los
cultivos se sometieron a una temperatura restrictiva, las cepas mostraron fenotipos
aberrantes (Figura 9A). Analisis de hifas de estas cepas tefiidas con el colorante vital FM4-
64 bajo microscopia de alta solucién, revelaron una acumulacion del colorante en los apices
celulares, pero sin mostrar un Spitzenkdrper (Spk) de forma tipica como lo muestra la cepa
control (Figura 9B). Los septos en las cepas termosensibles fueron localizados muy cerca
de la zona apical. La cepa cdc-42(18-4) crecida a temperatura restrictiva de 37°C, mostrd
tanto por microscopia de bajo y alto aumento, algunas ramificaciones apicales, pero los
defectos mas pronunciados fueron, la pérdida de la polaridad apical, la generacién de
ramificaciones subapicales y la presencia de apices hinchados (Figura 9). Por otra parte, las
hifas de la mutante rac(7-1) después de 1h de incubacion a 37°C, mostraron en sus apices
un crecimiento hinchado o crecimiento apolar; posteriormente, el crecimiento polar se

reanudd después de varias horas de incubacion (aprox. 3h, 37°C), mostrando una hiper-



57

ramificacion pronunciada y dando como resultado final en la periferia de la colonia fungica,

una forma de arbol y una colonia compacta (Figura 9A).
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Figura 9. Mutantes condicionales de cdc-42 y rac revelan defectos en la polaridad celular. (A)
Andlisis bajo microscopio estereoscopico de wt, cdc-42(18-4) y rac(7-1) crecidas a temperatura
permisiva (TP:<32°C) y a temperatura restrictiva (TR:37°C) por 1 hora, 3 horas de incubacion y
germinadas a temperatura restrictiva. (B) Andlisis a alto aumento mediante microscopia confocal de las
cepas wt, cdc-42(18-4) y rac(7-1) incubadas a 37°C y tefiidas con FM4-64. Observar que ambas cepas
mutantes, revelan defectos morfoldgicos severos comparados con la cepa control. Flecha negra, sefiala el
Spk en el 4pice de la cepa control; flechas blancas, indican el acimulo del colorante FM4-64 dentro de la
region apical de las hifas sin formar un Spk tipico; cabezas de flechas, sefialan la posicién de los septos
en ambas cepas.
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6.1.2 Caracterizacion de las mutantes Acdc-42 y Arac en N. crassa

Las mutantes por delecién de Acdc-42 y Arac mostraron morfologias severas a nivel de
colonia, dando como resultados colonias compactas (Figura 10A). Asi mismo, el analisis
bajo el microscopio estereoscOpico permitid observar irregularidades en el crecimiento de
las hifas, con apices hinchados que van dando lugar a hifas distorsionadas, esta distorsion
es una consecuencia de la pérdida temporal de la polaridad y el periodo de re-iniciacion del
crecimiento polarizado en los sitios apicales (Figura 10B).

Cuando se tifieron con el colorante FM4-64, las hifas de Acdc-42 mostraron una
acumulacion de dicho colorante en las areas apicales y subapicales, y no pudo observarse
un Spk definido. Por otro lado, también se pudo observar que los septos se formaron cerca
de la zona apical y cercana uno del otro, dando como resultado compartimientos celulares
reducidos (Figura 10C). Por otra parte, la mutante de la cepa Adrac al ser analizada por
microscopia de alto aumento, se caracterizd por su produccion abundante de ramificaciones
apicales (Figura 10C), asi mismo, la acumulacién del colorante FM4-64 en la region apical
fue mucho menor en comparacion con la presencia del colorante en los apices de las hifas
de dcdc-42. Estas observaciones corroboran que RAC y CDC-42 son componentes criticos

para mantener la polaridad y son requeridas para el ensamblaje del Spk.
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Figura 10. Las cepas fungicas de Adcdc-42 y Arac son viables, pero su morfologia es fuertemente
afectada. (A) Colonias fungicas de las cepas silvestre (wWt), dcdc-42 y Arac. Acdc-42 'y Arac muestran
colonias compactas y pequefias en comparacion con la cepa control. (B) Anélisis a baja resolucion de
microcolonias de wt, dcdc-42 y Arac, las dos Gltimas cepas muestran una morfologia afectada. (C) Analisis
de alta resolucién de hifas maduras de wr, Acdc-42 'y Arac, tefiidas con el colorante FM4-64. Las cepas Acdc-
42 y Arac muestran defectos severos en la polaridad celular. Cabeza de flecha negra, sefiala la acumulacién de
FM4-64 en la region apical de la cepa control mostrando un Spk de forma tipica; flechas negras, sefialan la
acumulacion del FM4-64 en regiones apicales de las hifas de Acdc-42 sin formar un Spk tipico; flechas
blancas (panel superior), indican la presencia de septos; cabeza de flecha blanca, muestra una region de
hinchamiento; flechas blancas (panel inferior), muestran la acumulacién del colorante FM4-64 en las areas
apicales de las hifas de 4rac sin formar un Spk tipico.
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6.1.3 Caracterizacion de las dobles mutantes de rac;cdc-42 en N. crassa

Las ascosporas resultantes de una cruza entre N. crassa Arac y N. crassa Acdc-42, pudieron
germinar por un periodo limitado y con defectos severos de polaridad; tras ese periodo
inicial, no pudieron mantener un crecimiento polarizado, lo que sugiere que la doble
mutante Arac; Acdc-42 es letal (Figura 11A). Para solventar esto, se analiz6 la cepa
condicional doble mutante de rac(7-1);cdc42(18-4). Esta cepa condicional doble mutante,
mostro defectos en la polaridad celular al ser transferida a una temperatura restrictiva de
37°C (Figura 11B). A 37°C se observé una pronunciada hiper-ramificacion apical, un
hinchamiento del apice, asi como de los compartimientos subapicales de las hifas, y
también se visualizé un incremento en el nimero de septos (Figura 11B). Después de 3
horas de incubacién a temperatura restrictiva, la polaridad de las células se perdié y los
compartimientos celulares se lisaron y las células murieron (Figura 11B). El fenotipo de la
cepa rac(7-1);cdc42(18-4) a bajo aumento se corrobord posteriormente a alto aumento,
utilizando el colorante FM4-64, donde se observé que la organizacion tipica de las hifas se
perdié (Figura 11C). La incubacidn de los conidios de rac(7-1);cdc-42(18-4) a temperatura
restrictiva no permitié la formacion germinulas viables, solo crecieron en forma isotrépica
y posteriormente se lisaron, pero el cambio de una temperatura restrictiva a una temperatura
permisiva permitié observar la generacion de maltiples tubos germinativos (Figura 11B),
los cuales emergieron principalmente en uno de los lados del macroconidio, sugiriendo que
las sefiales requeridas para el establecimiento de la polaridad no estaban confinadas en un
solo punto, sino en una amplia regidn de la célula. Estos resultados sugieren que ambas
GTPasas tienen una funcion esencial y comun durante el establecimiento y mantenimiento

de la polaridad celular.
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Germinacion a 37°C

cdc-42(18-4);rac(7-1)
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Figura 11. La cepa doble mutante de rac y cdc-42 es letal. (A) Una ascospora de la cepa doble mutante
Arac;Acdc-42 'y de la cepa control wt fueron activadas y crecidas en medio selectivo. Arac,; Acdc-42 muestra
una germinacion apolar, sin embargo no es viable. (B) Andlisis a bajo aumento de la cepa mutante
condicional cdc-42(18-4);rac(7-1) crecida a temperatura permisiva y posteriormente cambiada a temperatura
restrictiva de 37°C a 1h, 3h de incubacion y germinadas a 37°C. Observar que durante la germinacién a
37°C, los macroconidios se desarrollan de forma hinchada sin mostrar algin tipo de polaridad celular, pero
cuando se hace el cambio a temperatura permisiva los macroconidios germinan formando multiples tubos
germinativos a un lado de los macroconidios. (C) Anélisis a alto aumento de hifas maduras crecidas a
temperatura restrictiva y tefiidas con el colorante FM4-64, muestran hifas hinchadas con multiples septos.
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6.2 CDC-24 es una proteina esencial para el crecimiento, la polaridad celular y la

morfogénesis fingica en N. crassa

6.2.1 Caracterizacion de las mutantes por delecién y condicionales de cdc-24 en N.
crassa

El proyecto genoma de Neurospora ha generado cepas heterocarioticas que contienen la
delecion del GEF cdc-24. La mayoria de ascosporas homocariones de las cepas knockout
de cdc-24, no germinaron. Sin embargo aquellas ascosporas que germinaron, lo hicieron de
manera apolar y posteriormente las células se lisaban, lo cual sugiere que cdc-24 es esencial
para la viabilidad en N. crassa (Figura 12A). Para corroborar este hecho, se analizo el
fenotipo de tres mutantes condicionales de cdc-24 que corresponden a cdc-24(10-19), cdc-
24(19-3) y cdc-24(24-21) (Apendice B), las cuales fueron generadas por Seiler y Plamann
(2003).

Estas mutantes condicionales mostraron mdultiples formas con hiper-ramificaciones vy
pérdida de la polaridad celular (Figura 12B, C). Cuando la cepa cdc-24(10-19) fue crecida a
una temperatura restrictiva de 37°C, la cepa mostré una pronunciada hiper-ramificacion,
dando como resultado la formacién de hifas con apariencia de &rbol, luciendo muy similar a
las caracteristicas observadas en la cepa rac(7-1). La observacion al microscopio confocal,
permitio la visualizacidn de hifas distorsionadas, sin embargo, las hifas continuaron
manteniendo un crecimiento polar, sin una organizacion interna caracteristica ya que el Spk
se observaba en forma atipica, los nucleos se encontraban muy cerca del apice y no se
observaron mitocondrias alargadas (Figura 12C). No obstante, los defectos morfoldgicos
mas severos fueron observados en las cepas cdc-24(19-3) y cdc-24(24-21), donde las hifas
ramificaron excesivamente en la regién apical y area subapical. Esto fue acompafiado
también por el hinchamiento de los apices celulares y la formacion de multiples septos,
dando lugar a células esféricas en forma de cadena y sin mostrar una organizacion
intracelular tipica (Figura 12C). Los apices celulares de estas dos cepas, perdieron por
completo la polaridad celular dando lugar a un crecimiento isotrépico y en algunos casos se
presento la lisis celular. Los defectos mostrados por las cepas cdc-24(19-3) y cdc-24(24-21)
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fueron muy similares a los observados en la cepa condicional doble mutante rac(7-1);cdc-
24(18-4) (Figura 12C).

Cuando los conidios de las tres mutantes condicionales de cdc-24 fueron germinados a
37°C las caracteristicas de polaridad fueron muy similares a las mostradas en hifas maduras
y a nivel de colonia. cdc-24(10-19) formd pequefias colonias (microcolonias) hiper-
ramificadas; similarmente, la cepa cdc-24(19-3) también mostré una notable hiper-
ramificacion de la microcolonia, acompafiada por un hinchamiento en los apices celulares,
asi como hinchamiento celular en las regiones subapicales. Sin embargo, los conidios de la
cepa cdc-24(24-21) fueron incapaces de polarizarse y por ende, el crecimiento se vio

limitado sélo a un crecimiento isotropico.
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Figura 12. La proteina CDC-24 es esencial para la viabilidad y las cepas condicionantes rac y cdc-24
muestran defectos en sus morfologias. (A) Crecimiento de una ascospora de la cepa mutante Acdc-24,
crecida en medio selectivo muestra una germinacién apolar y posteriormente muere.(B) Analisis a bajo
aumento de las cepas condicionales de N. crassa cdc-24(10-19), cdc-24(19-3) y cdc-24(24-21) cultivadas a
temperatura permisiva y posteriormente incubadas a 37°C por 1h, 3h y geminadas a 37°C. Observar que en la
cepa cdc-24(10-19) muestra hiper-ramificacion en las puntas al igual que en la cepa cdc-24(19-3), no
obstante, en la cepa cdc-24(24-21) se observan los apices celulares de forma abultada. (C) Hifas maduras de
las cepas cdc-24(10-19), cdc-24(19-3) y cdc-24(24-21) tefiidas con FM4-64 muestran defectos en la polaridad
celular, asi como la formacion excesiva de septos. Flecha blancas, indican la acumulacion del colorante FM4-
64 en los apices celulares mostrando un Spk desorganizado sin una forma tipica.

6.3 El crecimiento de las mutantes del médulo CDC-42 — RAC — CDC-24 es afectado
por la pérdida de polaridad en N. crassa

Se calculd la tasa de elongacién de la cepa silvestre, de las mutantes por delecion de Adcdc-
42 y Arac, mutantes condicionales cdc-42(18-4), rac(7-1), cdc-24(10-19), cdc-24(19-3),
cdc-24(24-21), asi como de la doble mutante condicional cdc-42(18-4);rac(7-1) para
observar las diferencias entre ellas. Las condiciones en las que fueron incubadas para tomar
la lectura de crecimiento fue de 37°C. Cabe sefialar que la mutante sencilla por delecién
Acdce-24 y la doble mutante dcdc-42;Arac son letales, asi que las tasas de crecimiento en
ambas cepas es considerada como cero. En la figura 13, podemos observar claramente que
las mutantes por delecién y las mutantes condicionales muestran una tasa de elongacién
menor comparada con la cepa silvestre. La cepa silvestre mostré una elongacién de 4.38 +
0.28 pum min, no obstante, en las cepas mutantes tanto por delecion como sensibles a
temperatura, la tasa de crecimiento no alcanzé ni 1 pm min™. Estos resultados corroboran
que cada una de las proteinas GTPasas y de la proteina GEF para N. crassa, son proteinas

esenciales para llevar a cabo un crecimiento polar.
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Figure 13. Tasa de elongacion de las mutantes del médulo CDC-42 - RAC - CDC-24. Tasa de elongacion
de la cepa silvestre, mutantes por delecion y mutantes sensibles a temperatura de N. crassa incubadas a 37°C.
(m) media, (0) error estandar, (I) intervalo de confianza al 95%.
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6.4 CDC-42, RAC y CDC-24 muestran distintos patrones de localizacion intracelular

durante la polarizacién celular y extension apical.

6.4.1 Obtencidn del vector recombinante pCAP24.3

Se logr6 amplificar un fragmento de 2,912pb correspondiente a cdc-24 (Figura 14A), por lo
que la construccion del vector recombinante pCAP24.3 se llevd a cabo mediante la
insercion del amplicdn de cdc-24 digerido con las enzimas de restriccion Spel y Pacl en el
sitio de clonacion maltiple del vector de clonacion pRM-12, digerido igualmente con las
mismas enzimas (Figura 14B). Ambos fragmentos obtenidos fueron ligados mediante una
reaccion de ligacion y el vector recombinante se usd para transformar E. coli DH5a,
obteniendo alrededor de 50 colonias. Para verificar que las colonias bacterianas obtenidas
tuvieran el vector recombinante pCAP24.3, se llevé a cabo una PCR de colonia de 12 de las
colonias obtenidas (Figura 14C). De las 12 clonas obtenidas 7 fueron positivas. Se
seleccionaron 4 de estas clonas, se obtuvo ADN plasmidico y se digirié con las enzimas
Spel-Pacl respectivamente, mostrando la liberacion de cdc-24 e indicando que el gen se
integro correctamente dentro del vector pMR-12 (Figura 14D).
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Figura 14. Construccion del vector recombinante pCAP24.3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio a una concentracion de 0.1 pug ml™. (A) muestra el resultado de PCR de alta fidelidad
para cdc-24 mostrando un amplicon de un tamafio aproximado de 2,912 pb; (B) cdc-24 (carril 1) y el vector
de clonacién pRM-12 (carril 2) digeridos con Spel y Pacl; (C) PCR de colonia mostrando en los carriles
1,2,3,4,6,7 y 9 las clonas positivas; (D) resultado de la digestion del vector recombinante pCAP24.3 con las
enzimas Spel y Pacl mostrando la liberacion de cdc-24.
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6.4.2 Analisis intracelular de las proteinas CDC-42, RAC y CDC-24 etiquetadas con
proteinas fluorescentes en hifas maduras de N. crassa

Las cepas de N. crassa mutantes simple, en las cuales se expresd una copia de las GTPasas
CDC-42 y RAC etiquetadas en el extremo amino terminal con la proteina amarillo
fluorescente (YFP, por sus siglas en inglés), muestran que los defectos de crecimiento son
complementados, indicando una correcta funcionalidad de los constructos (Richthammer,
2011). En este trabajo, se observd bajo microscopia confocal de escaneo por laser, que en
las hifas en crecimiento, YFP-CDC-42 se encuentra en los apices celulares en forma de
media luna y esta localizacion fue asociada a membrana plasmética (Figura 15A). En
contraste, YFP-RAC se encontrd asociada a membrana pero mostrando una localizacion
diferente, en forma de anillo excluyendo mayormente la zona apical, la cual es ocupada por
YFP-CDC-42 (Figura 15B). No obstante, como era de esperarse por la doble funcion que
presenta la GEF CDC-24 hacia CDC-42 y RAC, la localizacion de GFP-CDC-24 en el N-
terminal se sobrelapa con la localizacion de las dos GTPasas CDC-42 y RAC, ya que la
distribucion de CDC-24 fue en el &pice de las hifas en forma de capucha (Figura 15C).
Interesantemente, GFP-CDC-24 no fue exclusivamente asociada con la membrana apical
como las otras GTPasas, sino que también se localizd en una region citosolica dentro del
domo apical rodeando al Spk de manera muy dindmica (Figura 15D). Esto pudo ser
observado claramente al tefiir las hifas del hongo con el colorante FM4-64, lo cual permitié
observar que CDC-24 fue excluido de la region central del Spk (Figura 15D). En resumen,
el mddulo constituido por las GTPasas y el GEF CDC-42 — RAC - CDC-24, muestran
distintos patrones de localizacion en los apices de las hifas maduras del hongo filamentoso

N. crassa.
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Figura 15. CDC-42, RAC y CDC-24 muestran distintos patrones de localizacion en los apices de hifas
maduras. Imagenes obtenidas por microscopia confocal de escaneo por laser de las cepas marcadas con
proteinas fluorescentes en hifas maduras de N. crassa. (A) YFP-CDC-42, se localiza asociada a la membrana
plasmética formando una capucha cortical; (B) YFP-RAC, se localiza asociada a membrana plasmatica
formando un anillo cortical; (C) GFP-CDC-24, se localizé ocupando una posicion estratégica dentro del
domo apical, confindndose como una amplia media luna en el apice, cubriendo el patrén de localizacién de
ambas GTPasas CDC-42 y RAC, asi mismo se ubicd6 CDC-24 rodeando al Spk. (D) Serie de tiempo
mostrando la colocalizacién de la proteina CDC-24 con el colorante FM4-64. Las flechas, indican la
acumulacion de CDC-24 en el citosol, observandose la exclusion del ndcleo del Spk. Tiempo en min:seg.
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6.4.3 CDC-42 y RAC participan en la formacion del septo en hifas maduras de N.
crassa

Se realizd la captura de series de tiempo por el canal de fluorescencia para determinar si
estas proteinas estaban involucradas con la formacion de septos. Las GTPasas CDC-42 y
RAC son observadas durante la formacion del septo (Figura 16), no obstante para el caso
del GEF CDC-24 no se pudo detectar fluorescencia durante este proceso de la morfogénesis
del hongo N. crassa, lo cual indica que CDC-24 no participa en la formacidn de septos.



73

YEFP-CDC-42

YFP-RAC

05:06

GFP-CDC-24

00:00

Contraste de fases

Figura 16. CDC-42 y RAC se localizan en los septos. Series de tiempo mediante microscopia confocal
durante la formacion de septos en hifas maduras de N. crassa en las cepas (A) YFP-CDC-42, (B) YFP-
RAC, (C) GFP-CDC-24. Flecha blanca, indica la formacion de un septo detectado por el canal de
fluorescencia; flecha negra, sefiala al mismo septo por contraste de fases. Tiempo en min:seg.
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6.4.4 CDC-42 y RAC participan durante el proceso de formacion de ramificaciones
laterales en hifas maduras de N. crassa

Para este proceso de morfogénesis se analizaron alrededor de 10 diez series de tiempo para
CDC-42, RAC y CDC-24. Se observo que CDC-42 y RAC son las que participan en la
formacion de ramas laterales. En una serie de tiempo (Figura 17) se visualiza claramente
una ligera fluorescencia de ambas GTPasas en la membrana lateral de la region subapical
de las hifas (Figura 17A, B), aproximadamente de 20 a 70 seg antes de la aparicién de la
nueva ramificacion. Este hecho sugiere la participacion de CDC-42 y RAC en el
establecimiento de un nuevo sitio de polaridad.

Interesantemente, la acumulacion de CDC-42 en los futuros sitios de ramificacion fue
aproximadamente > 1 minuto antes de la emergencia de la ramificacion lateral, mientras
que RAC se localizé sélo < 20 segundos antes. Ambas GTPasas mantienen su localizacion
dentro del &pice celular de las ramificaciones reciéen formadas con un comportamiento
altamente dindmico. Por otra parte, curiosamente RAC fue observada en forma creciente a
lo largo del domo apical de la rama recién formada (Figura 17B), mostrando un patrén de
localizacion diferente a lo observado en hifas maduras. Sin embargo, una vez que la
ramificacion alcanz6 una longitud aproximada entre 20 a 30 pm, RAC adoptd la
distribucién de anillo subapical como se observa en hifas maduras. CDC-42 también
mostro en las nuevas ramificaciones una distribucion mas amplia, en comparacion a la hifa

madura.

En contraste a CDC-42 y RAC, el GEF CDC-24 no se detectdé como una acumulacién
cercana a la membrana plasmaética, sino que la fluorescencia fue observada de manera
difusa ocupando el domo apical de la nueva rama (Figura 17C; tiempo 1:39). Esta
acumulacion en la punta, fue detectada una vez que la nueva ramificacion alcanzé

aproximadamente 10 pum de longitud (Figura 17C).
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Figura 17. CDC-42 y RAC participan en la emergencia de ramificaciones laterales. Series de tiempo
tomadas por microscopia confocal de escaneo con laser de las cepas YFP-CDC-42, YFP-RAC, GFP-CDC-24
de N. crassa durante la emergencia de ramificaciones laterales. (A-B) CDC-42 y RAC se acumulan en la
region subapical de la membrana plasmatica, antes de la presencia de una nueva ramificacion y después del
establecimiento de un nuevo eje de polaridad celular, ambos eventos se indican con las flechas blancas y
negras respectivamente. (C) Cabeza de flecha negra, sefiala que CDC-24 no se detecté cerca de la membrana
plasmaética; cabeza de flecha blanca, indica una acumulacion citoplasmatica de CDC-24 que ocupa el domo
apical en un nuevo sitio de polaridad celular. Tiempo en min:seg.



76

6.4.5 Localizacion del médulo CDC-42 - RAC — CDC-24 en germinulas de N. crassa

Durante la fase de hidratacion, YFP-CDC-42 se acumuld en una region discreta del
conidio, donde marca el futuro sitio de emergencia del tubo germinativo, mientras que
YFP-RAC, se observé en el conidio como puntos brillantes citosélicos. No obstante, la
acumulacion de RAC en la membrana plasmatica se localizd hasta después que ocurrio la
polarizacion celular y por ende la formacion de un tubo germinativo (Figura 18A). GFP-
CDC-24, en primera instancia fue observada como pequefias acumulaciones citosolicas y
en algunas ocasiones acumulada en la corteza celular del conidio. Sin embargo, la
localizacion bien definida de GFP-CDC-24 en el apice de tubos germinativos fue visible

cuando el tubo germinal alcanz6 alrededor de 2 a 3 micras de longitud.

Durante la extension apical de las germinulas, ambas GTPasas YFP-CDC-42 y YFP-RAC
fueron acumuladas en general en la membrana plasmatica, cubriendo un area apical de 5 a
10 um (Figura 18B). A diferencia de CDC-42 y RAC, CDC-24 se observé acumulada en la
region apical del tubo germinativo como una nube (Figura 18A), que posteriormente se
asocié a la membrana plasmatica del &pice celular (Figura 18B). Al igual que en hifas
maduras, en germinulas, solo las proteinas CDC-42 y RAC se detectaron en septos. La falta
de acumulacién de CDC-24 en septos sugiere que CDC-24 no participa en el proceso de
formacién de septos en diferentes etapas del crecimiento vegetativo de N. crassa,

germinacion y crecimiento.
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Figura 18. CDC-42, RAC y CDC-24 muestran distintos patrones de localizacién durante la
germinacion de N. crassa. (A) Iméagenes tomadas en el canal de fluorescencia muestran la localizacion de
YFP-CDC-42, YFP-RAC y GFP-CDC-24 durante la germinacion de esporas y emergencia del tubo
germinativo. Flechas blancas, indican la presencia de YFP-CDC-42 en una region discreta de la espora
indicando un nuevo sitio de polarizacion celular, asi mismo, se muestra que CDC-42 continda presente en el
domo apical durante la emergencia del tubo germinativo; flecha negra, sefiala la localizacion de YFP-RAC
durante la elongacion del tubo germinativo; cabezas de flechas blancas, indican la localizacion de GFP-CDC-
24 en una region discreta de la espora y durante la elongacion del tubo germinativo. (B) Images por contraste
de fases y por fluorescencia, muestran la localizacion de YFP-CDC-42, YFP-RAC y GFP-CDC-24 en
germinulas de N. crassa. Observar que CDC-42 y RAC estan presentes en los sitios de septacion en
germinulas, sin embargo CDC-24 no fue detectado durante este proceso. Cabezas de flechas blancas,
muestran la formacién del septo por contraste de fases y por el canal de fluorescencia; cabezas de flechas
negras, sefialan la localizacién de YFP-CDC-42, YFP-RAC y GFP-CDC-24 en el &pice de las germinulas.
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6.5 El modulo CDC-42 — RAC - CDC-24 es independiente del citoesqueleto en N.
crassa

El papel que desempefia el citoesqueleto en la morfogénesis fungica ha sido estudiado en
diversos hongos (Kaminskyj y Heath, 1996; Xiang y Plamann, 2003). El citoesqueleto
regula la morfogénesis celular a través del control de la polaridad celular, endocitosis,
exocitosis, septacion y la organizacion del transporte intracelular por su asociacion con
proteinas especificas (Harris y Momany, 2004; Harris, 2006; Steinberg, 2007a; 2007b;
Banuett et al., 2008; Bornens, 2008; Fischer et al., 2008; Harris, 2008; Sudbery, 2008;
Rittentour et al., 2009; Aghamohammadzadeh y Ayscough, 2010; Justa-Schuch et al.,
2010). La interrupcidn del citoesqueleto en células fangicas por el uso de agentes quimicos
como la citocalasina, latrunculina y benomilo, han confirmado que el citoesqueleto es
requerido para un crecimiento apical normal (McGoldrick et al., 1995; Harris et al., 1997,
Torralba et al., 1998; Mourifio-Pérez et al., 2006; McDaniel y Roberson, 2000; Taheri-
Talesh et al., 2008).

Para explorar si los tres componentes del mddulo de GTPasas localizan en el &pice celular
de manera dependiente del citoesqueleto, las hifas maduras de N. crassa fueron expuestas a
benomilo (Figura 19A), una droga que despolimeriza los microtubulos, asi como también, a
citocalasina-A (Figura 19B), la cual despolimeriza los microfilamentos de actina. Cuando
las hifas fueron expuestas a estos farmacos, las tres proteinas CDC-42, RAC y CDC-24 se
mantuvieron asociadas al apice celular de las hifas, a pesar del dafio severo que provocaron
las drogas. Los efectos que produjeron estas drogas fue la presencia de un crecimiento
irregular de las hifas, asi como la pérdida de la polaridad respectivamente (Figura 19).
Estos resultados demuestran que la preservacion de las tres proteinas en los apices celulares
es independiente a la funcionalidad del citoesqueleto de actina y del citoesqueleto

microtubular en N. crassa.
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Figura 19. La localizacion de CDC-42, RAC y CDC-24 en la membrana plasmatica no es afectada por
la interrupcidn del citoesqueleto de actina o citoesqueleto microtubular. (A) Iméages confocales de hifas
vegetativas de N. crassa tratadas con 2.5 pg ml™ de benomilo. (B) Hifas vegetativas de N. crassa tratadas con
1 pg ml™? de citocalacina-A. Observar que las hifas muestran una morfologia distorsionada a causa de la
presencia de ambos inhibidores. Las flechas sefialan la presencia de YFP-CDC42, YFP-RAC y GFP-CDC-24

en los apices celulares.
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6.6 Obtencion de los vectores recombinantes pCAP42.1, pCAP42.2, pCAP24.1 y
pCAP24.2

Utilizando los oligonucledtidos Cdc42-F/Cdc42-R y Cdc24-F/Cdc24-R, asi como DNA
genémico de N. crassa cepa #988 como cadena patrdn, se logré amplificar mediante PCR
un fragmento de 1,009pb para cdc-42 y otro fragmento de 3,214pb para cdc-24
respectivamente (Figura 20); asi mismo en cada una de las reacciones de PCR no se
observaron amplificaciones inespecificas, por lo que ambos amplicones fueron purificados

para realizar la construccion de los vectores recombinantes.

Figura 20. Obtencién de los fragmentos de cdc-42 y cdc-24 por PCR de alta fidelidad. Electroforesis en
gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio a una concentracién de 0.1ug ml™. (A) Imagen de DNA
del fago A digerido con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll utilizado como marcador de peso
molecular indicando el tamafio en pares de bases. (B) Banda obtenida para cdc-42. (C) Fragmento obtenido
para cdc-24.

La construccion de los vectores recombinantes pCAP42.1, pCAP42.2, pCAP24.2 y
pCAP24.2, se llevo a cabo tras digerir cada uno de los amplicones de cdc-42 y cdc-24
respectivamente, asi como de los vectores de clonacion pMF272 6 pJV15.2 con las enzimas
de restriccion especificas (Figura 21). Los productos obtenidos de la digestion fueron
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purificados y unidos mediante una reaccion de ligacién para después ser transformados por

choque térmico en células bacterianas de E. coli DH5a quimicamente competentes.
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Figura 21. Analisis de restriccion de los fragmentos cdc-42, cdc-24 y del vector de clonacion pMF272
y pJV15.2. Geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio a una concentracion de 0.1pug ml™. (A)
DNA del fago A digerido con las enzimas EcoRI y HindlI1 utilizado como marcador de peso molecular; (B)
gel de agarosa mostrando los fragmentos de 1,009pb para cdc-42, 8,479pb correspondiente a pMF272 y
9,779pb para pJV15.2; (C) gel de agarosa revelando la presencia de tres bandas, una de 3,214pb que fue de
cdc-24, otra de un tamafio de 8,479pb que fue del vector de clonacién pMF272 y una de 9,779pb del vector
pJVv15.2.

Posterior a la transformacion genética, las transformantes presuntivamente positivas al
crecer en medio LB s6lido con ampicilina, fueron sometidas a un ensayo de PCR de colonia
con oligonucledtidos especificos para cada una de las secuencias de interés (Tabla Il) para
amplificar los fragmentos correspondientes de cdc-42 y cdc-24 (Figura 22) contenidos tanto
en pMF272 como en pJV15.2. La figura 22B nos muestra el resultado de la PCR de
colonia de cdc-42 contenida tanto en el vector pMF272, mostrando que 7 de las clonas
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sometidas a este ensayo, solo 6 amplificaron el fragmento de 1,009pb que corresponde para
cdc-42. En la figura 22C, podemos observar que entre 10 de las clonas seleccionadas, 9 de
ellas mostraron el tamafo esperado de cdc-42 contenido en pJV15.2. Por otra parte, la
figura 22D y E muestran el resultado que se obtuvo para cdc-24 contenida en los vectores
de clonacién pMF272 y pJV15.2 respectivamente, mostrando un fragmento para ambos
casos de 3,214pb. La imagen 22D muestra que solo las clonas 2, 6 y 10 amplificaron para
cdc-42 en pMF272 y en la figura 22E los carriles 1, 6 y 10 fueron los positivos para cdc-42
en pJV15.2.
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Figura 22. Resultado obtenido de la PCR de colonia de cdc-42 y cdc-24 integrados a los vectores
pMF272 y pJV15.2. Geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio a una concentracién de 0.1ug
ml™. (A) DNA del fago A digerido con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindll1 utilizado como marcador
de peso molecular mostrando el tamafio de cada banda en pares de bases; (B) PCR de colonia para cdc-42
(1,009pb) en pMF272; (C) PCR de colonia de cdc-42 (1,009pb) en pJVV15.2; (D) PCR de colonia para cdc-
24 (3,214pb) contenido en pMF272; (E) PCR de colonia de cdc-24 (3,214pb) en pJV15.2.

Las clonas que dieron positivo en esta prueba, se procesaron para extraer DNA plasmidico
y los pldsmidos fueron sometidos a un perfil de restriccion con enzimas especificas con la
finalidad de corroborar la integracion de los insertos respectivos en los vectores
recombinantes correspondientes. Los resultados obtenidos de este andlisis un patron de

restriccion conservado indicativo de que cada uno de los fragmentos de cdc-42 y cdc-24 se
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integraron correctamente dentro de los vectores pMF272 y pJV15.2, originando asi
pCAP42.1, pCAP42.2, pCAP24.1 y pCAP24.2 (Figura 23).
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Figura 23. Patrones de restriccion de los vectores recombinantes pCAP42.1, pCAP42.1, pCAP24.1 y
pPCAP24.2. Geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio a una concentracion de 0.1pg ml™. (A)
DNA del fago lambda (L) digerido con las enzimas EcoRI y Hindlll utilizado como marcador de peso
molecular donde se muestra el tamafio de cada banda en pares de bases. (B) Muestra la comprobacion de la
presencia del inserto cdc-42 en pMF272. (C) Comprobacidn de la integracion de cdc-42 en pJV15.2. (D)
Demostracion de la integracion de cdc-24 en el vector recombinante pMF272. (E) Comprobacion de la
integracion de cdc-24 en el cassette pJV15.2.
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6.7 CDC-42 y CDC-24 se localizan en la region central del Spitzenkorper al ser

etiquetas en el extremo C-terminal.

6.7.1 Analisis intracelular de la proteina CDC-42-mCherryFP en hifas maduras de N.
crassa.

La proteina Rho, CDC-42 fue etiquetada en su extremo C-terminal después del motivo
CAAX con la proteina GFP y con la proteina mChFP, asi que su andlisis mediante
microscopia confocal de escaneo con laser, permitid determinar la localizacion de la
proteina CDC-42 en hifas maduras en crecimiento de N. crassa. La fluorescencia que
presentd dicha proteina con su etiquetamiento en el C-terminal en las hifas maduras, fue

localizada en la zona central del Spk (Figura 24A).

Una vez visualizada la localizacion de la Rho CDC-42 en el apice celular de las hifas
maduras de N. crassa, se realiz6 la captura de series de tiempo para determinar si CDC-42
con la etiqueta en el C-terminal participa en la formacion del septo. CDC-42 participa
durante la formacidn del septo; ésto puede ser evidenciado en la figura 24B (a-e) donde se
muestra que al tiempo de 2 minutos aproximadamente, el acimulo de CDC-42-mChFP
participa durante las primeras etapas de la formacion del septo; no obstante, alrededor de 12
minutos CDC-42-mChFP ya se localizaba en todo el septo, indicando la formacion
completa del tabique. Sin embargo la localizacion de CDC-42 en esta estructura no es
permanente, ya que al tiempo de 30 minutos la fluorescencia iniciaba a desvanecerse del
septo (Figura 24B (k-0)). Cabe mencionar que el etiquetamiento de CDC-42 se realiz6 tanto
con la GFP como con la mChFP y ambos etiquetamientos mostraron el mismo patron de
localizacion, sin embargo en esta seccidn solo se muestran los resultados obtenidos con el

marcaje de la mChFP.



86

k 00:37:19] | 00:44:46 00:52:14] N 00:59:42| O 01:09:39

Figura 24. CDC-42 se localiza en los dpices de hifas maduras en crecimiento. Iméagenes obtenidas por
microscopia confocal de escaneo con laser de la cepa marcada con la proteina mCherry fluorescente en hifas
maduras de N. crassa. (A) CDC-42-mChFP se localiza formando un agregado que coincide con la region
central del Spk. Flecha blanca, sefiala la ubicacion de CDC-42-mChFP en el 4pice de la hifa. (B) Serie de
tiempo mostrando la formacion del septo en hifas maduras de N. crassa. (a-e; k-0) Imagenes obtenidas por el
canal de fluorescencia mostrando el inicio la formacién del septo; (f-j; p-t) imagenes por contraste de fases
mostrando la formacion del septo. Cabeza de flecha, indican la formacion del septo por el canal de
fluorescencia. Tiempo en h:min:seg.
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6.7.2 Analisis intracelular de la proteina CDC-24-mCherryFP en hifas maduras de N.
crassa.

El GEF CDC-24 al igual que la Rho-GTPasa CDC-42, fue etiquetado en el extremo C-
terminal cercano al dominio PB1 donde ocurre la interaccion proteina-proteina. Este
dominio en N. crassa se localiza a 6 aminoacidos del C-terminal. El etiquetamiento se
realiz6 tanto con la GFP como con la mChFP. En hifas maduras de N. crassa CDC-24 se
localizé en la region central del Spk (Figura 25A). Asi mismo, también fue posible observar
CDC-24-mCherryFP en las regiones donde ocurre la formacién del septo (Figura 25B), sin
embargo, no ocurre asi con GEF-CDC-24. Cabe sefialar que este patron de localizacién es

muy similar al que mostré CDC-42 etiquetada en el C-terminal.

A CDC-24-mChFP B CDC-24-mChFP
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Figura 25. CDC-24 se localiza en el &pice celular. Imagenes obtenidas por microscopia confocal de escaneo
con laser de la cepa marcada con la proteina mCherry fluorescente en hifas maduras de N. crassa. (A) CDC-
24-mChFP se localiza en la region central del Spk. Cabeza de flecha, sefiala la ubicacion de CDC-24-mChFP
en el &pice de la hifa. (B) Iméagenes obtenidas de una serie de tiempo por el canal de fluorescencia mostrando
el inicio de la formacién del septo en hifas maduras de N. crassa. (a-e; k-0) e imagenes por contraste de fases
mostrando la formacion del septo (f-j; p-t). Flechas, indican el inicio de la formacién del septo. Tiempo en

h:min:seg.
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6.8 CDC-42 participa durante el proceso de formacién de ramificaciones laterales.

Para analizar esta etapa de la morfogénesis del hongo filamentoso N. crassa, se realizo la
captura de series de tiempo mediante microscopia confocal de escaneo con laser,
observandose que CDC-42 participa en la formacién de ramificaciones laterales. En las
series de tiempo presentadas en esta seccion, se visualiza claramente una ligera
fluorescencia de CDC-42 cerca de la membrana plasmatica de la region subapical de las
hifas (Figura 26 A-B), aproximadamente de 20 a 30 seg antes de la aparicion de los nuevos
ejes en crecimiento. Este hecho, si lo comparamos con el etiquetamiento de CDC-42 en el
N-terminal, sugiere que el etiquetamiento de CDC-42 en el extremo C-terminal es viable,
ya que no es afectada su participacion en este proceso de la morfogenésis del hongo N.

crassa.

Interesantemente, la acumulacion de CDC-42 en los nuevos ejes de polarizacién esta
asociada a membrana plasmatica; sin embargo, posteriormente CDC-42 se localiza como
pequefios parches dentro de los apices de las nuevas ramificaciones, conservando su
localizacion en la parte central del Spk. En contraste a CDC-42, el factor de intercambio de
guanosinas CDC-24 no se detectd6 como una acumulacion cercana a la membrana
plasmética, sino que la fluorescencia fue observada cuando la nueva rama alcanzé una
longitud aproximada entre 29 a 30um (Figura 26C), ocupando el domo apical de este nuevo
eje de crecimiento subapical.
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Figura 26. CDC-42 participa en la iniciacion de la emergencia de ramificaciones laterales. Serie de
tiempo obtenida mediante microscopia confocal de escaneo con laser de las cepas CDC-42-mChFP y CDC-
24-mChFP de N. crassa durante la emergencia de ramificaciones laterales. (A-B) CDC-42 se acumula en la
region subapical de la membrana plasmatica, antes de la presencia de una nueva ramificacion y después del
establecimiento del nuevo eje de polarizacién se acumula dentro del apice celular. (C) CDC-24 sblo se
observa acumulada en la ramificacién lateral después de haber alcanzado entre 29 a 30 micras de longitud.
Flechas blancas, sefialan la localizacion de CDC-42 en la membrana de la hifa; flecha negra, indica la
acumulacion de CDC-24 que ocupa dentro del &pice en la rama lateral. Tiempo en min:seg.
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6.9 CDC-42 es una proteina funcional en hifas maduras de N. crassa

Para determinar si el marcaje de la proteina Rho CDC-42 en el C-terminal es funcional en
el hongo filamentoso N. crassa, se realiz6 una cruza entre la cepa Adcdc-42 y la cepa cdc-
42-mCherryfp. El resultado de dicha cruza dié como progenie una cepa con genotipo his-
3*::pccg-1::cdc-42*::mehfp”; Adcde-42::hph? a. Como se reporté anteriormente, la cepa
Acdc-42 presenta una morfologia compacta a nivel de colonia (Figura 27A), misma que al
ser analizada a bajo aumento, mostro irregularidades severas en las hifas (Figura 27B). De
la misma forma al analizar a alto aumento las hifas de la cepa Acdc-42 tefiidas con el
fluorocromo FM4-64 (Figura 27C) se mostraron hifas hinchadas con los septos cercanos
uno del otro y con ramificaciones abultadas que crecieron en forma isotrépica. Una vez
obtenida la progenie de la cruza genética, estas anormalidades desaparecieron, ya que las
hifas de la cepa complementada mostraron una morfologia muy similar a la cepa silvestre
y a la cepa cdc-42-mCherryfp. Con respecto a la localizacién de CDC-42, ésta se observo
en la parte central del Spk (Figura 27D), en septos y en los sitios de ramificacién como se
mostro en la cepa cdc-42-mCherryfp. Asi mismo, se evaluaron las tasas de crecimiento de
las tres cepas (silvestre, cdc-42-mCherryfp y complementada) obteniendo resultados muy
parecidos. La cepa silvestre mostré una tasa de 0.91 + 0.1 pum seg™, la cepa cdc-42-
mCherryfp, presenté una tasa de 0.96 + 0.03 um seg™ y finalmente la cepa complementada,
mostré una tasa de crecimiento de 0.97 + 0.08 um seg™. Estos resultados tanto de
localizacion como el analisis de las tasas de crecimiento, sugieren que el etiqguetamiento de
CDC-42 con mCherryFP en el C-terminal es funcional, a pesar que su localizacién sea en

vesiculas y no en membrana plasmatica como se ha reportado en hongos filamentosos.
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Figura 27. La cepa cdc-42::mchfp restablece la polaridad de la cepa Acdc-42. (A) Colonias fungicas de la
cepa silvestre (wt) y Acdc-42. Acde-42 muestra una colonia compacta comparada con la cepa control. (B)
Andlisis a baja resolucion de las hifas de las cepas wt y Acdc-42, la Gltima cepa muestra una morfologia
afectata con ramificaciones laterales hinchadas. (C) Analisis a alto aumento de hifas maduras de las cepas wt
y Acdc-42 tefiidas con el colorante FM4-64. La cepa Acdc-42 muestra defectos en la morfologia de la hifa,
ramificaciones y septos muy cercanos unos con otros. (D) Cepa derivada de la cruza genética Acdc-42 y cdc-
42::mcherryfp, mostrando la complementacion de la mutacion. Flecha blanca, indica la presencia del Spk
tefiido con FM4-64; flecha negra, sefiala la acumulacion de CDC-42 etiquetada en el C-terminal con la
mChFP.
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6.10 Localizacién de CDC-42 y CDC-24 etiquetadas en el C-terminal en germinulas de
N. crassa

En la figura 28, se muestran las distintas etapas que el hongo N. crassa presenta. Durante la
fase de hidratacion y crecimiento isotrépico, proceso que durd entre 3 y 4 horas de
incubacion, CDC-42-mChFP y CDC-24-mChFP se acumularon en el citoplasma en forma
de agregados, sin mostrar una localizacidn especifica que indicara el marcaje de un nuevo
sitio de polarizacién. Durante la fase de emergencia del tubo germinativo, entre 4 y 5 horas
de incubacion, CDC-42-mChFP pudo observarse muy cercano al &pice en forma de punto
brillante citosolico, mientras que CDC-24-mChFP continu6 localizandose a lo largo del
citoplasma de la célula. En la fase de elongacion del tubo germinativo, tanto CDC-42-
mChFP como CDC-24-mChFP continuaron observanddse en todo el citoplasma de la
germinula. Sin embargo, muy cerca de la membrana plasmatica de la region apical, se
observaban pequefios parches. Una vez que las germinulas presentaron una longitud
aproximadamente de 160 + 2um, CDC-42-mChFP fue observada a lo largo del citoplasma
de la germinula en forma de parches. También se observo en sitios especificos como en
septos y en forma de conglomerado citosélico dentro del apice celular justo en el lugar que
ocupa el Spk inmaduro en germinulas. Del mismo modo, en las germinulas que expresaban
CDC-24-mChFP y que alcanzaron una longitud de 160um, CDC-24-mChFP so6lo se

observé dentro del domo apical como una nube citosolica altamente dindmica.
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Figura 28. CDC-42 y CDC-24 muestran distintos patrones de localizacion en germinulas de N. crassa.
Iméagenes obtenidas por el canal de fluorescencia mediante microscopia confocal de escaneo con laser. (A)
Distribucién intracelular de CDC-42-mChFP durante la germinacidn de esporas, emergencia y elongacion
del tubo germinativo de N. crassa. Cabeza de flecha blanca, marca un agregado de CDC-42 durante la
emergencia del tubo germinativo cerca del apice de la germinula; flecha negra, muestra parches de CDC-42
durante la fase de elongacion del tubo germinativo dentro del domo apical; cabeza de flecha negra, sefiala la
presencia de CDC-42 en el septo; flecha blanca, indica a CDC-42 en el &pice de la germinula. (B)
Localizacion intracelular de CDC-24-mChFP durante la germinacion de N. crassa. Flechas negras, sefialan
la localizacién CDC-24 en forma de parches cerca de la membrana plasmatica durante la elongacién del tubo
germinativo; flecha blanca, indica a CDC-24 en forma de nube citosolica dentro del domo apical.
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6.11 Analisis molecular de las proteinas BUD-2 y BUD-5 en N. crassa
Para el ascomiceto N. crassa se encontraron los homélogos de BUD2 y BUDS5 de S.
cerevisiae después de haber realizado un anélisis de cada una de las secuencias en la base

de datos del instituto BROAD (www.broadinstitute.org). De acuerdo a la base de datos

bud-5 codifica para una proteina putativa denominada CDC-25 (control de la division
celular) de 1,211 aminoécidos. EI GEF BUD-5 posee en su extremo N-terminal dos
variantes del dominio SH3 en la posicion 73aa a la 128aa en la secuencia de amino&cidos,
mientras que en direccion hacia el extremo C-terminal posee dos dominios GEF, uno de los
cuales al igual que en S. cerevisiae, se denomina RasGEF N-terminal cuya posicién es del
aminoécido 795aa al 903aa y el dominio méas cercano al extremo C-terminal simplemente
se denomina RasGEF y se localiza en la posicion 952aa al 1,189aa de la secuencia
aminoacidica, mientras que BUD-2 codifica putativamente para una GAP (GTPasa
activadora) de 1,477 aminoacidos. BUD-2 en N. crassa, posee en la la parte central de la
secuencia un dominio C2 en la posicion 667aa al 802aa, y un dominio RasGTPasa entre
780aa al 1,191aa de la secuencia de aminodacidos. Al realizar este analisis estructural en
ambas proteinas, se llevé a cabo el etiquetamiento en el extremo C-terminal, que siguiendo
el criterio en lo encontrado en la base de datos, no afectaria la localizacién intracelular de

ambas proteinas en el hongo N. crassa.

6.12 Obtencidn de los vectores recombinantes pCAP2.1y pCAP5.1

Utilizando los oligonucleédtidos Bud2-F/Bud2-R y Bud5-F/Bud5-R, asi como DNA
gendmico de N. crassa cepa #988 como templado, se logré amplificar mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) un fragmento de 4,446pb para bud-2 y otro fragmento de
4,268pb para bud-5 respectivamente (Figura 29). Cada uno de los amplificados fueron
purificados mediante kit comercial siguiendo las recomendaciones del fabricante para

realizar la construccién de los vectores recombinantes.
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Figura 29. Obtencion de los fragmentos de bud-2 y bud-5 por PCR de alta fidelidad. Electroforesis en
gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio a una concentracién de 0.1pg ml™* mostrando los
fragmentos obtenidos de bud-2 y bud-5. &, DNA del fago lambda digerido con las enzimas de restriccion
EcoRlI y HindlIlI utilizado como marcador de peso molecular indicando el tamarfio en pares de bases.

Obtenidos los amplicones correspondientes de bud-2 y bud-5, se realiz6 un analisis de
restriccion, el cual se llevd a cabo tras digerir cada uno de los fragmentos de bud-2 y bud-5
respectivamente, asi como de los vectores de clonacion pJV15.2 y pMF272 con las enzimas
de restriccion Xbal- Pacl (Figura 30). Los productos obtenidos de la digestion fueron
purificados y unidos mediante una reaccién de ligacion para dar origen a los vectores
recombinantes pCAP2.1 y pCAP5.1. Posteriormente, estos vectores fueron transformados

por choque térmico en células bacterianas de E. coli DH5a quimicamente competentes.
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Figura 30. Andlisis de restriccion de los fragmentos bud-2, bud-5 y de los vectores de clonacion
pJV15.2 y pM272. Geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio a una concentracion de 0.1ug
ml™. (A) Muestra los fragmentos de bud-2 (4,446pb) y pJV15.2 (9,779pb). (B) Exhibe la presencia del
amplicon de bud-5 (4,268pb) y de una banda que corresponde al vector de clonacion pMF272 (8,479pb). A,
corresponde a DNA del fago lambda digerido con las enzimas EcoRI y HindlIll utilizado como marcador
de peso molecular.

Despueés de la transformacion genética de las células de E. coli con los vectores pCAP2.1y
pCAP5.1, las transformantes supuestamente positivas al crecer en medio LB sélido con
antibidtico de seleccién, fueron sometidas a un ensayo de PCR de colonia con
oligonucledtidos especificos para cada una de las secuencias de interés (Tabla II), para
amplificar los fragmentos correspondientes de bud-2 y bud-5 (Figura 31) contenidos tanto
en pJV15.2 como en pMF272. La figura 31A, nos muestra los productos obtenidos
mediante PCR de colonia de BUD-2 contenida en el vector pJV15.2, mostrando que 6 de

las clonas sometidas a este ensayo, sélo 2 clonas amplificaron el fragmento de 4,446pb que
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corresponde para BUD-2. Por otra parte, en la figura 31B se observa que todas las 6 clonas
seleccionadas, mostraron el tamafio esperado de BUD-5 contenido en el plasmido
pMF272.
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Figura 31. Resultado de la PCR de colonia para bud-2 y bud-5 integrados a los vectores de clonacion
pJV15.2 y pMF272. Geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio a una concentracion de 0.1pg ml°
! (A) PCR de colonia de bud-2 (4,446pb) en pJV15.2; (B) PCR de colonia de bud-5 (4,268pb) en pMF272. A,
indica DNA del fago lambda digerido con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll utilizado como
marcador de peso molecular.

Subsecuentemente, a las clonas que dieron positivo al ensayo de PCR de colonia, se les
extrajo DNA plasmidico y fueron sometidos a un perfil de restriccion con las enzimas Xbal
- Pacl, con la finalidad de corroborar la integracion de los insertos respectivos en los
vectores recombinantes correspondientes. Los resultados obtenidos en este andlisis para
bud-2, mostraron un patrén de restriccion conservado indicativo de que el inserto bud-2 se
integré correctamente dentro del vector pJV15.2 (Figura 32A), por otra parte, las clonas

que dieron positivo en el anélisis de PCR para bud-5, s6lo cuatro de ellas fueron sometidos
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al analisis de restriccion. El andlisis de restriccion reveld que las cuatro clonas
seleccionadas liberaron el fragmento correspondiente para BUD-5 que corresponde a
4,268pb, de las cuales, la clona indicada con el nimero dos (Figura 32B) mostr6 un patrén

de restriccién adecuado.
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Figura 32. Patrones de restriccion de los vectores recombinantes pCAP2.1 y pCAP5.1. Geles de agarosa
al 1% tefiidos con bromuro de etidio a una concentracion de 0.1ug ml™. (A) Muestra el patrén de restriccion
de bud-2 liberado del vector pJV15.2. (B) Comprobacion de la integracion de bud-5 integrado en plasmido
pMF272. ), indica el DNA del fago lambda digerido con las enzimas de restriccion EcoRl — Hindlll usado
como marcador de peso molecular.
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6.13 BUD-5 y BUD-2 muestran distintos patrones de localizacion en hifas maduras de

N. crassa

6.13.1 Analisis intracelular de las proteinas BUD-2 y BUD-5 en los apices celulares de
las hifas maduras de N. crassa.

La proteina GEF BUD-5 y la GAP BUD-2 fueron etiquetadas en su extremo C-terminal con
la proteina GFP y con la proteina mChFP respectivamente, asi que su analisis mediante
microscopia confocal de escaneo con laser, permitio determinar la localizacion intracelular

de las proteinas en hifas maduras en crecimiento de N. crassa.

La fluorescencia que presentd el GEF BUD-5 dentro de las hifas del hongo, fue localizada
en el &rea apical en forma de conglomerado citosolico (Figura 33A), que al ser tefiido con
el colorante FM4-64 colocaliza parcialmente con la ubicacién que ocupa el Spk dentro del
domo apical. En la mayoria de las células analizadas, BUD-5-GFP adoptd una distribucion
mas amplia dentro del domo apical, mientras que el colorante FM4-64, tifi6 al agregado de
vesiculas que constituye al Spk como un amorfo cuerpo que parcialmente co-localiza con
BUD-5-GFP (Figura 33A).

Por otra parte, la GAP BUD-2 al igual que la GEF BUD-5, fue etiquetada en el extremo C-
terminal con la proteina mChFP, asi que la ubicacion intracelular de BUD-2 en hifas
maduras de N. crassa fue localizado dentro del apice celular, de una forma redondeada y de
menor tamafio que la proteina BUD-5 presenta dentro de los &pices celulares de las hifas
maduras del hongo N. crassa, por lo que la posicién que presenta BUD-2 en la zona apical,
coincide con la region central del Spk (Figura 33B). En general, estos resultados sugieren
que la GEF BUD-5 y la GAP BUD-2 poseen distintos patrones de localizacion en los

apices de las hifas maduras del hongo filamentoso N. crassa.
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Figura 33. BUD-5 y BUD-2 muestran distintos patrones de localizacion en los &pices celulares de hifas
maduras. Iméges obtenidas por microscopia confocal de escaneo con laser de las cepas marcadas con
proteinas fluorescentes en hifas maduras de N. crassa. (A) BUD-5-GFP, se localizé en el apice de la célula
co-localizando parcialmente con el Spk al ser tefiido con FM4-64. (B) BUD-2-mChFP, se localizé ocupando

la parte central del Spk.
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6.13.2 Colocalizacion de BUD-5y BUD-2 en apices en crecimiento de N. crassa

Se analizaron hifas maduras en crecimiento de N. crassa para determinar la co-localizacién
de las proteinas BUD-5 y BUD-2 respectivamente en los apices celulares del hongo. La
figura 34, muestra que BUD-5-GFP y BUD-2-mChFP poseen un patron de localizacion
diferente. En la mayoria de las células analizadas, BUD-5-GFP adopt6 una forma de
abanico con un punto brillante en la parte inferior central, desde ese punto, la distribucién
de BUD-5 se extiende de manera citosolica hacia afuera en forma radial dentro del apice,
hasta llegar a la membrana plasmaética apical (Figura 34A), mientras que BUD-2-mChFP se
observo también como un agregado citosélico pero de forma ovoide (Figura 34B) que al
igual que BUD-5, presenté un punto brillante en la parte central inferior, no obstante, la
ubicacion que presentaron ambas proteinas, muestran una colocalizacion parcial (Figura
34C-D).

Estos resultados en conjunto, demuestran que BUD-5 y BUD-2 colocalizan parcialmente
entre ellas y con la posicion que presenta el Spk. Asi mismo, se estipula que BUD-2 se
localiza en la parte central del Spk.
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Figura 34. BUD-5 y BUD-2 colocalizan parcialmente en la region apical de hifas maduras de N. crassa.
Iméagenes obtenidas por canales de fluorescencia mediante microscopia confocal de escaneo con laser de (A)
BUD-5-GFP y (B) BUD-2-mChFP. (C) Imagen sobrelapada de BUD-5-GFP y BUD-2-mChFP. (D) Muestra
el patrén de distribucién de fluorescencia que presentan las proteinas fluorescente GFP y mChFP durante el
sobrelapamiento de BUD-5 y BUD-2.
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6.14 BUD-5 participa durante el proceso de formacion de ramificaciones laterales en
hifas maduras de N. crassa

Para determinar si la proteina GEF BUD-5 participa en la formacién de ramificaciones
laterales en el hongo N. crassa, se tomaron imagenes secuenciales de una hifa madura en
diferentes canales de fluorescencia, mediante microscopia confocal de escaneo con laser.
Durante esta etapa de la morfogénesis del hongo, se observé que BUD-5 participa en la
formacién de ramificaciones laterales (Figura 35). Al tiempo de 2:54 min de la serie de
tiempo, se observé una ligera fluorescencia del GEF cerca de la membrana plasmatica de la
region lateral superior del domo apical, lo que parece una sefial indicativa del futuro sitio de
ramificacion. Subsecuentemente, continuando con la serie de tiempo, al minuto 3:16 otro
agregado de fluorescencia de BUD-5 se formo, pero en la parte inferior lateral del domo
apical (Figura 35A). Interesantemente, al observar la hifa tefiida con el fluorocromo FM4-
64 (Figura 35B), se observo en el apice celular un Spk definido con dos satelites de Spk,
que curiosamente coincidieron con la posicion de los agregados laterales de BUD-5-GFP en
el domo apical. Este hecho puede observarse mas evidentemente en la Figura 35C, donde se
muestra el traslape de ambos canales de fluorescencia y donde se aprecia
considerablemente la colocalizacion de BUD-5-GFP con FM4-64 en el apice celular y en la
formacidén de los nuevos sitios de polarizacién que daran origen a ramificaciones laterales.
No obstante, la acumulacién de BUD-5-GFP del tiempo 2:54 desaparecio, por lo que no se
defini6 la formacidn de una ramificacion lateral, sin embargo, el eje establecido en la parte
lateral inferior del domo apical se concretd, concluyendo con la formacién del nuevo eje de
crecimiento, observanddse en el apice de la ramificacion lateral la acumulacion de BUD-5-
GFP. Estos resultados muestran que BUD-5 participa en la seleccién de nuevos ejes de

polarizacion, participando en el establecimento de ramificaciones laterales.
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Figura 35. BUD-5 participa en la iniciacion de la emergencia de ramificaciones laterales. Serie de tiempo
obtenida mediante microscopia confocal de escaneo con laser durante la formacion de una ramificacion
lateral en una hifa madura de N. crassa. (A) Canal de fluorescecnia mostrando a BUD-5-GFP acumulado en
el apice celular de la hifa y en las regiones laterales del domo apical. (B) Canal de fluorescencia mostrando a
la hifa de N. crassa tefiida con el colorante FM4-64, mostrando en el &pice celular al Spk y los satelites del
Spk. (C) Canal simultaneo, donde muestra la colocalizacién de BUD-5-GFP y al Spk. Flechas negras, sefialan
la acumulacion de BUD-5 en A; Spk satelites en B y el traslape de BUD-5-Spk en C. Tiempo en: min:seg.

6.15 BUD-2 participa en la formacion del septo en hifas maduras de N. crassa

Una vez visualizada la localizacion del GEF BUD-5 y la GAP BUD-2 en los apices
celulares de las hifas maduras del hongo N. crassa, se realizd la captura de series de tiempo
por el canal de fluorescencia para determinar si las proteinas BUD-5 y BUD-2 estaban

involucradas en la formacion de los septos.

Durante esta etapa de la morfogénesis fungica, interesantemente la GAP BUD-2 se observo
involucrada durante la formacién del septo (Figura 36). La presencia de BUD-2 durante
este evento morfogenético, se hizo presente en la region subapical de las hifas como un
agregado fluorescente asociado a membrana plasmatica (tiempo de 3:00) y conforme el
septo se desarrollaba, gradualmente la fluorescencia de BUD-2 se invaginaba. Por otra
parte, con respecto al GEF BUD-5 no se observd participar en la formacion del septo.
Estos resultados sugieren que la proteina GAP BUD-2 en el hongo N. crassa participa en

marcar los futuros sitios de septacion.
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BUD-2-mChFP

Figura 36. BUD-2 participa en la formacion del septo en N. crassa. Series de tiempo mediante
microscopia confocal durante la formacién de septos en hifas maduras de N. crassa en la cepa BUD-2-
mChFP. Flechas negras, indican el marcaje donde ocurrird la formacion de un septo. Tiempo en: min:seg.
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6.16 BUD-5 y BUD-2 muestran distintos patrones de localizacion en germinulas de N.
crassa

Utilizando microscopia confocal de barrido con laser, se analizaron germinulas de N.
crassa que expresaban tanto BUD-5 como BUD-2 marcadas con las proteinas fluorescentes
GEF y mCherryFP respectivamente, para analizar la distribucion intracelular de ambas
proteinas durante las diferentes etapas del desarrollo. Para ello, los macroconidos (esporas
asexuales) fueron transferidos a un medio apropiado, que permitié iniciar con la fase de

hidratacion que comienza con un crecimiento isotropico.

Para el caso de BUD-5, durante la fase de hidratacion la proteina se observé acumulada en
el citoplasma de la célula en forma de pequefios parches brillantes (Figura 37A), sin marcar
algun sitio especifico que indicara la expresion de un nuevo eje de crecimiento. Una vez
que las células cesaron con la fase de hidratacion e iniciaron con la siguiente etapa de
crecimiento que es la fase de emergencia de un tubo germinativo, BUD-5-GFP pudo
observarse en los apices de los tubos germinativos como un agregado citosélico amorfo
(Figura 37A). Continuando con las distintas etapas de crecimiento que el hongo N. crassa
presenta, durante la fase de elongacion del tubo germinativo, interesantemente BUD-5-GFP
de estar presente en forma de agregado citosolico amorfo, dentro del apice del tubo
germinativo, cambio a un agregado de igual manera citosélico, pero de apariencia de media
luna ocupando el domo apical (Figura 37A). Subsecuentemente, durante esta fase de
crecimiento, BUD-5-GFP continu6 en forma de media luna en el domo apical. Sin
embargo, se observé que BUD-5 ademas de estar presente en forma citosélica en los &pice
celulares de las germinulas, también se observd asociado a membrana plasmatica (Figura
37A). Por otra parte, tanto en germinulas como en hifas maduras, se observo que BUD-5-
GFP no participa en la formacion del septo (Figura 37B).
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Figura 37. Distribucién intracelular de BUD-5 en germinulas de N. crassa. (A) Iméagenes tomadas por el
canal de fluorescencia mediante microscopia confocal mostrando la localizacion de BUD-5-GFP en las
distintas etapas del desarrollo del hongo. Flechas negras, sefialan la presencia de BUD-5-GFP dentro de los
apices celulares durante la emergencia y elongacion del tubo germinativo en forma de agregado citosdlico
como punto brillante; Flechas blancas, indican la presencia de BUD-5-GFP en el apice de las germinulas
durante la fase de elongacion del tubo germinativo mostrando una apariencia de media luna; Cabezas de
flechas blancas, muestran que BUD-5-GFP ademas de presentarse en forma citosolica, media luna, también se
encuentra asociada a membrana plasmatica. (B) Imagen tomada por luz transmitida por contraste de fases de
una germinula en fase de elongacion del tubo germinativo. Cabeza de flecha negra, muestra la localizacion de
un septo en la germinulas.



109

Por otra parte, la figura 38A, nos muestra que durante la fase de hidratacién, BUD-2-
mChFP se localizd en primera instancia como agregados citoplasmaticos dentro del
macroconidio, sin embargo, en algunas ocasiones fue acumulada en la corteza celular del
macroconidio. Durante la fase de emergencia y fase de elongacién de los tubos
germinativos, BUD-2-mChFP siempre se mantuvo asociada a membrana plasmatica. No
obstante, cuando la germinula en elongacion alcanzé una longitud aproximadamente de
73um, BUD-2 se localiz6 también asociado al septo (Figura 38B) como se ha descrito

anteriormente en hifas maduras.
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Figura 38. BUD-2 en germinulas de N. crassa se encuentra asociado a membrana plasmatica. (A)
Imagenes tomadas por el canal de fluorescencia mostrando la localizacién de BUD-2-mChFP durante la
fase de hidratacién, emergencia y elongacion del tubo germinativo. Flecha negra, sefiala la presencia de
BUD-2-mChFP en una region discreta de la espora indicando un sitio de polarizacion; flecha blanca,
muestra que BUD-2 continta presente en el domo apical durante la emergencia del tubo germinativo;
cabeza de flecha blanca, marca a BUD-2 en el &pice celular durante la fase de elongacion del tubo
germinativo. (B) Imagenes por el canal de fluorescencia y por luz transmitida mediante contraste de fases,
mostrando la localizacion de BUD-2-mChFP. Observar que BUD-2 ademdas de estar presente en la
membrana plasmatica del dpice celular, también esta presente en los sitios de septacién. Cabezas de flechas
negras, muestran la formacién de un septo tanto por fluorescencia como por contraste de fases; Cabeza de
flecha blanca, sefiala la localizacién de BUD-2-mChFP en el apice de la germinula en la fase de elongacién
del tubo germinativo.
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7. Discusiones

En las células fangicas, el estudio de los mecanismos moleculares que intervienen en
mantener un crecimiento polarizado, ha sido restringido principalmente a la levadura S.
cerevisiae. En S. cerevisiae se ha descrito que las Rho GTPasas intervienen en mantener un
crecimiento polarizado. No obstante, S. cerevisiae a diferencia de los hongos filamentosos
no presenta la proteina Rac Rho GTPasas (Boureux et al., 2007). Es por ello que en el
presente trabajo se analiz6 el papel de las Rho GTPasas CDC-42 — RAC — CDC-24 en el

proceso de polarizacion durante la morfogénesis del hongo filamentoso N. crassa.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el médulo de las GTPasas CDC42 —
RAC — CDC-24 es indispensable para la viabilidad de las células ya que son requeridas
para el crecimiento polarizado y para mantener la morfogénesis de las hifas en el
ascomiceto N. crassa. La caracterizacion fenotipica a través del analisis microscépico de
baja y alta resolucion de mutantes sencillas y dobles mutantes por delecién y condicionales
a temperatura, asi como el analisis de los patrones de localizacion de las tres proteinas,
indican que las dos GTPasas CDC-42 y RAC tienen funciones no redundantes, sin
embargo, por lo menos comparten una funcién en comdn y esencial en el establecimiento y
mantenimiento de la polaridad celular como se reporta para Aspergillus nidulans, A. niger y
Ustilago maydis (Mahlert et al., 2006; Virag et al., 2007; Kwon et al., 2011). Las células
carentes de cualquiera de las dos GTPasas CDC-42 y RAC son capaces de germinar a pesar
de mostrar claramente un crecimiento afectado, dando lugar a colonias fungicas compactas
con aberraciones morfoldgicas. Esto indica que el establecimiento de un eje de polarizacion
en las hifas es posible, aunque retardado en ausencia de CDC-42 o RAC. Las cepas
deficientes de RAC son caracterizadas por presentar puntas dicotomicas y por la presencia
de una hiper-ramificacion masiva; esto también es observado pero en menor medida en las
mutantes de CDC-42. Sin embargo, la caracteristica mas destacada de las mutantes de
CDC-42 es la aparicion de numerosas ramificaciones subapicales y el hinchamiento de sus
apices y regiones subapicales de las hifas, sugiriendo que en ausencia de una GTPasa, la

otra sustituye la funcion a pesar que la extension apical sea altamente comprometida en



112

distintas formas. Esta nocion de sustitucion asi como las funciones individuales de ambas
GTPasas en la morfogénesis de N. crassa puede ser corroborado por lo observado en la
doble mutante Arac;Acdc-42 que es letal y en la doble mutante condicional a temperatura
restrictiva que presentd defectos drasticos, como por ejemplo una notable pérdida de
polaridad. Estas caracteristicas morfologicas en las mutantes de CDC-42 y RAC en N.
crassa al parecer son muy similares a las caracteristicas morfologicas que presentan las
mutantes de CDC-42 y RAC en P. marneffei, donde ambas GTPasas CflA y CfIB estan
igualmente involucradas en el crecimiento de las hifas (Boyce et al., 2001, 2003). Sin
embargo, las mutantes de CfIB en P. marneffei presentan fenotipos similares de hiper-
ramificacion, sugiriendo que estos homdlogos de Rac tanto en N. crassa como en P.
marneffei podrian tener funciones analogas (Boyce et al., 2001, 2003). Similarmente, la
pérdida de CDC-42 en N. crassa da lugar a un fenotipo muy similar al que presenta la cepa
mutante del hongo C. purpurea que expresa un alelo dominante negativo de cdc42
(Scheffer et al., 2005). Por otra parte, las mutantes condicionales de N. crassa cdc-24
mostraron defectos en la polaridad como los observados en las mutantes deficientes de
CDC-42 y RAC. Las mutantes termosensibles de cdc-24(10-19) y cdc-24(19-3) exhibieron
claramente una hiper-ramificacion como se determind para rac(7-1), no obstante en cdc-
42(18-4) la ramificacibn masiva fue menos pronunciada, mientras que el fenotipo
caracteristico de la cepa cdc-24(24-21) fue idéntico a las caracteristicas fenotipicas
presentadas en la doble mutante condicional rac(7-1);cdc-42(18-4). Especificamente, los
conidios de las cepas cdc-24(24-21) y rac(7-1);cdc-42(18-4) fueron incapaces de realizar el
cambio de un crecimiento isotropico a un crecimiento polarizado, el cual es requerido para
la germinacidn de las esporas y ascosporas homocarioticas de Acdc-24 'y Arac; Acdc-42 que
fallaron en establecer la polaridad.

En S. cerevisiae y S. pombe, la actividad de CDC-42 es regulada por la RhoGEF Cdc24p o
por su homologo cercano Scdl, respectivamente (Park y Bi, 2007; Pérez y Rincdn, 2010).
Cdc24, también estd implicada en la regulacion de Cdc42 en otros organismos flngicos
como A. gossypii (Wendland y Philippsen, 2001) y en C. albicans (Bassilana et al., 2003),
sin embargo la actividad reguladora de Cdc24 en estas especies no ha sido corroborada. En
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contraste, en el basidiomiceto U. maydis, Cdc24 funciona como un activador especifico
para Racl (Mahlert et al., 2006; Castillo-Lluva et al., 2007; Frieser et al., 2011). En el caso
de N. crassa se ha demostrado que CDC-24 estimula in vitro la actividad de CDC-42 y
RAC (Araujo-Palomares et al., 2011). Consistente con los resultados presentados por estos
autores y los defectos observados en la polaridad de las mutantes condicionales de cdc-24
del presente trabajo, se complementa que CDC-24 es el principal GEF para CDC-42 y
RAC en N. crassa.

La funcion traslapada propuesta en este trabajo para RAC y CDC-42 en N. crassa asi como
de CDC-24 como un activador para ambas GTPasas, también se ve reflejada en el patron de
localizacion que presentan estas tres proteinas en N. crassa. En los &pices de hifas maduras
la localizacion de CDC-42, RAC y CDC-24 es asociada a la membrana plasmatica y en
forma de capucha de acuerdo a lo observado en los hongos tales como A. nidulans, A.
niger, C. albicans, E. festucae, P. marneffei y U. maydis, (Hazan y Liu, 2002; Boyce et al.,
2003; 2005; Bassilana y Arkowitz, 2006; Virag et al., 2007; Alvarez-Tabarés y Pérez-
Martin, 2008; Kwon et al., 2011; Takemoto et al., 2011). Interesantemente, en N. crassa el
patrén de localizacidn especificamente de las tres proteinas fue distinto, lo que apoya la
sugerencia de que las GTPasas RAC y CDC-42 poseen funciones diferentes dentro de los
apices de hifas maduras y durante el establecimiento de la polaridad. Se localiz6 CDC-42
de forma creciente en el apice de las hifas asociada a membrana plasmatica, mientras que
RAC, también fue asociada a membrana plasmatica pero en forma de anillo subapical,
excluyendo la zona ocupada por CDC-42 (Figura 39A). EI GEF CDC-24 se localizé en una
posicion estratégica dentro del domo apical en forma de media luna cubriendo el patrén de
localizacion de ambas GTPasas. Estos resultados son consistentes con los ensayos in vitro
del cambio de GDP a GTP que corroboran la actividad GEF de CDC-24 hacia RAC y
CDC-42 (Richthammer, 2011). Sin embargo, CDC-24 también mostré una acumulacion
citos6lica que rodea al Spk, sugiriendo que la activacion de RAC y CDC-42 ocurre en la
membrana plasmatica, mientras que la CDC-24 citosolica puede servir como un reservorio

de activacion competente o bien, puede tener otra funcién adicional independiente.
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En etapas tempranas del crecimiento de germinulas y formacién de ramificaciones durante
el desarrollo de N. crassa, ambas GTPasas RAC y CDC-42 son concentradas en la
membrana plasmatica en forma creciente en los sitios de polarizacion y diferente a lo
mostrado en hifas maduras. Esta diferencia en el patron de localizacion podria deberse
potencialmente a que la re-localizacién de ambas GTPasas ocurre de manera dependiente a
la tasa de crecimiento que presentan las diferentes etapas de crecimiento; estas diferencias
de localizacion ocurrieron de manera similar a lo descrito para la RHO-1 GAP LRG-1 en
N. crassa (Vogt y Seiler, 2008). Asi mismo, la localizacion de estas proteinas puede estar
influenciada por su interaccion especifica con la membrana. Trabajos previos han
demostrado dominios en la membrana ricos en esteroles, los cuales estan implicados en el
establecimiento y mantenimiento de la polaridad en A. nidulans (Cheng et al., 2001,
Pearson et al., 2004). Sin embargo Seiler y Plamman (2003) han reportado mutantes de N.
crassa defectuosas en la sintesis de ergoesterol y en la sintesis de fosfoinositoides,
mostrando defectos dramaticos en la polaridad. Este hecho podria explicar la hipotesis de
que estas GTPasas estan implicadas en la union a dominios o microdominios lipidicos
especificos a la membrana plasmatica y estos estén expresandose en diferentes etapas del
crecimiento del hongo y por ello vemos diferencias en la localizacion de estas proteinas.
Especificamente, CDC-42 y RAC se localizaron en germinulas y durante la formacion de
nuevas ramificaciones en forma creciente asociadas a membrana plasmatica dentro del
domo apical y después cambiaron a una pequefia capucha apical y al anillo subapical
respectivamente, una vez que la extension apical ha alcanzado cierta tasa de extension.
Cdc42 también ha sido implicada en la formacion de ramificaciones en A. nidulans (Virag
et al., 2007). En N. crassa CDC-42 y RAC se localizan en el futuro sitio donde se formaré
la emergencia de una ramificacion subapical, lo que implica que ambas GTPasas regulan el
inicio de ramificacion subapical, sin embargo, ambas proteinas no son esenciales para la
formacidén de ramificaciones ya que las mutantes carentes de estas proteinas fueron viables
en generar ramificaciones subapicales. Interesantemente, las dos GTPasas tienen diferente
cinética en la localizacion en la membrana antes de la emergencia de la rama, lo que indica
funciones tempranas y tardias de CDC-42 y RAC, respectivamente, durante la iniciacion de
la rama. No obstante, la diferencia mas pronunciada entre las dos GTPasas se observa
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durante el establecimiento de la polaridad en conidios (Figura 39B): mientras que CDC-42
se localiza en la corteza celular antes de la emergencia del tubo germinativo, RAC se
acumula s6lo después de que la polaridad se establece. Estas diferencias, se correlacionan
aun mas con los defectos pronunciados de polaridad que presenta la cepa Acdc-42 en
comparacion con la cepa drac, lo que puede sugerir un papel mas importante de CDC-42

que RAC durante el establecimiento de la polaridad en N. crassa.
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Figura 39. Modelo representativo de localizacion del médulo CDC-42 — RAC — CDC-24 en N. crassa.
(A) Resumen esquematico del patron de localizacion de CDC-42, RAC y CDC-24 en los apices celulares de
hifas maduras de N. crassa en crecimiento. (B) Patrdn de localizacion de CDC-42, RAC y CDC-24 durante la
germinacién de macroconidios y elongacion del tubo germinativo de N. crassa.

Cdc-42 y RAC ademas de participar en la formacion de ramificaciones, también participa
en la formacion de septos, de acuerdo con la funcion descrita para Cdc42p en la levadura S.
cerevisiae y la levadura de fisién S. pombe durante la division celular (Park y Bi, 2007;
Pérez y Ricon, 2010). Del mismo modo, la localizacion de estas proteinas en el septo ha
sido observada en P. marneffei, donde la pérdida de una de ellas conduce a un proceso de
septacion inapropiado (Boyce et al., 2003; 2005), para Cdc42 en C. albicans (Bassilana et
al., 2005) y raramente, para RacA en A. niger (Kwon et al., 2011). Con excepcion de
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Cdc42 en U. maydis, la cual parece tener una alta especializacién para controlar la
separacion celular en la levadura de este basidiomiceto (Bohmer et al., 2008). Sin embargo,
la contribucion especifica de CDC-42 y RAC durante la formacion del septo en hongos
filamentosos no ha sido elucidada. El incremento de abundancia de septos en las mutantes
rac, cdc-42 y cdc-24 en N. crassa sugiere una participacion como reguladores negativos
que pueden funcionar en una relacién antagonica con las GTPasas RHO1 y RHO4, los
cuales son reguladores positivos en la formacion del septo en N. crassa, A. nidulans y C.
albicans (Rasmussen y Glass, 2005; Dinkler y Wendland, 2007; Vogt y Seiler, 2008;
Justa-Schuch et al., 2010; Si et al., 2010; Seiler y Justa-Schuch, 2011).

En la levadura S. cerevisiae es bien conocido que Cdc42p juega un papel importante en la
organizacion de los filamentos de actina (Adams et al., 1990; Johnson, 1999) sin embargo
existe controversia, ya que se sefiala que la localizacién de Cdc42p y Cdc24p no depende
del citoesqueleto de actina (Ayscough et al., 1997; Nern y Arkowitz, 1999; Toenjes et al.,
1999; Irazoqui et al., 2005). Del mismo modo se ha presentado esta misma situacion en A.
nidulans (Virag et al., 2007), C. albicans (Hazan and Liu, 2002; Bassilana y Arkowitz,
2006), Y. lipolytica y C. neoformans (Hurtado et al., 2000; Vallim et al., 2005). En N.
crassa, las cepas expresando CDC-42, RAC y CDC-24 marcadas con proteinas
fluorescentes fueron tratadas con inhibidores del citoesqueleto microtubular (benomilo) y
del citoesqueleto de actina (citocalasina-A) encontrando que las proteinas permanecian
presente en los apices celulares de hifas maduras, sugiriendo que la localizacién de ambas
GTPasas y del GEF, son independientes al citoesquelo tanto microtubular como de actina,
sin embargo no se descarta la posibilidad que estas proteinas regulen otro tipo de proteinas
que sean necesarias para la polimerizacion de actina, tal como la proteina Bnil, donde se ha
demostrado ser necesaria para la propia orientacion y organizacion de los cables de actina
(Ozaki-Kuroda et al., 2001; Sagot et al., 2002; Evangelista et al., 2002). No obstante, en
hongos filametosos como es el caso de A. gossypii, A. niger, C. neoformans, P. marneffei y
T. borchii, al menos una de estas GTPasas juega un rol importante en la organizacion de
actina (Wendland y Philippsen, 2001; Boyce et al., 2003; 2005; Menotta et al., 2007;
Ballou et al., 2010; Kwon et al., 2011).
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En organismos eucariotas se ha descrito que las Rho GTPasas poseen en el extremo C-
terminal una secuencia consenso CAAX (Ziman et al., 1993; Omer y Gibbs, 1994;
Waddick y Uckun, 1998; Pereira-Leal et al., 2001; Andrews et al., 2010) necesaria para ser
modificada post-traduccionalmente en la cisteina (Wolda y Glomset, 1988; Casey et al.,
1989; Farnsworth et al., 1989; Schafer et al., 1989; Finegold et al., 1990; Fukada et al.,
1990; Yamane et al., 1991) para asociarse a membrana plasmaética y realizar su funcién
(Maltese, 1990; Gibbs, 1991; Schafer y Rine, 1992; Clarke, 1992). Sin embargo, se ha
sugerido que la funcion asociada con la activacion de las Rho GTPasas podria ser separada
de su asociacion a membrana plasmatica (Kranenburg et al., 1997). Por otra parte, en
organismos levaduriformes se ha descrito que la GEF Cdc24p presenta en el extremo C-
terminal un motivo PB1, el cual es necesario para que se lleve la interaccion especifica
entre la proteina Beml1p con Cdc24p (Ito et al., 2001; Butty et al., 2002), para mantener al
GEF Cdc24p en los sitios de crecimecinto polarizado (Butty et al., 2002). Sin embargo, la
eliminacion de este motivo es toxico, por lo que se sugiere que un dominio PBL1 intacto, es
requerido para mantener a Cdc42p inactivo, posiblemente por un mecanismo de
autoinhibicién (Shimada et al., 2004). Asi que para comprender la funcionalidad y
dinamica de estas proteinas, se llevo a cabo el etiquetamiento con proteinas reporteras en el
extremo carboxilo-terminal encontrando que la localizacion de CDC-42 y CDC-24 en los
apices de hifas maduras se ha descrito que se encuentra asociada a la membrana plasmatica
en forma de capucha de acuerdo a lo observado en los hongos como Aspergillus nidulans,
A. niger, Candida albicans, Epichloé festucae, Penicillium marneffei, Ustilago maydis y
recientemente en N. crassa cuando es etiquetado con proteinas fluorescentes en el extremo
amino-terminal (Hazan y Liu, 2002; Boyce et al., 2003; 2005; Bassilana y Arkowitz, 2006;
Virag et al., 2007; Alvarez-Tabarés y Pérez-Martin, 2008; Araujo-Palomares et al., 2011;
Kwon et al., 2011; Takemoto et al., 2011). Como era de esperarse, el patrén de localizacién
de CDC-42 y CDC-24 en N. crassa cambia completamente al ser etiquetadas en el extremo
carboxilo-terminal, este hecho no se ha documentado en hongos filamentosos. En la
levadura Saccharomyces cerevisiae las proteinas Rho GTPasas pueden localizarse tanto en
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forma soluble (libre en el citosol) como en forma particulada (asociada a la membrana

plasmaética, vesiculas secretoras o en material denso como Golgi) (Ziman et al., 1993).

En hifas maduras del hongo filamentoso N. crassa, la Rho GTPasas CDC-42 y el Rho GEF
CDC-24 se localizaron dentro de los apices celulares como agregados citosélicos,
coincidiendo con la region central del cuerpo apical o Spk. Este hecho sugiere que tanto
CDC-42 como CDC-24 utilizando esta estrategia de marcaje molecular, permite su anclaje
a las membranas que componen a las vesiculas secretoras, como se reporta para S.
cerevisaie (Ziman et al., 1993; Shimada et al., 2004). En este organismo se realizaron
fusiones del motivo CAAX con la GFP y su localizacion fue s6lo en membranas de
vesiculas, pero no en membrana plasmética de la periferia de la célula (Richman et al.,
2002). En levaduras se ha reportado que el exocisto es un complejo multiproteico que
integra sefiales de muchas GTPasas durante el crecimiento polarizado, por lo que ciertos
componentes que constituyen este modulo como es el caso de Sec3, interactlia con algunos
miembros de las Rho GTPasas como Rhol (Guo et al., 2001) y Cdc42 (Zhang et al., 2001)
de una manera cooperativa, donde estas interacciones proporcionan temporalmente una
regulacién de la secrecidn polarizada. No obstante, la acumulacion citosolica de la GEF
CDC-24 previamente se ha reportado rodeando al Spk en N. crassa (Araujo-Palomares et
al., 2011). En cambio, durante los diferentes eventos morfogenéticos del desarrollo de N.
crassa como es la fase de emergencia del tubo germinativo, CDC-42 se detectd dentro del
apice celular, conservando su localizacion durante la elongacion del tubo germinativo,
mientras que CDC-24, se observé una vez que se encontraba en la etapa de elongacion del
tubo germinativo como pequefios parches cerca de la membrana plasmatica. En cambio en
germinulas mas desarrolladas de N. crassa, tanto CDC-42 como CDC-24 etiquetadas en el
C-terminal mostraron una localizacion citosélica dentro de los apices celulares cuando las
germinulas alcanzaron una longitud aproximadamente de 160um de longitud. Este hecho es
la primera vez que se reporta en hongos filamentosos, no obstante, coincide con la
presencia de un Spk inmaduro (Araujo-Palomares et al., 2007). A pesar que su localizacién
difiere en cada uno de los eventos morfogenéticos, CDC-42 en esta etapa del desarrollo
presentd una localizacion citosélica bien definida y delimitada dentro de los apices, asi
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mismo, se localizd en septo; mientras que CDC-24 a pesar que su localizacién fue

citosolica, esta fue en forma de nube.

Es evidente que la localizacion de CDC-42 como de CDC-24 con el etiquetamiento
molecular en el N-terminal y en el C-terminal difieren notablemente, por lo que su
localizacion es influenciada por la interrupcion de las modificaciones post-traduccionales,
interrumpiendo su interaccion especifica con la membrana plasmatica. Sin embargo, se ha
reportado que algunas de las funciones asociadas con la activacion de las Rho GTPasas
podrian ser separadas de su asociacion a membrana (Kranenburg et al., 1997), a pesar de
que diferentes lineas de investigacion indican que el C-terminal de las Rho GTPasas es
requerida para su correcta localizacion. En N. crassa CDC-42 se localiza en los futuros
sitios donde ocurrira la emergencia de ramificaciones subapicales asociada a la membrana
plasmética, conforme avanza el desarrollo del nuevo eje de crecimiento, la localizacion de
CDC-42 cambia a un estado citosolico, lo que implica que esta GTPasa regula el
establecimiento de ramificaciones laterales, sin embargo como se reporta en el capitulo
anterior, esta proteina no es esencial para la formacion de ramificaciones ya que la mutante
carente de esta proteina y mutantes condicionales son capaces de formar ramificaciones. En
otros organismos fungicos como es el caso de A. nidulans, se ha reportado que Cdc42
también participa en la formacion de ramificaciones (Virag et al., 2007). Por tal motivo, si
comparamos los resultados de esta seccion, con el etiquetamiento en el N-terminal y lo
reportado en A. nidulans, sugiere que la funcion de CDC-42 en el extremo C-terminal
podria ser viable, ya que no es afectada su participacion en este proceso de la morfogenésis
del hongo N. crassa. En contraste a CDC-42, la proteina CDC-24 con el etiquetamiento
tanto en el C-terminal como en el N-terminal, fue presente una vez que las ramificaciones
alcanzaron una longitud determinada, por lo que sugiere que esta proteina no se encuentra

implicada en este proceso morfogenético de N. crassa.

CDC-42 ademas de participar en la formacion de ramificaciones bajo el marcaje en el C-
terminal, también esta implicada en la formacion de septos, tal como se describe en las

levaduras S. cerevisiae y S. pombe durante la citocinesis (Park y Bi, 2007; Pérez y Ricon,
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2010). No obstante, la localizacion de esta proteina en particular en los sitios de septacion
también ha sido observado en otros organismos fungicos como P. marneffei (Boyce et al.,
2003; 2005), C. albicans (Bassilana et al., 2005), A. niger (Kwon et al., 2011) y N. crassa
(Araujo-Palomares et al., 2011). Esto sugiere nuevamente que la funcion de CDC-42 con el
etiqguetamiento en el extremo C-terminal podria ser funcional. Sin embargo, la localizacion
de CDC-24 en el septo previamente ha sido reportado en el hongo endofitifco E. festucae
(Takemoto et al., 2011), en este organismo Cdc24-GFP se observo en la parte central del
septo (Takemoto et al., 2011). Aunado a esto, en la levadura S. cerevisiae se ha
documentado que durante la citocinesis, Cdc24p desaparece de la membrana plasmatica,
localizandose en el septo entre la célula madre y la célula hija (Nern y Arkowitz, 1999).
Con estos resultados y realizando un analisis comparativo, en N. crassa la localizacion de
CDC-24-mChFP estuvo presente en la formacion del septo, desde las primeras etapas de la
formacidn del septo, hasta la madurez del mismo, sin embargo es importante sefialar que la
localizacion de CDC-24 en el septo es transitoria, ya que desaparece una vez que el septo
llega a su madurez, hecho que anteriormente no se ha reportado en hongos filamentosos.
Hasta la fecha no se sabe con certeza el papel que podria desempefiar CDC-24 en los
septos. Por otra parte, al parecer el marcaje de CDC-24 en el C-terminal en N. crassa es
funcional, ya que se ha reportado que el dominio CH vy el cual se localiza hacia el N-
terminal de la proteina es requerido para la funcion y localizacion celular de Cdc24
(Shimada et al., 2004), asi mismo el dominio PH ayuda a orientar a la GEF hacia la
membrana plasmatica por la union de lipidos por lo que el etiquetamiento que se presenta
en esta seccion afecta la localizacion intracelular que presenta la proteina, a pesar que el

dominio PB1 en N. crassa se localiza a 6 aminoacidos del C-terminal.

Se ha descrito que la prenilacion es un proceso fundamental y esencial para la localizacion
y funcién de las GTPasas (Maltese, 1990; Gibbs, 1991; Clarke, 1992; Schafer y Rine,
1992), sin embargo, en este trabajo al realizar la cruza genética de la cepa carente del gen
de cdc-42 con la cepa que posee cdc-42-mCherryfp, se demostrdé que CDC-42 etiquetada
en el extremo carboxilo restablece el fenotipo silvestre y por lo tanto es funcional. En

células de mamiferos, la localizacion de las Rho GTPasas en membrana no es necesaria
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para llevar a cabo una funcion (Dunford et al., 2006) por lo que apoya la hipdtesis que el
presente etiquetamiento es viable. Con fines comparativos se determind la tasa de
elongacion tanto de la cepa cdc-42-mCherryfp y la cepa restablecida cdc-42-mCherryfp. Se
determin6 que la cepa marcada con la proteina reportera mChFP y la cepa restablecida
exhibieron un comportamiento y una tasa de elongacion similar a la cepa silvestre, por lo
gue no presentaron diferencias significativas, lo que sugiere nuevamente que CDC-42 es
una proteina funcional. Estos hallazgos que se presentan en el presente trabajo llevan a
pensar y coincidir con lo descrito por Lu et al.,, (2004), quienes sefialan que la
carboximetilacion aun no ha sido extensamente evaluada y las funciones asociadas con la
activacion de las Rho GTPasas podrian ser separadas de su asociacion a membrana
(Kranenburg et al., 1997).

En organismos levaduriformes se ha descrito que el mddulo Rsrlp constituido por
Rsrlp/Budlp, Bud2p y Bud5p, son requeridos para la seleccién de los sitios de gemacion
(Park et al., 1999). Sin embargo, en hongos filamentosos el analisis de cada uno de los
componentes que integran el médulo Rsrlp, asi como el papel que desempefian dentro de la
morfogénesis flngica no son conocidos. Es por ello que en el presente trabajo se analizé in
vivo, algunos componentes homologos integrales del médulo Rsrlp, involucrados en los

mecanismos moleculares que intervienen durante el proceso de polarizacion en hongos.

Bud5p, originalmente identificado como un GEF para Budlp, también se le ha atribuido
que tiene un papel clave en la vinculacion de sefiales para el establecimiento de la polaridad
(Kang et al., 2001; Kang et al., 2001). En N. crassa BUD-5 se localiza en los &pices
celulares tanto de germinulas como en hifas maduras en crecimiento, mostrando diferentes
patrones de localizacién como se reporta para levaduras (Kang et al., 2001; Marston et al.,
2001), sin embargo, los patrones de localizacion encontrados en N. crassa difieren
significativamente a los reportados en levaduras. En germinulas de N. crassa, BUD-5 se
observé de tres distintas formas. Durante las etapas tempranas del desarrollo, como es la
fase de emergencia de tubo germinativo, que ocurre después de las 3 horas de incubacion
(Araujo-Palomares et al., 2007), BUD-5 se observo6 en forma de un pequefio agregado en la
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parte central del apice celular. Sin embargo, cuando las germinulas se encontraban a la fase
de elongacion del tubo germinativo, el cual se ha reportado que ocurre después de las 5
horas de incubacion (Araujo-Palomares et al., 2007), se observd un cambio en cuanto a la
distribucion de BUD-5. En esta etapa del crecimiento, BUD-5 paso de tener una forma de
pequefio agregado, a una forma de media luna en el domo apical, lo que condujo a ocupar
una mayor area citosdlica dentro del apice celular, asi mismo, también se observo asociada
a membrana plasmatica. Estos resultados sugieren, que las diferencias en el patron de
localizacion de BUD-5 en germinulas, es potencialmente sujeto al grado de maduracién
celular, o quiza la acumulacion de la proteina no es la suficiente para observar el mismo
patrén de localizacion. Este hecho puede ser apoyado por lo presentado en hifas maduras
de N. crassa, ya que en los apices de las hifas en crecimiento, la localizacion de BUD-5 se
observo en forma citosolica con un punto brillante en la parte inferior central. Desde ese
punto, la distribucion de BUD-5 se extedido de manera citosélica hacia afuera en forma
radial dentro del domo apical, dando la apariencia de un abanico. Asi mismo, los ensayos
de colocalizacon con el Spk sugieren que colocalizan parcialmente en el apice celular. Del
mismo modo, BUD-2 también mostré distintos patrones de localizacion, tanto en
germinulas como en hifas maduras. En etapas tempranas del crecimiento de germinulas de
N. crassa, BUD-2 es asociada a la membrana plasmatica en forma creciente en los sitios de
polarizacion y diferente a lo mostrado en hifas maduras, donde el patron de localizacién de
BUD-2 cambié dréasticamente. En hifas maduras de N. crassa, BUD-2 se localizé en los
apices celulares, ocupando la parte central del Spk, lo que sugiere que en esta etapa de la
morfogénesis flngica es asocia a membranas de organelos. Esta diferencia que se muestra
en el patron de localizacién que presenta BUD-2, tanto en germinulas como en hifas
maduras, tal vez sirve como una estrategia para servir como reservorio para la inactivacion

de Rsrlp/Budlp del &pice.

Por otra parte, aunque en hongos filamentosos el estudio de los componentes que regulan la
seleccion de los sitios de gemacion es limitado, en A. gossypii y en C. albicans, el estudio
de homdlogos de Budl/Rsrl parecen tener una funcion en los apices celulares,
especificando la direccionalidad de extension de las hifas (Bauer et al., 2004; Hausauer et
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al., 2005). En N. crassa, el andlisis de los componentes del médulo RSR-1, BUD-5 y BUD-
2 especificamente, sugiere que estos son requeridos para establecer sitios de polarizacion
celular. Particularmente, BUD-5 se localizo6 en el futuro sitio donde ocurrira la emergencia
de una ramificacion subapical, lo que implica que el GEF regula o estable el sitio donde
ocurrird una ramificacion lateral. Tanto en S. cerevisiae como en C. albicans, se ha descrito
que la localizacion de Bud2 es confinada a la corteza celular (Park et al., 1999; Hausauer et
al., 2005). Interesantemente, la diferencia mas pronunciada tanto de BUD-5 como BUD-2
fue en el establecimiento de la polaridad en los macroconidios, mientras que BUD-2 se
localiza en la corteza celular antes de la emergencia del tubo germinal, BUD-5 se observa
poco después que la polaridad celular se ha establecido, sin embargo no se descarta la
posibilidad de que BUD-5 también se localice en la corteza celular de los macroconidios de
N. crassa.

BUD-2 ademas de participar en el establecimiento de la polaridad celular, también participa
en la formacion de septos, de acuerdo a lo descrito en la levadura S. cerevisiae (Park et al.,
1999; Marston et al., 2001) donde la proteina Bud2p se ha visto localizada en el septo que
se genera entre la célula madre y la célula hija. En el hongo filamentoso N. crassa, BUD-2
también se observd presente en los septos, desde germinulas hasta en hifas maduras. No
obstante, diversas lineas de investigacion, han sugerido que la localizacion de Bud2p en los
septos es debido a la interaccion que tiene con algunas septinas como Cdcl12p (Park et al.,
1999). Asi mismo, se ha descrito que Bud2p tiene una asociacion con el modulo Bud3p-
Bud4p (Park et al., 1999), donde en organismos como A. gossypii, C. albicans, A. nidulans
y N. crassa el médulo BUD-3 y BUD-4 es requerido exclusivamente para el proceso de
septacion (Gale et al., 2001; Wendland, 2003; Kaufmann y Philippsen, 2009; Justa-Schuch
et al., 2010; Si et al., 2010). Por otra parte, reportes previos en S. cerevisaie sefialan que
Bud5p estd involucrada en la formacion de septos entre la célula madre y la célula hija
(Kang et al., 2001; Marston et al., 2001). Sin embargo, para el caso de N. crassa no se
encontrd involucrada a la proteina BUD-5 en la formacion de septos, lo que indica que la
funcion primordial de BUD-5 es establecer sitios de crecimiento polarizado y mantener los

ejes de polarizacion. En general, en levaduras la formacion de septos es un evento
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morfogenético que es altamente acoplado al ciclo celular, ya que una célula madre genera
una célula hija que crece hasta alcanzar un tamafio similar a la célula madre, teniendo lugar
en ese momento la citoquinesis, septacion y separacion de las células (Arkowitz, 2001;
Marston et al., 2001). Durante este evento del ciclo celular, Bud5p se localiza en forma de
doble anillo en el septo, que una vez que ocurre la septacion, Bud5p se divide en dos
anillos individuales sobre la separacion entre la célula madre y la célula hija, conduciendo a
que cada célula heredere un solo anillo, sugiriendo que esta proteina esta involucrada en
llevar a cabo la disolucion del septo entre ambas células durante proceso de celular
(Arkowitz, 2001; Kang et al., 2001; Marston et al., 2001).

En levaduras, se ha establecido que el mddulo general Rsrlp no juega un papel esencial en
el establecimiento de los ejes de polarizacion, si no que el médulo Rsrlp/Budlp-Bud5p-
Bud2p es el encargado s6lo de posisionar a la maquinaria morfogenética hacia los sitios
donde se generara un sitio de polarizacion, siendo el modulo Cdc42p quien establece los
sitios de polarizacion (Kozminski et al., 2003). En N. crassa, el analisis parcial de los
componentes que constituyen del modulo Rsrlp, sugieren que las proteinas BUD-2 y BUD-
5 son requeridos para establecer y mantener los sitios de polarizacién similar como lo
realiza el médulo CDC-42 (Araujo-Palomares et al., 2011). Sin embargo, el mddulo CDC-
42 al parecer es el que posee una mayor importancia tanto en la levadura S. cerevisiae
como en el hongo filamentoso N. crassa. Esto se refleja en el hecho de que las mutantes del
mddulo Cdc42p produce fenotipos de células grandes, redondeadas e imposibilitadas en la
formacion de células hijas (Adams et al., 1990), mientras que las mutantes del médulo
Rsrlp, s6lo exhiben en las células gemaciones aleatorias tanto en células diploides como en
células haploides (Bender y Pringle, 1989; Chant y Herskowitz, 1991; Chant et al., 1991).
En cambio, en N. crassa las simples y dobles mutantes, asi como las mutantes
condicionales del médulo CDC-42 muestran defectos severos en el fenotipo e incluso
algunas de las variantes fueron letales (Araujo-Palomares et al., 2011). Sin embargo, es
necesario realizar el analisis de las cepas simples mutantes de Abud-5 y Abud-2, miltiples
mutantes y mutantes termosencibles que constituyen el moédulo Rsrlp en N. crassa, para

determinar si muestran un efecto considerable en el fenotipo para establecer una funcion
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relevante del papel que desempefia el médulo Rsrlp/Budlp-Bud5p-Bud2p en el hongo

filamentoso N. crassa.

En S. cerevisiae ademas del médulo Rsrip-Bud2p-Bud5p, también se han identificado
otros modulos que son necesarios para la localizacion correcta de los sitios de gemacion
(Bender y Pringle, 1989; Snyder, 1989; Chant y Herskowitz, 1991; Chant et al., 1991;
Fujita et al., 1994; Halme et al., 1996; Roemer et al., 1996; Valtz y Herskowitz, 1996;
Zahner et al., 1996), por lo que es posible que alguno de estos componentes modulares
intervengan en los mecanismos de seleccion de polarizacion en hongos filamentosos. En las
células fungica como A. gossypii, C. albicans, A. nidulans y N. crassa, se ha establecido
que parte del mddulo Bud3p-Bud4p-AxI2p, especificamente Bud3p y Bud4p no son
requeridos para establecer sitios de polarizacién y su funcion radica exclusivamente en el
proceso de septacion (Gale et al., 2001; Wendland, 2003; Kaufmann y Philippsen, 2009;
Justa-Schuch et al., 2010; Si et al., 2010). Asi mismo, Seiler y Justa-Schuch (2010),
sefialan que no existen homologos para BUD-8 y BUD-9 en N. crassa, los cuales forman
parte del médulo Bud8p-Bud9p-Rax2p en S. cerevisiae. Sin embargo genes homdlogos de
RAX-1 y RAX-2 estan presentes tanto en A. nidulans como en N. crassa por lo que no se
descarta la posibilidad de que estos puedan también intervenir en la seleccidn de sitios de

polarizacion.
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8. Conclusiones

1. Las proteinas del moédulo CDC-42 - RAC - CDC-24 son requeridas para mantener
la polaridad celular, integridad del Spk y crecimiento de N. crassa.

2. Las proteinas Rho GTPasas CDC-42, RAC y el GEF CDC-24, mostraron distintos
patrones de localizacion en los &pices celulares de hifas maduras y germinulas en N.
crassa.

3. En germinulas, CDC-42 presenta el papel mas importante durante el
establecimiento de un nuevo eje de polaridad celular en N. crassa.

4. CDC-42 y RAC nparticipan en la formacion de septos y en la formacion de
ramificaciones subapicales en N. crassa.

5. La localizacion del modulo CDC-42 - RAC - CDC-24 en el apice celular de N.
crassa es independiente del citoesqueleto, tanto del microtubular como del de
actina.

6. Se establece que el etiqguetamiento en el extremo C-terminal, obstruyendo el motivo
CAAX, de la GTPasa CDC-42 no afecta su funcidn, pero si su localizacion celular,
lo que sugiere que la localizacion en membrana plasmatica depende de la

geranilgeranilacion.

7. En hifas maduras CDC-42 se localiz6 en la parte central del Spitzenkorper, lo cual

sugiere que al interrumpir la prenilacion ésta es asociada a membrana intracelular.

8. El etiquetamiento en el extremo C-terminal de CDC-42 no bloquea su participacién

tanto en el proceso de septacion como en la formacidn de ramificaciones laterales.

9. En hifas maduras CDC-24 mostrd una localizacion citosolica ocupando la parte
central del Spk, lo que sugiere que esta localizacion puede servir como un
reservorio de activacion o bien, puede tener otra funcion adicional independiente

aln desconocida.
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La proteina CDC-24 al ser etiquetada en el C-terminal fue observada durante el

proceso de la formacién de septos.

La proteinas BUD-5 y BUD-2 mostraron distintos patrones de localizacion en los

apices celulares de hifas maduras y en germinulas del hongo filamentoso N. crassa.

BUD-5 y BUD-2 colocalizan parcialemente entre ellas y con la posicion que
presenta el Spk en los &pices celulares de hifas maduras de N. crassa, sugiriendo

que ambas proteinas intervienen en el mantenimiento de polaridad celular.

BUD-5 participa en la formacién de ramificaciones subapicales en hifas maduras de
N. crassa, lo que sugiere que esta proteina participa en la seleccion de nuevos ejes

de polarizacién secundarios.

BUD-2 participa en el establecimiento y en la formacion de septos tanto en hifas
maduras como en germinulas de N. crassa, lo que sugiere una participacion en

marcar los presuntivos sitios de septacion.

En germinulas, BUD-2 presenta el papel mas importante durante el establecimiento
de un nuevo eje de polaridad celular en N. crassa lo que sugiere es requerida para
establecer sitios de polarizacion celular, mientras que BUD-5 aparentemente solo

mantiene la polaridad celular en germinulas.

Se encontr6 que la proteina BUD-5 no interviene en la formacion de septos en N.
crassa, lo que sugiere que son otras las proteinas las que intervienen en este eventos

morfogenético.
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9. Perspectivas
1. En levaduras, especificamente en S. cerevisiae se ha documentado que al realizar
una mutagénesis en la Cys188 del carboxilo terminal de Cdc42, la localizacion de la
GTPasa en membrana se elimina (Ziman et al., 1993). Asi que para corroborar este
hecho y fundamentar la evidencia de que el etiquetamiento de la GTPasa CDC-42
en el C-terminal es funcional, en este trabajo se realizé una mutagénesis del extremo
C-terminal, el cual consisti6 en la eliminacién del motivo CAAX mediante la
técnica de la ventana rodante (Seidel y Satur, sin publicar). Mediante esta técnica se
obtuvieron alrededor de 40 cepas putativas sin presentar motivo CAAX, sin
embargo queda pendiente el anélisis de dichas cepas debido a la carencia de equipo

que pueda permitir el analisis correspondiente.

2. En levaduras es establecido que el mdédulo Rsrlp-Bud2p-Bud5p es requerido para
seleccionar los sitios donde ocurrird la polarizacion, por lo que es importante
realizar el andlisis de localizacidn intracelularar de la proteina Rsrlp en N. crassa
para poder determinar integralmente que la localizacion del modulo Rsrlp-Bud2p-
Bud5p en el hongo N. crassa es también requerido para seleccionar los sitios donde
se establecera un sitio de polarizacién. Asi mismo, hablar de una funcionalidad del
mddulo, es necesario realizar el analisis de simples mutantes, multiples mutantes y
mutantes condicionales de cada una de las proteinas que integran el médulo, para
porder establecer si juegan un papel indispensable en la morfogénesis de N. crassa.
Por otra parte, es fundamental determinar mediante ensayos in vitro, si BUD-5 es la
GEF para RSR1 y si BUD-2 es la GAP para RSR1 en N. crassa.
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Apéndice C

1. Solucidn de sales de Vogel

Cuadro 1. Solucion madre para preparar medio de VVogel (Vogel, 1956).

| Constituyentes: Formula: Cantidad: |
1. Sales de Vogel (50X) g/750ml de agua destilada
1.1 Citrato de sodio NazCsHs07 * 2H,0 150g
1.2 Fosfato de potasio KH,POy4 * anhidro 2509
1.3 Nitrato de amonio NH4NO3 * anhidro 100g
1.4 Sulfato de magnesio MgSQg4 e 7H,0 10g
1.5 Cloruro de calcio CaCl, » 2H,0 5¢
Afiadir con agitacion:
1.6 Solucién de elementos 5ml
traza
1.7 Solucién de biotina 2.5ml

NOTA: El resultado total equivale a 1lt, afiadir 2ml de cloroformo como agente preservador.

2. Solucién de elementos traza

Cuadro Il. Férmula para preparar solucién de elementos traza (Vogel, 1956).

| Constituyente: Formula: Cantidad: |

2. Solucion de elementos traza 9/95ml de agua destilada
2.1 Acido citrico CeHgO7 * H,0 59

2.2 Sulfato de zinc ZnSO4 ¢ 7TH,0 59

2.3 Sulfato de amonio ferroso Fe(NH4)2(SO4), « 6H,O 19

2.4 Sulfato de cobre CuSO4+ 5H,0 0.25¢

2.5 Sulfato de manganeso MnSQO, ¢ H,O 0.05¢g

2.6 Acido bérico HsBOj3 « anhidro 0.05¢

2.7 Molibdato de sodio Na,MoOQ, ¢ 2H,0 0.05¢

NOTA: El volumen final es de 100ml, afiadir 1ml de cloroformo como agente preservador.

3. Solucién de biotina

Cuadro I11. Formula para preparar solucion de biotina (Vogel, 1956).

| Constituyente: Cantidad: |
3. Solucién de biotina 5mg/50ml de agua destilada
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Apéndice D

1. Solucidn de sales para cruzas 2X

Cuadro 1. Solucion base para preparar medio sintético de cruzas
(Westergaard y Mitchell, 1947.)

| Constituyentes: Formula: Cantidad:
1.1 Nitrato de potasio KNO3 2.0g
1.2 Fosfato de potasio dibdsico K;HPO4 1.49
1.3 Fosfato de potasio KH,PO, 1.0g
monobésico
1.4 Sulfato de magnesio MgSQg4 e 7H,0 2.0g
1.5 Cloruro de sodio NaCl 0.29
1.6 Cloruro de calcio CaCl, 0.29
1.7 Biotina 10mg
1.8 Solucién de elementos traza 0.2ml
1.9 Agua destilada H.O 1000ml
1.10 Cloroformo CHCI; 2ml

2. Solucién de elementos traza

Cuadro Il. Férmula para preparar solucién de elementos traza (Vogel, 1956).

| Constituyente: Formula: Cantidad: |

2.1 Solucién de elementos traza 9/95ml de agua destilada
2.1 Acido citrico CeHgO7 * H,0 59

2.2 Sulfato de zinc ZnSO4 ¢ 7TH,0 59

2.3 Sulfato de amonio ferroso Fe(NH4)2(SO4), « 6H,O 19

2.4 Sulfato de cobre CuSO4+ 5H,0 0.25¢

2.5 Sulfato de manganeso MnSQO;, ¢ H,O 0.05¢g

2.6 Acido bérico HsBOj3 « anhidro 0.05¢

2.7 Molibdato de sodio Na;MoOQ, « 2H,0 0.05¢

NOTA: El volumen final es de 100ml, afiadir 1ml de cloroformo como agente preservador.

3. Solucién de biotina

Cuadro I11. Formula para preparar solucion de biotina (Vogel, 1956).

| Constituyente: Cantidad: |
3 Solucidn de biotina 5mg/50ml de agua destilada




Apendice E

1. Solucion FGS 10X

Cuadro 1. Solucion base para preparar medio FGS.
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| Constituyentes: Formula: Cantidad:
1.1 Fructosa C6H12056 59
1.2 Glucosa C6H120¢6 59
1.3 Sorbosa CsH1206 2009
1.4 Agua destilada H,O 1000ml

NOTA: El volumen final, esterilizar por filtracio



