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Resumen de la tesis de Marisol Gonzalez Amarillas, presentada como requisito
parcial para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida
con orientacion en Microbiologia.

El papel de la proteina RGD-1 en el crecimiento polarizado en el hongo
filamentoso Neurospora crassa.

Resumen aprobado por:

Dra. Ernestina Castro Longoria
Directora de tesis

Las proteinas Rho son esenciales como reguladores del crecimiento polarizado en
las células eucariotas. Estas proteinas son reguladas por las proteinas
activadoras de GTPasas (RhoGAPSs). En N. crassa se ha descrito a LRG-1 como
una reguladora de la RHO-1, sin embargo no existen estudios que identifiquen el
resto de las RhoGAPs de este hongo filamentoso. En este trabajo se identificd a
gen rgd-1 en N. crassa (NCU00553.5) el cual codifica para la proteina RGD-1, de
743 aminoacidos, que contiene el dominio F-BAR en el N-terminal y un dominio
RhoGAP en el C-terminal caracteristico de las proteinas RhoGAPs. Se llevd a
cabo el estudio del papel de la proteina RGD-1 a través de la caracterizaciéon
fenotipica de la cepa mutante Argd-1. Se encontr6 que la ausencia de esta
proteina genera hifas con mayor niumero de ramificaciones y una disminucién en
la produccién de conidios. También se caracterizé el fenotipo de una cepa doble
mutante Argd-1;Abem-3, la cual mostré un patron de ramificacion similar al de la
cepa Argd-1. Respecto a la tasa de crecimiento todas las cepas mutantes
analizadas se observaron muy semejantes a la cepa silvestre. El sitio especifico
de activacion de la Rho GTPasa CDC-42 es critico para el establecimiento de la
polaridad celular, por ello se analiz6 la localizacion de la la Rho GTPasa CDC-42
etiquetada con YFP en la cepa mutante Argd-1, revelando una localizacién el
apice de las hifas, similar que una cepa silvestre. Sin embargo el area apical que
ocupa CDC-42 en la cepa mutante de Argd-1 se ve ligeramente disminuida. Por lo
cual, se analiz6 la localizacion de la actina a través del reportero lifeact-GFP en la
cepa mutante de Argd-1. La localizacion de la actina no se vio afectada,
observandose igual que una cepa silvestre en los sitios del collar endocitico y en
el spitzenkorper. Por los resultados obtenidos se puede concluir que RGD-1
participa en la regularizacion de la Rho GTPasa CDC-42, sin embargo no es
esencial y en su ausencia CDC-42 es regulada por otras GAPs.
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Abstract of the thesis presented by Marisol Gonzalez Amarillas as a partial
requirement to obtain the Master of Science degree in Life Sciences with
orientation in Microbiology.

The role of the RGD-1 protein in the polarized growth of the filamentous fungus
Neurospora crassa.

Abstract approved by:

Dra. Ernestina Castro Longoria
Thesis advisor

Rho proteins are essential regulators of polarized growth in eukaryotic cells. These
proteins are regulated in vivo by Rho GTPase activating proteins (RhoGAPS). In N.
crassa LRG-1 has been described as a regulator of the RHO-1, however there are
no studies that identify the remaining RhoGAPs in this filamentous fungus. In this
work the gene rgd-1 was identified the N. crassa (NCU00553.5) which encodes
the RGD-1 protein of 743 amino acids containing the F-BAR domain at the N-
terminus and a characteristic RhoGAP domain of the GAP proteins at the C-
terminus. The study of the role of RGD-1 protein was done by phenotypic
characterization of the mutant strain Argd-1. It was found that the absence of this
protein generates hyphae with more branches and a decrease in the conidia
production. Also, a double mutant for two GAPs was phenotypically characterized,
the double mutant strain Argd-1;Abem-3, which showed similar branching pattern
as the rgd-1 strain the branching pattern of the strain Argd-1. Regarding the growth
rate of all strains it was observed a very similar pattern to the wild type strain. Site
specific activation of the Rho-type GTPase CDC-42 tagged with YFP in a Argd-1
mutant strain was analyzed, revealing a location at the apex of the cell, as in the
wild type strain. However, the area occupied by CDC-42 was slightly less in the
mutant rgd-1. Therefore, actin localization through lifeact-GFP reporter in Argd-1
mutant strain was analyzed. The localization of actin was not affected, it was
observed in endocytic sites and in the spitezkérper. From the results obtained it
can be concluded that RGD-1 participate in the RhoGTPase CDC-42 regulation,
however is not essential and its absence on other GAPs regulate CDC-42.

Key words: Polarized growth, RhoGTPase, CDC-42, GAP
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Capitulo 1

Introduccién

El reino de los hongos comprende una gran diversidad de formas y
tamafnos, incluyendo las levaduriformes y las filamentosas (St. Germain y
Summerbell, 1996). En el caso de los hongos filamentosos, estos se encuentran
distribuidos ampliamente en la naturaleza y su importancia destaca por causar
severa contaminacion en alimentos, asi como ser patégenos de plantas, animales
y el hombre (Fischer et.al, 2008). Por otro lado, la capacidad metabdlica de estos
microorganismos les atribuye un impacto positivo al ser utilizados en los procesos
de fermentacién para la produccién de moléculas de interés en la industria
biotecnoldgica, como enzimas, antibiéticos, acidos organicos u otros metabolitos
(Ferreira et al., 2011). Algunos de ellos son econdOmicamente muy importantes en
la industria de los alimentos y la produccion de cerveza, como es el caso de

Saccharomyces cerevisiae (Kavanagh, 2005).

Los hongos representan sistemas experimentales que han sido
extensivamente explotados para investigar detalles moleculares de las funciones
de células eucariotas (Kavanagh, 2005). Ellos han servido como “organismos
modelo” para la investigacion en los campos de la genética y la biologia celular.
Los hongos filamentosos tienen una morfologia muy ramificada y ocupan un
amplio espectro de habitats, su velocidad de crecimiento es resultado de un
mecanismo fuertemente polarizado, alcanzando la biogénesis de la pared celular
tubular (Riquelme et al., 2011). El crecimiento polarizado es un proceso complejo
porque posee propiedades multifactoriales, que son coordinadas por numerosas
sefales. Esta red de sefializacion incluye a las GTPasas de la superfamilia de las
Ras, las proteinas cinasas dependientes de cAMP (PKA) y las MAPK, proteinas
cinasas activadas por mitégenos (Vogt, 2008). En los hongos, el crecimiento
polarizado requiere de diversos procesos celulares como la organizacion del

citoesqueleto, la exocitosis y la endocitosis, los cuales son integrados por una ruta



y regulados por el ciclo celular (Pérez y Rincon, 2010). Estos patrones son
altamente conservados y regulan numerosos aspectos de crecimiento y desarrollo
como la proliferacion celular, motilidad y sobrevivencia, en sistemas fungicos son
importantes para el mantenimiento de la polaridad de la hifa, desarrollo y
patogenicidad (Vogt, 2008).

1.1 Crecimiento polarizado

La polaridad celular, es un proceso central para el desarrollo de la mayoria
de los organismos eucariotas debido a que es critica para el funcionamiento de
diversos procesos tales como el transporte de nutrientes, sefializacion neuronal y
la motilidad celular (Park and Bi, 2007). En particular se ha observado la
importancia de la polaridad celular durante el desarrollo embrionario, la
generacion de axones Yy la intima comunicacidn entre los linfocitos con el sistema
inmune (Chant, 1999). En el caso de las levaduras, se ha mostrado que es basica
para la division y el apareamiento. La levadura Saccharomyces cerevisiae ha
servido como organismo modelo en la investigacion de los mecanismos
moleculares que dirigen el crecimiento polarizado debido a que este proceso es
comun en varios estadios de su ciclo de vida y la mayoria de las proteinas que
participan en la polarizacion de las levaduras son altamente conservadas entre los
diversos reinos, por tanto los modelos emergentes estan aplicandose de manera
general (Pruyne et al., 2004; Gulli, 2001; Sudbery y Curt, 2007). Durante la
division celular, el establecimiento de la polaridad es un proceso que involucra
varias etapas, que son reguladas por sefales intra y extracelulares. Primeramente
se requiere de la seleccion de un sitio especifico en el cortex celular (Gulli, 2001).
Después se establece un eje de polaridad hacia el sitio seleccionado por medio de
moléculas sefializadoras. En el sitio previamente seleccionado se organiza el
citoesqueleto y se dirige la secrecion hacia el lugar donde se llevara a cabo la

formacion de la célula “hija”. Posteriormente, el crecimiento celular se restringe



solamente hacia la célula hija y cuando ésta alcanza casi el mismo tamarfio de la
célula madre, se lleva a cabo la mitosis y citocinesis; y la secrecidén es dirigida
hacia el cuello el cual forma un septo separando la célula madre de la hija (Pruyne
et al., 2004).

El crecimiento polarizado es un proceso que se da en una region discreta
de la célula, lo cual es una caracteristica fundamental de la fisiologia de los
hongos. Esto permite que asuman una forma tipica entre cada especie y
modifican esta forma durante el apareamiento y la busqueda de nutrientes (Virag y
Harris, 2006). En el proceso de germinacion de los hongos filamentosos, las
esporas rompen su estado de dormancia y se expanden isotrépicamente lo cual
genera células de forma esférica. Durante su crecimiento isotropico todo el
material y la maquinaria requerida para generar la pared celular nueva y la
membrana plasmética se distribuye en el cortex celular. En una segunda etapa, se
selecciona un punto determinado para la salida del tubo germinativo “seleccién del
sitio de germinacion”. En el tercer paso, todo el material generado para la nueva
pared y membrana es dirigido hacia el punto establecido y el tubo germinativo
emerge “estableciéndose de esta manera la polaridad”. Como cuarto paso, toda la
magquinaria continda sintetizando material hacia el mismo punto y el tubo
germinativo se extiende apicalmente hasta dar lugar a la hifa “mantenimiento de la
polaridad” la cual se extiende continuamente y se va proliferando por
ramificaciones para formar un conjunto de hifas el cual se denomina micelio
(Figura 1)(Wendland y Philippsen, 2000; Wendland 2001; Momany, 2002).

Existen varios estudios en diversos organismos, en los que se le han
atribuido a las GTPasas un papel de moléculas sefializadoras en el desarrollo de
la polaridad. Estas proteinas se encuentran bastante conservadas desde
levaduras hasta humanos. Los sitios de crecimiento polarizado son
caracterizados por marcadores corticales, los cuales son depositados en el sitio
de gemacion y en los tubos de apareamiento (shmoos) durante la reproduccion

sexual. En estos sitios marcados, la GTPasa Cdc42 actia como el regulador



maestro en distintos aspectos del crecimiento celular y morfogénesis (Sudbery y
Court, 2007). La célula construye un eje en la direccion escogida como un reflejo
de la asimetria del citoesqueleto, nuevo crecimiento de pared celular y la posicion
de secrecion e insercion de membrana. Esto es controlado por la Cdc42 y otras
Rho GTPasas (Chant, 1999).

MP »

Figura 1. Morfogénesis de los hongos filamentosos. La sombra gris muestra las dreas de
crecimiento. I, crecimiento isotrépico; EP, establecimiento de polaridad; MP, mantenimiento;
S, septacion; R, ramificacion. Modificado de Momany, 2002 p580.

1.2 Las GTPasas de la familia Rho

Las GTPasas se dividen en dos principales grupos: la superfamilia de Ras
y las Rho GTPasas. La superfamilia de las Ras GTPasas tiene alrededor de 60
miembros en mamiferos y 150 en humanos, sin embargo se dividen en cinco
grupos principales: Ras, Rho, Rab, Arf y Ran (Etienne-Manneville y Hall, 2002;
Wennenberg et al.,, 2005). Las GTPasas de la familia Rho constituyen un
subgrupo de la superfamilia de las proteinas G pequefias. Estan altamente
conservadas en todos los eucariotas y participan en funciones importantes dentro

de la célula como la regulacion del citoesqueleto de actina, la polaridad celular, el



trafico de vesiculas, el ciclo celular y la expresion génica (Villar, 2009). Asi mismo,

se les ha visto involucradas en la biogénesis de pared celular (Park y Bi, 2007).

Las proteinas G pequefias tienen un tamafo regularmente entre 20/25 KDa
y ciclan entre su estado inactivo de union a GDP y su estado activo de union a
GTP. En su conformacion activa, las proteinas G interactian con proteinas
efectoras que inducen a una serie de eventos de sefalizacién rio abajo (Bos et al.,
2007). Mientras tanto, cuando se encuentran unidas a GDP no pueden interactuar
con sus blancos, por lo cual la sefial no es transmitida (Pérez y Rincén, 2010). Es
por ello que las GTPasas se les conoce como interruptores moleculares ya que
ciclan entre ambos estados conformacionales: (Etienne-Manneville y Hall, 2002;
Schmidt y Hall, 2002).

Se han identificado 22 miembros de esta familia en los mamiferos, siendo
RhoA, Racl y Cdc42 los mayormente estudiados. En células de mamiferos RhoA
promueve la formacion de las fibras de actina; Racl promueve la formacion de
protrusiones en superficies ricas en actina (lamelopodios) y el ruffling de la
membrana; y Cdc42 promueve la formacion de extensiones en la membrana
(filopodios) (Etienne y Hall, 2002; Tuck y Manser, 2011; Kéting C y Gerwert,
2013). La conclusion de que Rho, Rac y Cdc42 regulan 3 sefales de transduccion
uniendo receptores de membrana plasmatica hasta el ensamblaje de distintas
estructuras ricas en actina ha sido confirmada en una gran variedad de células de

mamifero asi como en las levadura y las moscas (Etienne y Hall, 2002).

En los hongos, se ha encontrado que dentro de los marcadores espaciales
y temporales que seleccionan el inicio de un proceso de polarizacion estan
involucradas las proteinas Cdc42 y Cdc24 (Araujo-Palomares, 2011). En S.
cerevisiae no hay miembros de la familia de las RacGTPasas, sin embargo se han

identificado GTPasas del tipo Rac en Candida albicans y Penicillium marnefeffeii



(Sudbery y Court, 2007). La GTPasa Rhol es un regulador esencial de la sintesis
de los principales componentes estructurales de la pared celular de S. cerevisiae y
regula el transporte de una variedad de componentes de la pared celular que
estan involucrados en su biogénesis, organizacion de actina y la secrecidon
polarizada (Cabib et al., 1998; Levin, 2005). Poco se sabe del papel de la GTPasa
Rho2, sin embargo se ha visto que la inactivacion del gen no es esencial para la
viabilidad de la célula, ademas que comparte parcialmente homologia con la Rhol
(Madaule et al.,, 1987; Levin, 2005). Las proteinas Rho3 y Rho4 son otras
GTPasas involucradas en el crecimiento polarizado de S. cerevisiae. La
interrupcion del gen que codifica para de RHO4 no afecta el crecimiento, sin
embargo, las mutantes que carecen de RHO3 si presentan defectos en dicho
proceso (Matsui y Toh., 1992). Ademas, la eliminacion de RHO3 y RHO4 o
mutaciones especificas, causan la despolarizacion de los parches de actina: por lo
tanto, ambas proteinas estan involucradas en el mantenimiento de la polaridad
celular (Park y Bi, 2007).

La levadura por fisibn Schizosaccharomyces pombe también es un
excelente sistema para el estudio de la morfogénesis celular y la division celular,
esta tiene una forma cilindrica, crece principalmente por la elongacion de sus
puntas y se divide por fisién binaria después de formarse un septo en la parte
central que las divide (Nakano et al., 2003; Santos et al., 2003). En el genoma de
S. pombe se han econtrado 6 Rho GTPasas, de las cuales Cdc42 que juega un
papel importante en el establecimiento de la polaridad. La proteina homéloga de la
levadura por gemacion, Rhol regula la actividad de B1,3- glucano sintasa
principalmente y la Rho2 se involucra en la morfogénesis celular (Nakano et al.,
2003). Aunque Rho4 no es esencial, las mutantes que carecen de esta proteina
crecen de manera defectuosa a altas temperaturas con células defectuosas
durante la division. Asi mismo Rho4 se localiza principalmente en el septo pero no
en los polos celulares (Santos et al, 2003). La proteina Rho3 ha mostrado tener

distintas funciones como por ejemplo durante el proceso de polaridad celular, las



mutantes rho34 se hinchan cuando crecen a temperatura de 37° C y muestran una
deslocalizacion de los parches de actina y los microtibulos desorganizados.
Ademas Rho3 también participa en la citocinesis debido a que se localiza en el
sitio de divisidbn durante la mitosis y la septacion, la ausencia de rho3 forma
células con varios septos a temperaturas superiores a los 34 °C y algunas son
incapaces de realizar la citocinesis a 37 °C (Nakano, 2002). En el ascomiceto
Neurospora crassa se ha reportado que la proteina RHO-4 esta involucrada en la
septacion y la formacién del anillo de actina, esto es porque la proteina RHO-4 se
localiza en los septos y las cepas carentes de esta proteina han resultado en hifas
sin septos y sin la formacién del anillo de actina. Por otro lado ha mostrado un
crecimiento mas lento con respecto a la cepa silvestre (Rasmussen y Glass,
2005).

1.3 Regulacion de las proteinas Rho

El ciclo GDP-GTP es altamente regulado por la presencia de los factores
de intercambio de nucleétidos de guanina (GEFs) que estimulan el intercambio de
GDP a GTP para generar un estado activo, el cual es capaz de reconocer a las
proteinas blanco rio abajo, o a las proteinas efectoras (Bos et al., 2007). Por otro
lado, las proteinas activadoras de GTPasas (GAPSs) aceleran la actividad GTPasa
intrinseca de los miembros de la familia de las Rho. Finalmente, los inhibidores de
disociacion de GDP (GDI) interactian con la unién GDP-prenilada para el control
del ciclo en la membrana y el citosol (Figura 2) (Schmidt y Hall, 2002). Los grupos
prenilo (tales como fernesil y geranilgeranil) se incorporan a las GTPasas actuan
como anclaje de lipidos, lo que contribuye a su localizacion en la membrana (Bos
et al., 2007). Las proteinas RhoA, Rac y Cdc42 son reguladas por una gran
diversidad de GEFs y GAPs, las cuales utilizan similarmente una gran variedad de

efectores rio abajo (Wannenberg et al, 2005).
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Figura 2. Ciclo de las GTPasas. Las GTPasas con unién a GDP (estado inactivo) son activadas por
GEFs que promueven la liberacidn de GDP, permitiendo su reemplazo por GTP. Una vez activas
promueven la activacion de distintos efectores hasta que regresan a su estado inactivo a través
de la hidrélisis de GTP a GDP, la cual es catalizada por las GAPs. Las GDIs disocian a las
RhoGTPasas de la membrana. Modificado de Pérez y Rincén, 2010 p244.

1.4 Mecanismo de accion y funcién de las RhoGAPs

Las GAPs de las GTPasas Rho se definen por la presencia del dominio
RhoGAP altamente conservado. Este dominio consta de unos 150 aminoéacidos y
es diferente al médulo GAP de otros reguladores negativos para las GTPasas
Ras, Ran o ARF, pero es suficiente para la union a proteinas Rho activas y para
acelerar su actividad de GTPasa (Moon y Zheng, 2003). La reaccion de hidrdlisis
de GTP por parte de la GTPasa es poco eficiente y por ello requiere de la
interaccion de una GAP que acelere dicha reaccion varias 6rdenes de magnitud
(Bos et al., 2007).

El dominio RhoGAP consiste de nueve a- hélices y un residuo de arginina

altamente conservado el cual interacciona con los switch 1 y Il y el P-loop de las



proteinas Rho, que es lo que constituye el sitio de union de GTP (Moon y Zheng,
2003). Estudios basados en la estructura cristalografica del complejo Ras con
GpppNH (un andlogo de GTP no hidrolizable), muestran el mecanismo de la
reaccion de catdlisis de las proteinas con actividad GAP en la hidrdlisis de GTP.
En la estructura cristalografica, se observa una molécula de agua posicionada
frente al fosfato y del GTP la cual realiza un ataque nucleofilico al fosfato y del

GTP y por lo tanto lo convierte a GDP (Figura 3) (Bos et al., 2007).

Reactivos Estado transicional Productos
/2 Cl) D\
A GOP=0=P~C + OH, —= GDP=Om—P—=OH, —= GDP=0 + O~=P=0H + H'
o /\ o’
o 0
Ras/RasGAP
~Rho/RhoGAP-

b

Figura 3. Mecanismo de accion de las RhoGAPs. (A) Representacion esquemdtica de la
hidrélisis del GTP mediante un ataque nucleofilico de una molécula de agua. (B) Representacion
esquematica de la estabilizacion que realiza el residuo de arginina de la proteina con actividad
GAP y la glutamina de la proteina Rho, para posicionar correctamente la molécula de agua, la
cual es necesaria para que se produzca la hidrdlisis de GTP. Modificado de Bos et al., 2007 p.
869.
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El espectro de actividad de las RhoGAPs con las Rho GTpasas puede
variar ampliamente in vitro. Algunas GAPs pueden reconocer a una sola proteina
Rho y favorecer su actividad GTPasica, mientras que otras regulan un amplio
rango de especificidad hacia tres sustratos que comunmente son: RhoA, Racl y
Cdc42 (Moon y Zheng, 2003). Para realizar esta dedicada y compleja funcion
estas proteinas a su vez deben de estar muy reguladas. Las GAPs son reguladas
por interacciones proteina-proteina o lipido-proteina, por su unién a segundos
mensajeros y/o modificaciones postraduccionales. Estas interacciones vy
modificaciones inducen la translocacion de las GAPs hacia el sitio donde las
proteinas G pequefias son localizadas y se liberan de su autoinhibicién por un
dominio que las flanquea y en algunos casos, por las modificaciones alostéricas

de su actividad catalitica (Bos et al., 2007).

1.5 La GTPasa Cdc42 y sus reguladores en hongos

La GTPasa Cdc42 y otras Rho GTPasas, desempefian un papel vital en la
traduccion de sefiales que controlan la generacion y mantenimiento de la
polaridad celular en la gran mayoria de las células eucariotas (Johnson, 1999). Un
evento clave durante el establecimiento de la polaridad en la levadura S.
cerevisiae, es el reclutamiento de Cdc42p hacia los sitios de crecimiento en la
membrana plasméatica, donde la GTPasa, activa los efectores que modulan al

citoesqueleto de actina (Pruyne y Brestecher, 2000).

En las levaduras, la proteina Cdc42p fue identificada por primera vez a
partir de una cepa termosensible (cdc42-1ts) de S. cerevisiae; en esta mutante se
observd que no habia formacion de la yema, permitiendo un aumento de la masa
y el volumen de la célula. El crecimiento a temperaturas permisivas de la mutante

cdc42-1ts, permiti6 que un poco porcentaje de ellas mostrara la formacion de
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yemas alargadas, estas observaciones sugieren que la proteina Cdc42p participa
en la seleccion del sitio de gemacion y regula eventos calve durante el crecimiento
polarizado (Adams et al., 1990; Johnson, 1999).

Cdc24 es la Unica proteina con actividad GEF especifica para Cdc42 en S.
cerevisiae (Zheng et al., 1994). En las células haploides, Cd24p es secuestrada
en el nucleo durante la fase G1 del ciclo celular, uniéndose al adaptador Farlp.
Luego al ser fosforilada por la cinasa dependiente de ciclina Cdc28p durante la
emergencia de la célula hija, Farl se degrada y Cdc24 se libera y sale del ndcleo
(Gulli et al., 2000; Shimada et al, 2000). Esto conduce a la relocalizacion de
Cdc24 en la zona del inicio de la gemacion, probablemente mediada por su
interaccion con GTP-Budl (Park et al., 1997). Mediante ensayos in vitro, se
determiné que Bem3, Rgal y Rga2 son GAPs especificas para Cdc42, mientras
gue Bem?2 tiene actividad GAP para Rhol y Cdc42 (Park y Bi, 2007). La levadura
S. cerevisiae tiene cuatro GAPs para Cdc42: Bem2p, Bem3p, Rgalp y Rga2p
(Pérez y Rincén, 2010). Ademas existen otras GAPs como Bag7p que regula la
actividad de Rholp. Lrglp es una GAP reguladora de Ila actividad de Rho2.
También se ha descrito a Sac7, una GAP reguladora de Rhol. En el caso de
Rho4 y Rho5 ambas son reguladas por la GAP Rgd-2 (Roumanie et al., 2001). La
proteinaRgdlp como reguladora de la actividad de Rho3 y Rho4 (Doignon et al.,
1999)

S. pombe también posee un modulo similar al de S. cerevisiae, debido a
gue la misma GTPasa Cdc42 es controlada por dos GEFs: Scdlp y Geflp. Scdl,
también llamada Rallp, es homéloga de Cdc24p de S.cerevisiae. Esta es
necesaria para mantener la forma alargada de la célula (Coll et al., 2002). La otra
GEF es la proteina Geflp, la cual forma parte de un anillo en el sitio de la
septacién, que se compacta durante la citocinesis (Hirota et al., 2003). En el
hongo patégeno Candida albicans la actividad de Cdc24/Cdc42 se requiere para

la invasién hifal, lo cual sugiere que el modulo de estas GTPasas tienen un papel
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critico en la patogenicidad (Bassilana et al., 2003). En el caso de la proteina Racl
se encontr6 que no es necesaria para la viabilidad o la organizacion del
citoesqueleto, sin embargo es esencial durante el crecimiento filamentoso cuando
las células se encuentran embebidas en una matriz de agar. Asi mismo se
demostré que aungue existe una gran similitud entre Racl y Cdc42, tienen

papeles diferentes durante el desarrollo de C. albicans (Bassilana et al., 2005).

Se ha reportado que las GAPs Bem2p y Bem3p de S. cerevisiae se regulan
por su fosforilacion. Al suprimir a Bem2p, hay una hiperactivacion de Cdc42 la
cual es localizada en multiples sitios de la membrana plasmatica en la célula, por
tanto, Bem2p contribuye a la restriccion de la localizaciéon de Cdc42 hacia un solo
sitio (Knaus et al., 2007). Asi mismo, Cid et al., (1998) encontr6 en cepas
mutantes del gen Bem2p, una pérdida de la polaridad celular y despolarizacién del
citoesqueleto de actina, causando un defecto en la emergencia de la yema. La
Bem3p también es una proteina con actividad GAP para Cdc42. Analisis
fenotipicos sugieren que Bem3p debe moderar la funcion de Cdc42 durante la
morfogénesis, las cepas mutantes bem34 producen células con formas aberrantes
(Smith et al., 2002; Knaus et al., 2007) lo cual no se muestra con las mutantes
rgald y rga24, sin embargo los ensayos con las dobles y triples mutantes,
rgalAbem3A4 y rgaldarga2abem3A respectivamente, muestran mayor namero de
células afectadas que en las deleciones sencillas. Asi mismo, mostraron células
hiperpolarizadas(Smith et al., 2002). Por otra parte, Rgal y Rga2 son dos GAPs
de Cdc42 de S. cerevisiae que regulan por la adicion de fosfolipidos de membrana
(Villar, 2009).

La proteina Rgdlp ha sido reportada como un activador de la hidrolisis de
GTP de las GTPasas Rho3 y Rho4. Siendo consistente con esta informacion, la
Rgdlp se localiza en la punta de la yema y del cortex durante el crecimiento

polarizado, asi como en el anillo en la citocinesis (Lefebvre et al., 2009). La



13

proteina Rgdl de S. cerevisiae presenta dos dominios con distintas funciones en
la célula: el domino F-BAR y el RhoGAP. En la region del C-terminal se encuentra
el domino RhoGAP el cual activa la hidrdlisis de las GTPasas Rho3 y Rho4. En la
region N-terminal se localiza el dominio F-BAR el cual interactia con la membrana

plasmatica, especificamente a través de la unién a fosfoinositoles (Figura 4).

1 350 666 aa

Figura 4. Esquema que muestra la organizacion de los dominios de la proteina
Rgd1p de la levadura S. cerevisiae. Modificado de Lefebvre et al., 2009 p191.

Por medio de andlisis in silico, en el hongo patégeno C.albicans se ha
demostrado que la proteina CaRgdl, tiene una organizacion similar a la Rgd1p
de S. cerevisiae. Ademas esta proteina ha mostrado tener actividad GAP in virtro
con las GTPasas CaRho3, CaRho4 y CaCdc42. En el etiquetamiento de la
CaRgd1 con la GFP, se encontré que esta localizada en las areas del crecimiento
tanto en las células en fase levaduriforme como en las células en fase filamentosa
(Ness et al., 2010).

1.6 La GTPasa Cdc42 y sus reguladores en los hongos filamentosos

En el ascomiceto Aspergillus nidulans, se ha observado que Cdc42 se
localiza en los apices celulares de las hifas en forma de media-luna, sugiriendo
qgue esta proteina desempefia una funcién importante durante la morfogénesis
hifal y en la formacién de las ramificaciones laterales (Virag, et al., 2007). Las
cepas mutantes Acdc-42 mostraron menor crecimiento comparado con la cepa
silvestre y una reduccion de 45 veces menos en el numero de conidiosporas. La

polarizacion de las conidiosporas durante el proceso de germinacion se encontro
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disminuido y las ramificaciones laterales de la mutante Acdc-42 es reducida. Sin
embargo, la mutante Arac muestra una morfologia normal, pero genera
conidiéforos incompletos y deformes a una temperatura de 42 °C. Asi mismo, se
propone que Cdc42 y Rac tienen una funcibn compartida durante el
establecimiento de la polaridad porque la cepa doble mutante Acdc42 Arac no es
viable (Virag et al., 2007).

En el caso del hongo filamentoso N. crassa se ha propuesto que el médulo
CDC42-RAC-CDC24 se requiere para el establecimiento normal de la polaridad:
CDC-42, se localiza en la membrana de los conidios, en el apice del tubo germinal
y de las hifas maduras, asi como en septos. Durante la caracterizacion fenotipica
se observé que las cepas mutantes en el gen cdc-42, presenta defectos en la
polaridad tanto en la morfologia colonial como en las hifas maduras, debido que
los 4pices se muestran hinchados, asi mismo la tincién con el colorante vital FM4-
64 presenta una acumulacién en areas apicales y subapicales con spitzenkdrper
no definido. En el caso de la mutante Arac las hifas principales se observan con
produccién abundante de ramificaciones apicales y durante la aplicacion del
colorante la acumulacion es mucho menor en comparacion a la Acdc42. Cabe
mencionar que la cepa doble mutante Acdc-42;Arac resulto letal, las ascosporas
pudieron germinar por un periodo limitado con defectos severos de polaridad, pero
no pudieron mantener un crecimiento polarizado. Por lo tanto, se concluyd que
RAC y CDC-42 son componentes criticos para mantener la polaridad y son

requeridos para el ensamblaje del spitzenkdrper (Araujo-Palomares et al., 2011).

1.7 Neurospora crassa

En 1843 Neurospora crassa se empezdé a documentar como un

contaminante del pan en las panaderias de Francia. Este moho era conocido

como Monila sitophila el cual estaba presente en el pan y otras fuentes de
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carbohidratos como en las procesadoras de azUucar de cafa (Davis y Perkins,
2002). Subsecuentemente en los 1940’s, Beadle y Tatum establecieron su
hipGtesis de un gen-una enzima en base a trabajos hechos con mutantes de N.
crassa afectadas en la via de sintesis de arginina (Galagan et al., 2003). Estos
experimentos estimularon el uso de los microorganismos para el analisis genético
y de esta manera iniciar una revolucién molecular en la biologia (Davis y Perkins,
2002).

Debido a sus atributos genéticos y celulares, N. crassa se ha convertido en
un modelo genético basico entre los hongos filamentosos, debido a que posee un
genoma completamente secuenciado (Galagan et al., 2003; Seiler y Plamann,
2003).

Se ha utilizado para realizar estudios genéticos, reparacion y
recombinacion del DNA, regulacion del ritmo circadiano, biogénesis mitocondrial y
el crecimiento polarizado (Perkins y Davis, 2001; Riquelme et al., 2011) entre
otros. Esto es posible debido a que N. crassa presenta caracteristicas Unicas para
su estudio porque es facil de cultivar en el laboratorio y completa su ciclo de vida
en corto tiempo (Deacon, 1990). Ademas, su genoma se encuentra secuenciado y
por lo tanto, se han desarrollado numerosas herramientas genéticas que permiten

hacer estudios muy detallados (Galagan et al., 2003).

El ciclo de vida de N. crassa comprende una fase sexual y una fase asexual
(Figura 5). Durante su ciclo de vida la fase asexual, forma macroconidios que
tienen de uno a varios nucleos haploides. Estos germinan en las condiciones
ideales de crecimiento y contintan hasta formar un micelio. Durante la privacién de
nutrientes, las hifas aéreas pueden gemar o fragmentarse formando estructuras
llamadas artroconidios, los cuales, se caracterizan por ser hidrofébicas y
dispersarse facilmente a través del aire. En condiciones especificas de humedad y

temperatura, N. crassa produce microconidias, las cuales son esporas asexuales
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uninucleadas y se forman a partir de la extension y seriacion de los
microconidioforos (Davis, 2000).

Durante la fase sexual se requiere de la participacion de cepas sexualmente
compatibles, es decir la fusibn de dos individuos con sexos diferentes
genéticamente determinados por los loci mat-al y mat-A1 (Sexo “a” y “A”
respectivamente). El ciclo inicia cuando el hongo crece en un ambiente restringido
de nitrogeno y a temperaturas menores de 30° C. En estas condiciones, una de las
cepas genera el ascogonio o gameto femenino (comunmente referida como cepa
femenina o “receptora”), el cual se envuelve por un conjunto de hifas vegetativas
hasta formar una estructura llamada protoperitecio, la cual posteriormente es
fertlizada por los microconidios de la cepa del sexo contrario (cepa masculina o
“‘donadora”). La fertilizacién y la meiosis resultan del desarrollo de la estructura
femenina en un cuerpo fructifero llamado peritecio, el cual contiene las ascas, y en
cada una de ellas se encuentran 8 esporas sexuales llamadas ascosporas (Figura
6) (Davis, 2000; Borkovich et al.,2004).
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Figura 5. Ciclo de vida de Neurospora. El ciclo asexual inicia con la formacién de esporas
asexuales o conidios, los conidios germinan y forman el tubo germinal, los cuales se fusionan y
forman las hifas del micelio vegetativo. El ciclo sexual es inducido por una deprivacidon de
nitrégeno, lo cual da lugar a la formacion de la hifa ascogonia (cepa femenina o receptora), la cual
es cubierta por un conjunto de hifas dando lugar al protoperitecio, el cual es fertilizado por el
nucleo de un conidio de la cepa masculina o donadora. Después de la fertilizacion, el
protoperitecio (cuerpo fructifero) se desarrolla hasta formar un peritecio maduro. En el interior de
este se lleva a cabo la formacion de las esporas sexuales o ascosporas, mas tarde dard lugar a la
formacidn del asca, que contiene las ascosporas. Modificado de Leeder et al., 2011 p.441.
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Capitulo 2

Justificacion

Los hongos son uno de los grupos de organismos de mayor importancia en
nuestro planeta ya que juegan distintos papeles en nuestra vida. El
establecimiento de la polaridad celular en estos organismos es fundamental para
varios de sus procesos biologicos. En levaduras la proteina Rgdlp ha sido
reportada como un componente importante en la regulacion del establecimiento
de la polaridad celular. En N. crassa no hay estudios sobre la funcion de RGD-1,
por lo tanto en este trabajo mediante la obtencion de la mutante Argd-1 y de la
microscopia confocal se pretende estudiar el papel Neurospora crassa para
elucidar el papel de esta proteina en el establecimiento de la polaridad celular,
contribuyendo asi al estudio de la morfogénesis de los hongos filamentosos.
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Capitulo 3

Objetivos

3.1 Objetivo general

Determinar el papel de RGD-1 en el hongo filamentoso Neurospora crassa.

3.2 Objetivos particulares
Caracterizar el fenotipo de la cepa mutante de Argd-1 de N. crassa.
Caracterizar el fenotipo de la doble mutante Argd-1;Abem-3 de N. crassa.

Investigar el reclutamiento de CDC-42 en la cepa mutante de Argd-1 de N.

crassa.

Determinar la distribucion de la actina durante el crecimiento en la cepa mutante

de Argd-1 de N. crassa.
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Capitulo 4

Hipotesis

La proteina RGD-1 contribuye a la regulacién del crecimiento polarizado de
Neurospora crassa y su ausencia causa defectos en la morfologia celular del

hongo.
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Capitulo 5

Materiales y métodos
5.1 Cepas utilizadas
Las cepas y plasmidos de Neurospora crassa que se utilizaron se listan en

la tablal.

Tabla 1. Cepas de Neurospora crassa y plasmidos utilizados durante este estudio

Cepa Genotipo Referencia
4200 wt mat a FGSC

9717 A mus-51:: bar+; his-3 ; mat A FGSC
Asad-2 Asad-2 mat a Shiu et al., 2006
11328 Argd-1 het mat A FGSC
Argd-1 Argd-1 hom mat a Este estudio
11747 Abem-3 het mat a FGSC
Abem-3 Abem-3 hom mat A Este estudio
Argd-1/his-3 mat a Argd-1; his-3- Este estudio
Argd-1/Abem-3 Este estudio
Argd-1;his-3;lifeact Argd-1;his-3": :Pccg-1-lifeact-egfp” Este estudio
YFP::CDC-42 pgpd-yfp-cdc-42::his-3; Acdc-42::hphR A Araujo-Palomares
Argd-1;YFP::CDC-42  Argd-1::hph pgpd-yfp-cdc-42::his-3; mat Este estudio

Plasmidos utilizados

pPgdpYFP- Cdc-42 pPgpd-yfp;cdc-42 Araujo-Palomares, 2011

pRM49-OC30 Pccg-1-lifeact-egfp” Delgado-Alvarez, 2010
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5.2 Medios de cultivo

Las cepas de N. crassa se cultivaron en medio minimo de Vogel (MMV), el
cual contiene sales de Vogel 1X (Apéndice), sacarosa 2% (w/v) y agua destilada
(Vogel, 1956). En el caso de medio soélido se utilizé agar bacteriolégico (Agarmex
S.A de C.V) al 1.5%. Para cultivar a la cepa FGSC #9717, se le adicion6 al medio
25 mg/mL de histidina. Para inducir a la reproduccion sexual se utilizdo el medio
sintético para cruzas (MSC) (Westergaard y Mitchell, 1947) que contiene sales

para cruzas 2X (Apéndice), sacarosa al 2% (w/v), agar al 2% y agua destilada.

5.3 Andlisis bioinformatico

Se realiz6 la busqueda en el genoma de N. crassa de la secuencia

homologa del gen rgd-1p de Saccharomyces cerevisiae. La busqueda se llevo a

cabo a través de la pagina del Broad Insitute (http://www.broadinstitute.org), en

donde se identific6 a la secuencia NCU00553.5 como una secuencia homologa.
Se realiz6 un BLAST (Basic Local Alignement Search tool) en la pagina del NCBI
con el objetivo de identificar los dominios de la secuencia en estudio. Asi mismo
se hicieron otros alineamientos mdltiples con las secuencias homélogas
identificadas de otros organismos utilizando como herramienta la pagina del EBI

(European Bioinformatics Institute) (http://www.ebi.ac.uk).

5.4 Disefio de oligonucleotidos

Se diseflaron oligonucleotidos para amplificar un fragmento que va desde
1310 pares de bases rio arriba del inicio del marco de lectura abierto de rgd-1,
hasta 1302 pares de bases rio abajo del codon de “paro” del marco de lectura.

Los oligonucleétidos se disefiaron en base a la secuencia reportada en el Broad


http://www.broadinstitute.org/
http://www.ebi.ac.uk/

23

Institute con el nimero de acceso NCU00553.5. Estos oligonucleétidos se
utilizaron para determinar si la cepa FGSC #11328 contiene la eliminacion del
marco de lectura abierto y no interrumpido, ademés de saber si la cepa se
encuentra en estado de homocarion o heterocarion, es decir, si contenia nucleos

con una copia Silvestre del gen.

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en este estudio.

Nombre Secuencia 5’- 3’ Tm (°C)
rgd-1 5F GGAGACCAAGTTCAACCTCAG 55.0
rgd-1 3R GTCAGGTTCTATCACGGAGC 57.9
bem-3 5F GGCCCATCTGCATCCAACTTAAGC 60.5
bem-3 3R CGTATGGGTCTGGATCAGCCAGTCG 62.6

Tm= Melting temperature.

5.5Cruzas genéticas y obtencion de ascosporas

Se sembraron conidios en el centro de una caja Petri con MSC (Medio sintético
de cruza) sélido, se dejaron crecer por 4 dias a 30°C. Posteriormente se
inocularon conidios del sexo contrario en 6 diferentes puntos de esta misma caja,
se dejaron en incubacion por un lapso de 3 semanas a 25°C en completa
oscuridad. Una vez que se observo el desarrollo abundante de los peritecios, se
recuperaron las ascosporas liberadas en 1mL de agua destilada estéril. Para
inducir la germinacién de las ascosporas obtenidas, se tomé un volumen de 5 uL
de la solucion con ascosporas en 50 uL de agua destilada estéril; de éste se

tomaron 25 pL y se plaquearon en una caja Petri con MMV. El cultivo se incubd
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por una hora a 60°C para la activacion de las ascosporas y luego a 30°C por 12
horas para el crecimiento de las colonias. Una vez transcurrido ese tiempo, se
realizaron observaciones en el microscopio estereoscopico (SZXILLB2-100
Olympus®) y se aislaron las ascosporas germinadas transfiriéendolas por separado
a tubos de vidrio con MMV. Los tubos se incubaron a 30°C en oscuridad durante 5

dias.

5.6 Extraccion de DNA genémico de N. crassa

Para realizar la extraccion de DNA genomico de N. crassa se inocularon
conidios en un matraz Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de medio MMV
liquido. EI cultivo se incub6 a 30°C durante 2 dias en completa oscuridad para
favorecer el crecimiento del hongo y evitar la formacion de los conidios.
Posteriormente el cultivo se filtr6 a través de un embudo cubierto con la tela
sintética tipo “Magitel” estéril y se lavé con agua destilada estéril para eliminar el

exceso de MMV.

El micelio se guardd en un ultracongelador (VWRe) a una temperatura de -
80°C hasta su uso. Posteriormente, se congelaron las muestras con nitrégeno
liquido y se trituraron en un mortero moliendo hasta obtener un polvo fino. La
extraccibn de DNA gendémico de N. crassa se realizd utilizando el protocolo
descrito por el fabricante del kit comercial DNeasye Plant Mini Kit (50) de QIAGEN.

5.7Separacion de DNA mediante electroforesis

Para la separacion del DNA mediante la técnica de electroforesis. Se
prepararon geles de agarosa al 1% disuelto en el amortiguador TAE 1X (Tris
40mM; acido acetico glacial 20 mM; EDTA 5mM, pH 8.0) con bromuro de etidio al

0.1%. Los geles con las muestras se sometieron a un voltaje constante de 85 V
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por un tiempo de 40-50 minutos en una camara de electroforesis (Mini-Sub, Cell
GT, BioRad®) utilizando un regulador PowerPac BasicTM de BioRad. El DNA se
visualizé al irradiar el gel con luz ultravioleta con un transiluminador (Molecular
imager GelDoc XR, BioRad®). El tamafio de las bandas se determind por la

comparaciéon con los marcadores de tamafio de DNA (1 kb plus Invitrogen®).

5.8 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

El DNA gendmico que se obtuvo de la cepa FGSC #4200, se utiliz6 como
patron para realizar la amplificacion de fragmentos de DNA mediante la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR). Las amplificaciones por PCR de los
fragmentos de DNA, se llevaron a cabo en un termociclador Boeco®. En estos
experimentos se utilizaron como cebadores dos oligonucleétidos espedificos para
la amplificacién de cada uno de los fragmentos de interés, se utiliz6 una mezcla
de reaccidn que contenia: 1.5 pL del oligonucleétido sentido a 10 uM, 1.5 yL del
oligonucledtido antisentido a 10 uM, 2 yL de DNA gendémico y 20 yL de SuperMix
(PCR SuperMix High Fidelity, Invitrogen®) con capacidad de amplificacion de 1 kb
min-1. Esta mezcla se sometié a una serie de ciclos de desnaturalizacion del
DNA, de union y alineamiento de los oligonucle6tidos y la extension del fragmento
bajo la accion de una DNA polimerasa termoestable, resultando en la
amplificacion del fragmento de DNA de interés, cuyos extremos quedaron

definidos por la secuencia de los oligonucleétidos utilizados.

5.9 Transformaciones en N. crassa

Se recuperaron los conidios y se transfirieron a tubos conicos estériles de

50 ml (FALCON®) previamente frios. La mezcla de conidios, se centrifugé a 4°C

en una centrifuga MultiFuge 15-R Heraeus, durante 10 min a 8000 RPM.
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Posteriormente, se realizaron lavados con agua destilada estéril fria. Para
optimizar la transformacion de los conidios, se transfirieron 125 x 10° conidios, a
un tubo eppendorf de 1.5 mL y se realizaron 3 lavados con 500 pL de sorbitol 1 M
frio. La solucion de conidios con sorbitol se centrifugd por un minuto a 10 000
RPM vy se retir6 el sobrenadante. La transformacion de los conidios de N. crassa
se realiz6 mediante la técnica de electroporacion de la siguiente manera: en una
celda para electroporacion se colocaron 40 yL de conidios y 10 yL de plasmido
respectivo y se colocé en hielo por 30 minutos. Se aplicoé un pulso eléctrico con un
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 conidios se resuspendieron en 960 mL de sorbitol 1 M, y
posteriormente, la mezcla de conidios-sorbitol, se resuspendio en 25 ml de
solucion de recuperacion incubandose a 30°C con agitacion suave (100 RPM) por
2 h. Transcurrido el tiempo de incubacion, la solucion de recuperacion se mezclo
con 25 mL de “Top agar” (medio Vogel con sorbosa al 2% y agar 1.8%). La
mezcla se verti6 en cajas Petri con medio CA (colonia aislada) sélido y se

incubaron 30°C en oscuridad de 4 a 5 dias.

5.10 Recuperacion de transformantes de N. crassa

Las transformantes se recuperaron del medio sélido con una aguja de
diseccion y se resembraron en tubos de borosilicato de 12 X 75mm (PYREX®)
conteniendo MMV sdlido. Se incubaron a una temperatura de 30°C hasta que el

micelio se encontraba maduro y con abundante produccion de conidios.
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5.11 Recuperacion y conteo de conidios

Se sembraron conidios de la cepa silvestre FGSC#4200 , de la Argd-1 y de
la Argd-1 :: Abem-3 en medio MMV sdlido y se dejaron crecer a 30 °C durante 3
dias y a temperatura ambiente durante 4 dias. Se agregaron 100 mL de agua
destilada estéril para resuspender los conidios y se recuperaron por medio de
filtracion en tela tipo Magitel. Se realizé una dilucion con 10 uL del stock de
conidios en 990 uL de agua destilada para hacer el conteo en cdmara de
Neubauer. Se determiné la concentracion de conidios obtenidos y se hicieron los
calculos pertinentes, con el fin de tener 1 000 conidios concentrados en un
volumen de 2 pL para cada una de las cepas analizadas y asi realizar los

experimentos de la caracterizacion fenotipica.

5.12 Morfologia colonial

Se inocularon 1000 conidios en cajas Petri con MMV solido, se mantuvieron
a 30°C durante 12 horas. Esto se llevo a cabo por triplicado en cada una de las
cepas y se tomaron imagenes digitales para comparar el fenotipo de las cepas en

el estudio.

5.13 Determinacion de la tasa de crecimiento

Para medir la tasa de crecimiento se inocularon en la periferia de una caja
Petri de 15 cm de diametro con MMV sdlido, 1 000 conidios concentrados en un
volumen de 2 uL. Se monitored el crecimiento de las cepas cada 6 horas (1, t2,
t3, t4 y t5) a partir de un periodo de 24 horas de incubacion a 30°C, el cual

corresponde al tiempo cero. Se realizaron tres repeticiones del experimento y en
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cada experimento se conto con triplicados de cada cepa (n=9). Los resultados

obtenidos se promediaron y se calcularon las desviaciones estandar.

5.14 indice de ramificacion

Con la finalidad de determinar el indice de ramificacion se inocularon 1000
conidios en el centro de una caja Petri con MMV sdlildo y se incubaron a 30°C
durante 12 horas. Pasado este tiempo, se contaron las ramificaciones laterales
producidas en los ultimos 200 um de los apices de 30 hifas parentales de cada
cepa (n=9). El indice de ramificacion se obtuvo calculando el promedio del numero

de ramas cuantificadas.

5.15 Conidiacién

Se inocularon 1000 conidios de la cepa silvestre y las mutantes Argd-1 y
Argd-1;4Abem-3 en tubos de borosilicato con 4 ml de MMV sdélido y se dejaron
crecer a 30°C durante 7 dias (n=9). Los conidios se colectaron en 1 mL de agua
estéril dandoles vortex durante un minuto. La suspensién obtenida se diluyé 1000
veces para cuantificar el nimero de conidios por mL. Los conidios se cuantificaron
con una camara de Neubauer. Las cifras obtenidas se promediaron y se

calcularon las desviaciones estandar.

5.16 Medicién de biomasa

Para obtener la biomasa total se inocularon 100x10° de conidios en

matraces Erlenmeyer que contenian 100 mL de MMV liquido y se dejaron incubar

a una temperatura de 30°C durante 24 horas a 200 rpm de agitacién constante.
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Concluido el tiempo de incubacion los cultivos se filtraron al vacio con un embudo
Buchner y con los filtros Whatman 90 mm de didmetro (Cat No0.1001090). El
micelio himedo se pes6 en una balanza analitica marca Sartorius modelo No.
11712MP8 vy posteriormente se dejo secar a 60°C durante 24 horas y se seco.
Pasado ese tiempo, se registro el peso seco. Los experimentos se realizaron por
triplicado y en tres ocasiones (n=9). El analisis estadistico consistié en el calculo
del promedio, la, desviacion estandar y se grafico.

5.17 Métodos de microscopia

5.17.1 Microscopia de bajo aumento

Para el andlisis de la morfologia colonial e hifal de las células de N. crassa
se us6 un microscopio estereoscopico Olympus SZX12 equipado con un lente
adaptador de 0.097X. Las imagenes fueron capturadas con una camara Olympus
DP70 gue operaba con el Software DP Controler Olympus compatible para

Windows.

5.17.2 Microscopia de alto aumento

Para analizar las células de N. crassa se utilizé la técnica de bloque
invertido (Hickey et al., 2004). Primero, los conidios se cultivaron en MMV sélido y
se incubaron a 30°C. Cuando las células formaron wuna colonia de
aproximadamente 5 cm de diametro, se cortdé 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.
Para las observaciones, se utilizd microscopio confocal marca Olympus
FluoView™ FV1000 (Olympus, Japan). Para examinar la expresion de la YFP y la
GFP se uso el laser Argbn/2 con una Exc/Em 514/527nm para la YFP y una

Exc/Em 488/505-530 nm para la GFP. Se us6 el objetivo 60x, Plan Apocromatico
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de inmersion en aceite. Este microscopio, es equipado con un fotomultiplicador
gue permitio capturar imagenes tanto de fluorescencia como de contraste de

fases.
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Capitulo 6

Resultados
6.1 La proteina NCU00553.5 es homadloga a la proteina Rgdlp de S. cerevsiae

Se identifico, mediante un alineamiento de la secuencia proteica de Rgdlp
de S. cerevisiae con el genoma de N. crassa, a la secuencia del locus
NCU00553.5, como un posible homélogo de la proteina Rgdl1p. Se llevé a cabo el
andlisis de los dominios de esta secuencia y se encontré que al igual que Rgdlp
de S. cerevisiae, la proteina hipotética NCU00553.5 posee un dominio F-BAR en
la regidbn amino terminal que abarca desde la posicion 46 hasta el aminoacido
282. El dominio F-BAR se encuentra involucrado en la regulacion de la dinamica
de la actina y en la union con fosfoinositidos (fosfatidil inositol 4 fosfato y fosfatidil
inositol 4,5 bifosfato), lo cual indica que esta proteina es capaz de unirse a la
membrana (Prouzet-Mauléon et al., 2008). Adicionalmente, la secuencia contiene
un dominio RhoGAP en el extremo C-terminal, que abarca del aminoacido 543
hasta el 738 En este dominio se encuentran los sitios cataliticos importantes de
las proteinas activadoras de las GTPasas. porque contiene una argininina
conservada en la posicion 81, la cual es caracteristica de los dominos RhoGAP
porque interactia con la glutamina que esta conservada en el dominio switch 2 de
la GTPasa que regulan estas GAPs (Cherfils y Zeghouf, 2012) (Figura 6). Por lo
tanto, la secuencia primaria reportada con el NCU00553.5 contiene los dominios
gue indican que es una proteina homdloga a Rgdlp de S. cerevisiae y, a esta
secuencia de N. crassa se le nombré RGD-1.

Se realizé un alinemiento entre las secuencias RGD-1 de N. crassa, con la
secuencias Rgdlp de S. cerevisiae, Rga7 de S. pombe, la proteina hipotética
MGG_0348 de Magnaporthe oryzae, MgcRacGAP de Homo sapiens y Rgd-1 de
C. albicans (Figura 7)
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Rho-GAP F

Figura 6. Esquema de los dominios encontrados en la secuencia de N. crassa correspondiente
al NCU00553.5. La secuencia cuenta con 743 aminoacidos y contiene el dominio F-BAR en el
extremo N-terminal y un dominio Rho-GAP en el C-terminal caracteristico de las proteinas GAP.
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H.sapiens DVEIE---RRORAEADCEELERQIQLIREMIMCDTSGSIQLSEEQESALAFTINRGOPSSS 136
M. oryzas RAROHEDDLLEREVOALDODFRSEVIMIQAREKSELINSTRPEAVEALOD ITFECOAGTLATOL 2594
N.crassa EEROHEEDLLERAQEADODY QRKVNTVETERGEL INK IRPD TREALOR TVRECRAGVVLOM 270
S.cersvisias TEEQEEELLERRIDNADLEYKOEVDHSNSLENTF ITKERPRIMOELEDIERTEIDTAMEICQOE 256
C.albicans VEQQEDELSREVDTADOEYKSEVATCEKLEDETIMT HRENMNTEF LENIETEMDTIATNICE 274
5. Pombe LIFLEDERRLFAENAESTMHSKIENAONVOERLLET ERENYIFQFESIOQRETESSLELNY 265
H.sapiens BRRSTSROFVDGEPGEVERTRS IGSAVDOGHES IVEBKTTM T VENDGGPIEAVSEIETVEYW 242
M. oryzas REFBSFNEFELLLSNG-LSISPLEKEGDIESLEDVVIATNNENDLSNYLAGHHROLPSRAG 353
N.crassa REFBSFNEELLLSNG-LSVSPLEHGPDARSLRECVOATNNDEDLDEYLLSQYPRLPPRIG 329
S.cerevisias REYEIWIENLVLNTG-VIISPLD--STES-MESFAGSVENERDLYSFLNEYN———————— 304
C.albicans REYBTWNENLIMNSG-VLI SPLO--55KASMESMAS DT INEEDLYOYLLRHG--—————— 323
5. Pombe ERYEFLCESNTLLNG-LTIRPOEFTFTNCGLOHALDNINANTDEVOYVLHASIFHEDNEN 324
H.zapiens TRSRRETGTLOPWHNSDSTLNSRQLEPRTETDSVGTPOSHNGGMRLHDFVSETVIK—————— 2%
M. ory=zae PEOHGHNGGER PGS PGY GOGERNOSPPHGASVREVEGS SLNRLYERD-GLAVPOVVYQCITE 578
N.crassa PARPLASPTOORY PSGPVOAROSTPPMAOPTREPVEGVSLSELYERD-GLAVEMVVYQCIQR 568
S.cerevisias PEELINSLDSDRPISHIQTNNNMEPPGVORNFEIFGVPLESLIEFE-QDMVPAIVROCIYYV 495
C.albicans PAVSOTS5———-P5SLHIKGPE-—PLSTFOHPTFGASIEDVIOFAGVINVELIVHECIEYV S02
5. Pombe APPPSSINSHRAASPFRETSVSPOPSSPTESLLFGRELDATTLEE-HSNIPNIVHMOCTSD 529
H.zapiens DDIHATICSLIEDFLENLEEPLLTFRINRAFMEALRETTDEDHS IARMYQAVGELPQANEDT 472
M. oryzas VDEYGLNVEGI SGSVPHVNELENMEFDTTSDSPSLDFR——--NPENFFHDVHSVAGL 635
N.crassa VDLFGLGLEGT SGSVPHVNELETLFDTDSGS SNLDFR—-—-NPENFFHDVHSVAGL G25
S.cersvisias IDEFGLDQEGT SAENVLDVSELEEEI DKDPANISMILPSKPHS ——-DSDIYLVGESL 552
C.albicans IESYGLNLVGI YT SSHNOSOVHNELEESIDANF INYLTIGEDIDPSNWVYESEVECVASL 562
5. Pombe VENFGLNLOGI YWVPSSSARVNHMLESQFENNE —-———LLOLHTPEDYENDVHAVADL 583
H.saplens 5239

Figura 7. Alineamiento de la secuencia de los ortolégos de RGD-1 de otros hongos. Los
nameros indican la posicion de los aminodcidos; los puntos y los asteristicos corresponden a
los residuos similares o idénticos respectivamente. Se muestran los sitios de interaccion del
dominio F-BAR (azul), del dominio Rho-GAP (amarillo) y el residuo catalitico (rojo). El residuo
de arginina se encuentra sefialado por una flecha.
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6.2 Obtencion de la cepa homocarion Argd-1

Para obtener la condiciébn de homocarion se propiciaron cruzas sexuales
para la produccion de la progenie y la caracterizacion fenotipica de las mismas.
Se sembré en MSC (Medio sintético de cruza) la cepa #11328 mat A reportada
por el Fungal Genetics Stock Center como la cepa mutante rgd-1, se dejo crecer
por 4 dias a 30°C. Posteriormente se inoculd la cepa Asad-2 en 6 puntos de la
placa, se dej6 en incubacion por un lapso de 3 semanas a 25°C en completa
oscuridad. Una vez que se observo el desarrollo abundante de peritecios, se
procedid a recuperar las ascosporas liberadas en 1 mL de agua estéril. Para su
aislamiento se tomé un volumen de 5 pL de la solucién con ascosporas en 50 pL
de agua estéril, de éste se tomaron 25 pL y se plaguearon en caja Petri con MMV.
Una vez sembradas las ascosporas, se incubaron por una hora a 60°C para su

activacion y luego a 30°C por 12 horas (Figura 8).



Figura 8. Productos obtenidos de la cruza sexual entre las cepas Asad-2 y Argd-1. A)
Morfologia macroscépica de la cruza entre la cepa Asad-2 y Argd-1. La cepa #11328 (Argd-1) se
utiliz6 como cepa receptora o “femenina” y la cepa 4sad-2 se utiliz6 como cepa donadora o
“masculina”. B) Imagen que muestra los peritecios de la cruza en A con un aumento de 10x en
el microscopio estereoscépico. C) Formacién de protoperitecios y peritecios inmaduros, D)
Peritecios maduros. E) Peritecios maduros expulsando las ascosporas (se indican con una
flecha). F) Germinacién de las ascosporas en medio CA.

35



36

6.3 Comprobacion de las cepa mutantes Argd-1 y Abem-3 mediante PCR

De las colonias que provienen de la cruza de las cepas Asad-2 con Argd-1
qgue resultaron resistentes a higromicina, se llevé a cabo la extraccion del ADN
gendmico de las cepas (ver apartado 5.6.). Para comprobar la ausencia del gen
rgd-1, se usaron oligonucleétidos que amplificaron las regiones del fragmento que
va desde 1310 pares de bases rio arriba del inicio del marco de lectura abierto de
rgd-1, hasta 1302 pares de bases rio abajo del codén de “alto” del marco de
lectura abierto, lo cual corresponde a regiones 5 “forward” y 3 “reverse”. Los
oligonucledtidos utilizados son rgd-1 5F y rgd-1 3R para el gen rgd-1 que amplifica
un tamafio de 5.2 kb aproximadamente. Para el gen bem-3 se usaron los
oligonucledtidos bem-3 5F y bem-3 3R que amplifican las regiones del fragmento
gue va desde 259 pares de bases rio arriba del inicio del marco de lectura abierto
de bem-3, hasta 354 pares de bases rio abajo del codon de “alto” del marco de
lectura abierto, lo cual corresponde a regiones 5 “forward” y 3 “reverse” (Figuras 9
y 10).
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Figura 9. Identificacion mediante PCR de la cepa mutante Argd-1. (A) Esquema que representa
el tamafio de los fragmentos amplificados para la cepa silvestre y Argd-1. (B)Gel de agarosa al
1% que muestra en el carril 1 el marcador de peso molecular, en el carril 2 se muestra una
banda de 5 265 pb que corresponde al fragmento amplificado con los oligos rgd-1 5F y rgd-1 3R
utilizando como templado el ADN de la cepa silvestre #4200. En el carril 3 se encuentra un
fragmento de 3804 bp amplificado por PCR a partir del ADN gendmico de la cepa #11328 que
resulté homocarion. El carril 4 corresponde a dos fragmentos esperados que corresponden a
nucleos silvestres y nucleos Argd-1, lo cual indica que la cepa se encuentra en un estado
heterocaridn.
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Figura 10. Identificacion mediante PCR de la cepa mutante Abem-3. Gel de agarosa al
1% que muestra en el carril 1 el marcador de peso molecular, en el carril 2 se muestra
una banda de 5 970 pb que corresponde al fragmento amplificado a partir de DNA
gendmico de la cepa silvestre #4200 con los oligos bem-3 5F y bem-3 3R. En el carril 3 se
encuentra un fragmento de 2001 pb amplificado por PCR a partir del ADN gendmico de la
cepa #11747 que resulté homocarion.

6.4 Obtencién de la cepa doble mutante Argd-1;4bem-3

La cepa doble mutante se obtuvo mediante cruzas genéticas. EI método
gue se llevd a cabo fue similar al descrito en la seccién 5.5; la diferencia radica en
las cepas utilizadas para las cruzas; ambas eran homocariones mutantes. De las
progenies obtenidas de la cruza Argd-1;Abem-3, se seleccionaron aquellas que
crecieron en higromicina y se analizaron mediante la amplificacion por PCR para
comprobar la ausencia del gen rgd-1 y posteriormente para el gen bem-3 (Figura
11). De las mutantes obtenidas se caracterizaron fenotipicamente como se

describe mas adelante.
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Figura 11. Identificacion mediante PCR de la cepa doble mutante Argd-1; Abem-3. Geles de
agarosa al 1% que muestran los productos de PCR obtenidos utilizando como templado ADN
gendmico de la cepa doble mutante Argd-1;Abem-3. A) Muestra en el carril 1 el marcador de
peso molecular, en el carril 3 se muestra una banda de 3804 pb que corresponde al fragmento
esperado para cepa homocarién Argd-1 al utilizar los oligos rgd-1 5F y rgd-1 3R. B) El carril 1
muestra el marcador de peso molecular, en el carril 4 muestra un fragmento de 2001 pb
esperado para la cepa homocarién Abem-3 al utilizar los oligos bem-3 5F y bem-3 3 R.

6.5 La mutante Argd-1 crece de igual manera que una cepa silvestre

En la levadura S. cerevisiae, el gen RGD-1 codifica para una proteina no
esencial: al inactivar el gen RGD1, la levadura crece de manera similar a una cepa
silvestre. Sin embargo, la mutante muestra ligeramente un defecto en la viabilidad
en la fase estacionaria cuando crece en medio minimo (Barthe et al., 1998). Por
estos antecedentes se decidié evaluar el efecto de la eliminacién del gen rgd-1 de
las cepas mutantes de N. crassa mediante la comparacién con el crecimiento de
la cepa silvestre a diferentes tiempos (Figura 12).
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Figura 12. Morfologia colonial de la cepa silvestre y de las mutantes a las 24 y 36 horas. El
experimento se realizd por triplicado durante 3 ocasiones. (A-B) Cepa silvestre. (C-D)
Mutante Argd-1. (E-F) Mutante Abem-3. (G-H) Doble mutante Argd-1; Abem-3.

Se realizaron observaciones de la morfologia colonial de todas las cepas
en el estudio, y se encontr6 que a las 24 h después de inocularlas en medio
minimo, el crecimiento de la mutante Argd-1 (C-D) es ligeramente mayor que la
cepa silvestre (A-B). En el caso de la mutante Abem-3, su crecimiento a las 24 y
36 hrs (E-F) fue menor con respecto al resto de las cepas y muy similar al de la
cepa silvestre (A-B). Tanto la mutante Argd-1 como la doble mutante Argd-1;
Abem-3 (C, D, G, H) se observo el mismo patron de crecimiento entre ambas

cepas y ligeramente mayor que la cepa silvestre (A-B).
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En una cepa de S. cerevisiae que expresa a Rgdl1p etiquetada con GFP, se
ha observado que Rgdlp se encuentra principalmente en sitios de crecimiento, es
decir, en los sitios de emergencia de la célula hija y en el cortex (Roumanie et al.,
2000; Prouzet-Mauléon et al., 2008).

En los hongos filamentosos el crecimiento se lleva a cabo a través de la
extension de la punta de las hifas y por ramificaciones (Bartnicki Garcia, 1989;
Watters et al., 2011). Debido al posible papel que podria tener esta proteina en el
crecimiento apical, se midi6 la tasa de elongacién micelial, con el objetivo de
establecer cuantitativamente las diferencias del crecimiento entre las cepas
mutantes y la silvestre (Figura 13). Las cepas se crecieron bajo las mismas
condiciones, y se tomaron medidas a partir de las 24 horas de crecimiento post
inoculacién, observandose a partir de ese punto, que la mutante Argd-1 crece mas
gue la cepa silvestre. Las diferencias en cuanto al crecimiento entre las cepas
silvestre y Argd-1 se hizo méas evidente conforme pasaba el tiempo. A las 48 h, la
cepa silvestre alcanz6é un crecimiento promedio de 12.23 cm mientras, que la
mutante Argd-1 llegé a medir 12.97 cm, lo que equivale a un incremento del 7.5%
de crecimiento de la mutante Argd-1 con respecto a la silvestre. En cambio, la
mutante Abem-3 mostro un retraso en el crecimiento poco significativo en el punto
de las 24 h, pero a medida que se paso el tiempo, ese retraso fue mas evidente a

partir de las 30 h.

El crecimiento de la doble mutante Argd-1;Abem-3, se encuentra en el
mismo rango que la cepa silvestre, y se mantiene asi hasta las 48 h post
inoculacién, mostrando en ese tiempo una disminucion poco significativa con
respecto al crecimiento de la mutante simple Abem-3. Estos datos sugieren que
en la mutante doble, la carencia de ambas GAPs tiene un efecto compensatorio,
es decir, que el incremento en el crecimiento de la cepa Argd-1, equilibre el efecto
en la disminucion del crecimiento que produce el carecer de BEM-3. Estos datos

sugieren que la cepa Argd-1 presenta una ligera desregulacién en el proceso del



41

crecimiento apical y que probablemente, la funcion de RGD-1 es importante para

modular de manera negativa este proceso

WT

—— Argd-1

//{ Abem-3
a < =—Argd-1; Abem-3

micelial

Elongacién micelial

Oh 24h 30h 36h 42 h 48 h

Tiempo

Figura 13. Grafica que muestra la elongacidon micelial de las cepas mutantes simples y la
doble mutante. Las mediciones de la longitud de la colonia (cm) fueron realizadas cada 6
horas, a partir de las 24 horas de crecimiento (tiempo “cero”). La grafica corresponde a los
promedios de tres experimentos independientes con sus correspondientes triplicados. Las
barras de punto en la gréfica representan las desviaciones estandar.

6.6 Las cepas mutantes crecen con mayor numero de ramificaciones

El crecimiento en los hongos filamentosos incrementa través de la continua
extension de la punta de la hifa de la cual emergen las ramas, las cuales son
capaces de extenderse mediante ramificacion (Watters et al., 2011). Se ha
sugerido que la ramificacion se inicia cuando la concentracion de vesiculas en la

punta de la hifa alcanza una densidad critica en el apice (Trinci, 1974; Watters y
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Griffiths, 2001). Hasta el momento, la evidencia mas fuerte en relacion al inicio de
la ramificacion, proviene de los estudios realizados sobre el comportamiento del
spk (Watters et al., 2011) el cual se ha visto durante la ramificacion apical y lateral

(Riguelme y Batnicki-Garcia 2004).

Mediante la caracterizacion masiva de mutantes disponibles de N. crassa,
se han identificado alrededor de 100 loci que codifican para genes involucrados en
el crecimiento apical y la ramificacion (Watters y Griffiths, 2001). Ademas,
teniendo en cuenta que se ha descrito en otros hongos que las proteinas
homologas a RGD-1 y BEM-3 modulan la actividad de CDC-42 y otras
RhoGTPasas, las cuales se encuentran relacionadas con la polarizacion, con el
control de la ramificacion y de la morfologia de las hifas, se realiz6 un conteo del
indice de ramificacion en las mutantes Argd-1 y Abem-3 y en la doble mutante
Argd-1 Abem-3 para determinar si este evento se encontraba afectado en dichas

cepas (Ness,. et al 2010).

Se observé que las mutantes simples Argd-1 y A bem-3 y la doble mutante
Argd-1;Abem3 presentaron un mayor numero de ramas comparado con la cepa
silvestre (FGSC#4200) (Figural4). Estas diferencias con claramente significativas,
y es de resaltar que las mutantes Argd-1 y Abem-3 ramificaron entre 3.3 y 3.1
veces mas que la cepa silvestre. Por otro lado, la doble mutante muestra una
ligera disminucién en el indice de ramificacion con respecto a las cepas mutantes
dobles, pero la diferencia con respecto a la ramificacién de la cepa silvestre es
bastante grande, ya que la cepa doble mutante ramific6 2.7 veces con respecto a
la silvestre (Figura 15). Estos datos sugieren que RGD-1 y BEM-3 tiene un papel

importante en el control de la ramificacién de las hifas.
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Figura 14. Grafica que muestra el nimero de ramas en 200 um, en las cepas mutantes
simples y en la doble mutante. Las cantidades graficadas corresponden a los promedios de
tres experimentos independientes con sus correspondientes triplicados. Las barras sobre cada
columna representan las desviaciones estandar.

Figura 15. Ramificacion de las cepas silvestres y mutantes de N. crassa. Las cepas se
crecieron a 30 °Cy las ramificaciones fueron contadas a una distancia de 200 um a partir
del apice de la hifa principal.

43



44

6.7 Las mutantes sencillas Aargd-1 y Abem-3 muestran diferencias en la

produccion de biomasa

Otro aspecto considerado, fue la produccion de biomasa a las 24 h de
crecimiento (Figura 16). La cepa silvestre y la cepa Argd-1 produjeron una
biomasa similar de entre 0.38 g y 0.36 g respectivamente. Sin embargo la cepa
Abem-3, presentd un peso de 0.17 g, lo que representa aproximadamente la mitad
de la biomasa que produjeron la cepa silvestre y la cepa Argd-1.Por otro lado, la
cepa mutante doble Argd-1;Abem-3 presentd un peso en seco de 0.36 g, cifra
similar al peso seco de la cepa silvestre y de la cepa Argd-1. Estos datos indican
claramente que la cepa Abem-3 produce menos masa micelial en N. crassa, sin
embargo la doble mutante Argd-1;Abem-3 no se ve afectada probablemente por la

caracteristica observada con la mutante Argd-1, la cual es conservada.
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Figura 16. Grafica que muestra el promedio del peso en seco de la cepa silvestre y de las
mutantes Argd-1 y Abem-3 a las 24 h de crecimiento. Las barras sobre cada columna
representan la desviacidn estandar.
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6. 8 La mutante Argd-1 se encuentra afectada en la produccion de las

esporas pero no en la formacién del micelio aéreo.

Con el fin de examinar si la proteina RGD-1 tiene un papel importante en el
desarrollo asexual, se evaluo la produccion de conidios de la mutante Argd-1. La
cuantificacion de conidios se llevd a cabo después de incubar las cepas por 5 dias
a 30° C. En la gréfica se puede observar que la cepa silvestre produce 87.89 x 10°
conidios, mientras que la cepa A rgd-1 se presentd con una producciéon de 14.44 x
10° conidios /mL lo cual es aproximadamente 6 veces menos que los conidios que
produce la cepa silvestre. La cepa mutante A bem-3 mostré una produccion de
82.78 x 10° conidios /mL, lo cual no presenta diferencia con respecto a la cepa
silvestre. En el caso de la doble mutante Argd-1;Abem-3, se produjeron 67x 10°
conidios /mL, observandose caracteristicas similares a las de la mutante Abem-3
(Figural?).
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Figura 17. Grafica de la concentracion de conidios en las cepas silvestre, mutantes
simples y en la doble mutante. Las cantidades graficadas corresponden a los promedios
de tres experimentos independientes con sus correspondientes triplicados. Las barras
sobre cada columna representan la desviacién estandar.
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Cabe mencionar que durante este experimento se tomaron fotografias después de
5 dias para comparar la produccion de micelio aéreo de las cepas examinadas
(Figura 18). La mutante Argd-1 produce un micelio aéreo de mayor longitud y
mayor coloracion, con respecto a la cepa silvestre, pero éste presenté menor
coloracion y una estructura mas esponjosa o “fluffy”. En cuanto a la mutante Argd-
1;Abem-3 el micelio no solamente se present6 longitud y coloracion similar a la

mutante simple Abem-3, si no que el micelio tenia una apariencia mas densa.

FGSC Argd-1 Abem-3 Argd-1;
#4200 Abem-3

Figura 18. Hifas aéreas de las cepas silvestres, las mutantes simples Argd-1 y Abem-3y la
mutante doble Argd-1; Abem-3. Las fotografias se tomaron a los 7 dias de incubacion a 30 °C.
El experimento se realizd como se describe en la seccién 5.13.5.

6.9 ElI Spk de las mutantes Argd-1, Abem3 y Argd-1; Abem3 muestran una

localizacién similar al de la cepa silvestre

Una caracteristica de los hongos filamentosos es la presencia del
Sptizenkorper (Spk), una estructura celular, que es bastante dinamica y se se
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encuentra ubicada adyacente al sitio de polarizacion (Virag y Harris, 2006). El Spk
es considerado como un componente esencial para la exocitosis, el cual sirve
como centro suministrador de vesiculas importante para la extension de la hifa
porque regula la liberacion de vesiculas que contienen los elementos necesarios
para construir la pared en la superficie apical (Bartnicki-Garcia et al., 1989). Y
también se ha demostrado que actina. Esta estructura se ha correlacionado con el
estudio de crecimiento de la hifa y la direccionalidad de su crecimiento (Riquelme
et al., 1998). Debido a que los datos anteriores muestran que la mutante Argd-1
presenta diferencias en cuanto al crecimiento y la ramificacion de las hifas, se
decidié definir si también se encuentra afectada en la posicion y/o formacion del

Spitzenkdorper.

Se ha demostrado que la internalizacion del colorante FM4-64 en hongos
filamentosos (Read y Kalkman, 2003) es dependiente de actina y que este
proceso se lleva a cabo a través de la endocitosis. Este marcador se adhiere a la
membrana plasmaética asi como los organelos membranosos (Fischer-Parton et
al., 2000). Para observar la localizacion del Spk en las cepas mutantes se llevo a
cabo la tincién con este colorante utilizando el método de agar invertido (Hickey et
al., 2004), esto con la finalidad de determinar si en los apices y ramificaciones de
las cepas mutantes se seguia observando (Figura 19). En la cepa silvestre se
observd que el Spk se encuentra localizado en el 4pice de las hifas, como se ha
reportado anteriormente y este cuerpo se encuentra mas denso que el resto de las
cepas. En el caso de las cepas Argd-1 y Abem-3 se observd que el Spk se
encuentra localizado en las hifas principales y de las hifas laterales, de igual
manera que una cepa silvestre, pero se observa una ligera disminuciéon en la
densidad de este cuerpo. Esto sugiere que el suministro de vesiculas hacia el
apice, probablemente nos e encuentra muy afectado en las cepas que carecen de

cualquiera de estas dos GAPs.



Argd-1,Abem-3

Figura 19. Localizacion del Spk de las hifas en las cepas silvestre y mutantes. Las cepas
se montaron con 10ulL de FM4-64(5 uM) y se observaron a través de la técnica de bloque
invertido (A) Tincidon con FM4-64. (B) Contraste por interferencia diferencial. Escala=20
pum.
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6.10 La cepa Argd-1 no muestra alteraciones durante la formacién de pared
celular

La pared celular en los hongos es una estructura dinamica, la cual cambia
su composicion de acuerdo a los diversos eventos celulares (germinacion,
ramificacion y formacién de septos). Esta estructura se encarga de regular la
morfogénesis y la integridad celular (Adams, 2004). En N. crassa la pared celular
esta compuesta de polisacaridos y proteinas, la cual contiene B-1,3-glucano, a-
1,3-glucano, quitina y un diverso nimero de glicoproteinas (Maddi y Free, 2010).
El blanco de calcofluor ha mostrado ser un marcador que interactda con distintos
polisacaridos, mostrando gran afinidad por la quitina y la celulosa (Roncero y
Duran, 1985).

Con la finalidad de analizar la integridad de la pared celular en las cepas
mutantes, se realizaron tinciones con el colorante calcofluor (Figura 20), el
colorante se integré en la pared celular. En la mutante Argd-1 se observo que las
hifas tienen una morfologia regular, muy semejante a la cepa silvestre. Por otro
lado la mutante Abem-3 y la doble mutante Argd-1;4Abem-3 presentan una forma
irregular en los bordes de la pared. Ademas la pared de doble mutante se
encuentra un poco mas delgada que en el resto de las cepas. Por lo tanto, aunque
la falta de GAPs no tiene efectos en la localizacion de la estructura principal que
provee los materiales para la sintesis de la pared (Spk), la carencia de la Rho
GAP BEM-3 tiene consecuencias en la morfologia de las hifas. Ademas, este

defecto se acentlia cuando adicionalmente, RGD-1 esta ausente.
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A

Argd-1;,Abem-3

Figura 20. Microscopia confocal de las cepas silvestre, mutantes y doble mutante. (A)
Tincién con calcofluor. (B) Contraste de fases. Escala=20 um.

6.11 La cepa mutante Argd-1 muestra una organizacion de actina en el collar

endocitico y en el Spk

En los hongos filamentosos, podemos encontrar a la actina en los sitios de
crecimiento celular durante la elongacion de las hifas. Especificamente, los
parches de actina se acumulan en los apices de las hifas y en el anillo contractil
de actina (CAR) durante la formacion de los septos (Upadhyay y Shaw., 2008). La
actina tiene un papel central en la morfologia de las hifas y en su crecimiento
porque participa en procesos como endocitosis, ademas de que es una proteina
muy abundante que interactia con distintos componentes que dirigen el

crecimiento polarizado (Berepiki et al., 2010; Delgado-Alvarez et al., 2010).

Recientemente se ha desarrollado una herramienta que ha resultado
efectiva para visualizar a la F-actina. Esta herramienta consiste en la expresion de
un péptido de 17 aminoacidos denominado “Lifeact” que tiene la capacidad de
unirse a la F-actina. El péptido se encuentra etiquetado con la proteina GFP para

su visualizacion. En N. crassa se observo que la actina se encontraba distribuida
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en el Spk y en el collar endocitico de la zona subapical, (Berepiki et al., 2010;
Delgado-Alvarez et al., 2010).

Se ha observado que existe una relacion entre la actividad de las
RhoGTPasas y la actina. En las levaduras se ha reportado que una de las Rho
GTPasas que se encuentra involucrada en el ensamblaje de la actina es Cdc42.
Tomando en cuenta que RGD-1 podria ser una reguladora GAPs de CDC-42, se
decidi6 determinar si el citoesqueleto de actina se encontraba afectado en la
mutante que no tiene a RGD-1. Por otro lado, VRP1 codifica una proteina de
unién a actina llamada verprolina, esencial para una correcta polarizacion de los
parches de actina durante el crecimiento celular (Veduva et al.,, 1997)
interacciones genéticas han demostrado que las mutaciones rgdl1A4 y vrplA son
sintéticamente letales, asi mismo se demostré que la sobreexpresion de la Rgd1p
o la verprolina en un fondo mutante para VRP1 y RGD1, respectivamente, mostrd

efectos negativos no observados en una cepa silvestre (Roumanie et al., 2000).

Para determinar la relacion entre la actina y la proteina RGD-1 durante el
crecimiento apical, se transformé la cepa mutante Argd-1 expresando el marcador
Lifeact-GFP la cual mostré la actina presente. La actina pudo observarse en los
sitios reportados por (Delgado-Alvarez et al.,2010), es decir en el apice de la hifa,
en la localizacién del spk, en la parte subapical lo que es el collar endocitico, asi
como en la formacion de los septos. Cabe mencionar que estos parches de actina
se observan en los sitios nuevos de polarizacibn como son las ramificaciones

apicales y laterales (Figura 21).



Figura 21. Distribucion de actina (Lifeact-GFP) en una cepa silvestre (A) y en la cepa
mutante Argd-1 (B). La distribucién de actina se observa en el collar endocitico en la
zona subapical de la hifa, en el spk y durante la formacion de los septos. Escala= 10
pm
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6.12 La cepa mutante 4rgd-1 muestra una localizacién apical de la proteina
YFP-CDC-42

Se ha reportado en N. crassa que la GTPasa CDC-42 se localiza en los
sitios de polarizacion en forma creciente asociadas a membrana plasmatica, asi
mismo se observan en el futuro sitio donde se formara la emergencia de una
ramificacion subapical (Araujo-Palomares et al., 2011). Por lo anterior se observo
la localizacion de la proteina CDC-42 en ausencia de la proteina RGD-1, la cual
es reguladora de CDC-42. Se encontrdo que CDC-42 se encuentra localizada en
los sitios reportados por (Araujo-Palomares et al.,, 2011) en forma creciente
asociada a la membrana en el apice de las hifas (Figura 22) y en ramificaciones
laterales. Sin embargo se observa una ligera disminucion en el area que ocupa
CDC-42, lo que indicaria que la proteina CDC-42 sigue siendo regulada por la

presencia de otras GAP’s.



Figura 22. Localizacién de la YFP-CDC-42 en la cepa mutante Argd-1. En (A) se observa la YFP-
CDC-42 localizada en el apice de las hifas en una cepa silvestre. (B) la localizacion de la YFP-
CDC-42 en la cepa mutante Argd-1. Escala= 10 um
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Capitulo 7

Discusion

Las Rho GTPasas de la superfamila de las Ras son reguladores maestros
de una amplia variedad de funciones celulares en los organismos eucariotas
(Haffe y Hall, 2005). Las GTPasas se encuentran en estado activo cuando estan
unidas a GTP y pueden interactuar con una serie de proteinas efectoras. Por lo
tanto las GTPasas actian como interruptores moleculares que ciclan entre un
estado activo, unido a GTP y uno inactivo unido a GDP. Esta actividad es
controlada por los factores de intercambio de nucléotidos de guanina (GEFs) que
catalizan el intercambio de GDP por GTP para activar las GTPasas (Schmidt y
Hall 2002). Por otro lado las proteinas activadoras de las GTPasas (GAPS)
estimulan laactividad intrinseca de las GTPasas para la inactivacion de la proteina
(Bishop y Hall, 2000). En la levadura por gemacion S. cerevisiae se ha identificado
una serie de proteinas GAP’s como: Lrg1p, Bem3p, Rga1p, Bem2p, Bag7p, Sac7p
y Rgdlp vy sus ortélogos Rgal, Rga2, Rga3, Rga4, Rga5 Rga6 y Rga7 en la
levadura por fision S. pombe (Nakano et al., 2001). Ensayos realizados con
distintas GAP’s de la GTPasa CDC-42 en S. cerevisiae han mostrado que las
mutantes sencillas rgala, rga24, bem34 muestran morfologia normal entre el 59 y
el 90% de su totalidad, la mutante doble rgaldrga24 un 49%, sin embargo al
suprimir dos genes, la cepa rgaldAbem3A resulté la méas afectada con un 60% de

células con defectos severos en la morfologia (Smith et al., 2002).

En el hongo filamentoso N. crassa solamente se ha identificado a la
proteina LRG-1 como una reguladora de la proteina RHO-1 (Vogt y Seiler, 2008).
RGD-1 contiene 743 aminoacidos y dos dominios definidos en su estructura
primaria: F-BAR en la region N-terminal y RhoGAP en la region C-terminal,
mostrando el mismo patron de Rgdp-1 de Saccharomyces cerevisiae misma que
ha sido ya caracterizada. Rgd-1p ha mostrado estimular la actividad GTPasica

tanto para la Rho3p y la Rho4p (Doignon et al., 1999). Uno de los aspectos



56

fundamentales que caracteriza a la familia de las RhoGAP’s es la presencia del
dominio RhoGAP en su secuencia primaria y consiste en alrededor de 150
aminoacidos y comparte al menos un 20% de identidad con otros miembros de la
familia RhoGAP (Moon y Zheng, 2003). El sitio catalitico del domino RhoGAP se
pudo observar en todas las secuencias analizadas a excepcion de la de

H.sapiens.

En N. crassa se ha observado que las Rho GTPasas CDC-42 y RAC,
participan en la formacion de ramificaciones laterales y en germinulas. CDC-42
presenta un papel sumamente importante durante el establecimiento de la
localizacion del crecimiento polarizado (Araujo-Palomares et al., 2011). También
se reporté que al parecer tanto CDC-42 como RAC son reguladas por la GEF
CDC-24, ya que las cepas carentes de este gen son letales. Sin embargo se
desconoce que proteinas GAP son las que actlan como reguladoras negativas de
estas proteinas. Recientemente se realiz6 un analisis de actividad de las distintas
RhoGTPasas con las distintas RhoGAPs hipotéticas en N.crassa (Seiler, sin
publicar), estos resultados mostraron que tanto RGD-1 como BEM-3 tienen
actividad con CDC-42y RAC, las cuales corresponden al NCU0553 y NCU02524
respectivamente (Figura, 22). Estos resultados sugieren que tanto CDC-42 como
RAC son reguladas por RGD-1 y BEM-3 y que ambas GAPs podrian tener un

papel redundante en la regulacion de estas GTPasas.

Para un mejor entendimiento del papel de la proteina RGD-1 durante el
crecimiento polarizado en los hongos filamentosos, se estudié el efecto de la
carencia de esta proteina y se compar6 con la cepa silvestre de N. crassa. Asi
mismo se estudié el efecto de la carencia de dos proteinas GAP mediante la
obtencion de la doble mutante de RGD-1 y de la proteina BEM-3. La morfologia
colonial se observdo muy similar tanto en las mutantes simples como en la doble
mutante, lo que sugiere que existen varias proteinas con actividad GAP para
CDC-42y RAC
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La cepa Argd-1 mostré un incremento en el crecimiento con respecto a la
cepa silvestre. Este incremento podria estar dado por una desregulacion en este
proceso, debido a que RDG-1 es una RhoGAP que se ha propuesto que modula
de manera negativa la actividad de las RhoGTPasas CDC-42 y RAC (Seiler sin
publicar). Araujo-Palomares reportd6 que CDC-42 es importante para el
establecimiento de la polaridad celular, mientras que RAC participa en su
mantenimiento (Araujo-Palomares 2011). Las mutantes de N. crassa que carecen
de estas proteinas, muestran un crecimiento aberrante y bastante disminuido, en
comparacién con la cepa silvestre; contrario a lo que sucede en la cepa Argd-1.
Esto sugiere que RGD-1 podria tener una funcién moduladora de la actividad de
CDC-42 y RAC, al favorecer el intercambio de GTP a GDP en estas RhoGTPasas
durante el crecimiento, tal como lo hace una GAP, y de esta manera permite su
activacion. Sin embargo, cuando la proteina GAP ha inducido la hidrdlisis de GTP,
las RhoGAP vuelven a su estado inactivo unidas a GDP. Por lo tanto, en ausencia
de RGD-1, estas RhoGTPasas podrian encontrarse activas y unidas a GTP por un
mayor periodo de tiempo, lo que propicia el aumento en el crecimiento. Los
efectos de la carencia de RGD-1 no parecen ser tan drasticos, probablemente
porque esta RhoGAP es importante durante un estadio muy especifico del
crecimiento; y en las etapas posteriores, esta funcion es suplida por alguna de las

otras 10 RhoGAPs que tiene N. crassa.

Andlisis fenotipicos han demostrado que la mutante Irg-1(12-20) de N.
crassa a temperaturas permisivas (25 °C) no muestra diferencias en la morfologia
de las hifas y en sus ramificaciones con respecto a la cepa silvestre, sin embargo
si se observan alteraciones al exponer la cepa a temperatura restrictiva de 37 °C,
la mutante dej6 de extenderse y con numerosas ramas con forma de aguja.
Después de un tiempo prolongado de incubacion las hifas se observaron

hinchadas en forma de bulbos, asi mismo la germinacién de Irg-1(12-20) a la
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temperatura restrictiva resultd en la formacién de colonias compactas (Vogt y
Seiler, 2008).

El incremento en la ramificacion de las hifas de las mutantes Argd7 y Abem-
3, podria estar relacionado con el estado de activacion de CDC-42 y RAC.
Mutantes en Arac y Acdc-42 en N. crassa muestran una ramificacion profusa en la
parte apical de las hifas, lo que sugiere que RGD-1 y BEM-3, participan en la
ramificacion a través de la modulacién de la actividad de RAC y CDC-42 (Araujo-
Palomares, 2011). Por ejemplo, se ha reportado que cepas de Aspergillus
nidulans que expresan a RAC con una mutacion que impide que hidrolice GTP, y
gue por lo tanto se encuentre en permanentemente activa, pierden su polaridad
celular (Kwon, 2011). La ausencia de rgd-1 y bem-3, podria ser equivalente de
cierto modo, a la mutacidbn dominante activa de RAC y de CDC-42, lo que
explicaria, el incremento en la ramificacion de las hifas. Sin embargo, aiun queda
por discutir el hecho de que este incremento no afecte de manera severa el
tamafio de la colonia, como es el caso de las mutantes Arac y Acdc-42. Se ha
sugerido que el inicio de la ramificacion es controlado por un sistema de
homeostasis que compensa el crecimiento, es decir, que en condiciones de
crecimiento lento, la ramificacion aumenta y de manera contraria, si se favorecen
las condiciones de crecimiento rapido, se suprime la ramificacion, lo cual no es el
caso para la mutante Argd-1 y lo es en cierto grado para la mutante Abem-3
(Watters, 2011).

Durante la medicion del indice de ramificacion, a una temperatura de 30 °C
la cepa mutante Argd-1 se mostrO mas ramificada que la cepa silvestre en los
apices de las hifas, asi mismo se observé un patrén similar con la mutante simple
Abem-3 y la mutante doble Argd-1;Abem3, sugiriendo que en la ausencia GAP’s
ocurre una mayor acumulacion de vesiculas exociticas, probablemente por un
desequilibrio en la falta de regulacién de las Rho GTPasas CDC-42 y RAC

durante el establecimiento del crecimiento polarizado. Estos datos concuerdan
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con la localizaciéon del Spk, al observarse en el apice de las hifas principales y en

las ramificaciones laterales de las cepas mutantes sencillas y doble mutante.

En cuanto a la tasa de ramificacion, es notablemente alto el numero de
ramas que presentan las mutantes simples Argd-1 y Abem-3 y la doble mutante
Argd-1;Abem3, comparado con las que presenta la cepa silvestre. Aunque no es
claro el mecanismo que regula el nimero de ramas que las hifas producen
subapicalmente durante su crecimiento, al parecer las proteinas GAP juegan un
papel importante en la regulacion de este proceso, ya que Vogt y Seiler (2008)
también reportan a la GAP LRG-1 como una proteina esencial no solo para la
extension apical, sino también para restringir la ramificacion excesiva en N.
crassa. Vogt y Seiler mencionan que la carencia de LRG-1 incrementa la
formacion de glucano, el cual pudiera interferir con la plasticidad de la pared
celular, restringiendo la extension apical e induciendo la formacion excesiva de
ramificaciones apicales. Sin embargo esta hipétesis no concuerda del todo con los
resultados de este trabajo, ya que la extension apical de las mutantes analizadas
solo se ve ligeramente afectada y la pared celular de las mutantes Argd-1 y Abem-
3 y la doble mutante Argd-1,Abem3, al parecer no muestran diferencias con
respecto a la pared celular de la cepa silvestre, al menos en cuanto a su grosor el
cual se observa similar mediante la tinciébn con calcofluor. Sin embargo, para
corroborar si hay diferencias en la formacion de glucano en las mutantes de las
GAPS, seria necesario analizar la actividad de la f1-3-glucano sintasa ya que en
levaduras se ha reportado un incremento en la actividad de la glucano sintasa en
mutantes de Alrg-1 (Lorberg et al., 2001; Watanabe et al., 2001; Fitch et al., 2004).

En N. crassa se ha descrito que RHO-1 es la GTPasa encargada del
mantenimiento de la pared celular. La RhoGAP que regula esta RhoGTPasa es
Lrg-1. Sin embargo, las mutante Argd-1, Abem-3 y la doble mutante Argd-1, Abem-

3 no mostraron cambios en la sintesis de pared, lo cual se relaciona con el
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analisis de Seiler en donde muestra que RhoGAPs no parece regular la actividad
de RHO-1 GTPasa de N. crassa (Figura 22).

La produccion de la biomasa en la mutante Argd-1 no se vio afectada, lo
cual es de llamar la atencion si relacionamos estos datos con los resultados de la
ramificacion de las hifas y el crecimiento de la cepa. Por otro lado, la mutante
Abem-3 presenta una disminucion significativa (Casi del 50%) de biomasa, con
respecto a la cepa silvestre. Probablemente es porque la cepa que carece de
BEM-3 aln posee a RGD-1, y éste ultimo podria trabajar como un regulador
negativo de algun efector involucrado en el proceso, lo que trae como
consecuencia una reduccion significativa en la produccion de la biomasa. Mientras
gue BEM-3 esta ausente, no puede modular la funcién inhibitoria de RGD-1. Esta
hipétesis se sustenta en los resultados de la doble mutante Argd-1 bem-3, en
donde se observa que la cepa produce cantidades similares de biomasa que la
cepa silvestre y que la cepa Argd-1, porque ni BEM-3 ni RGD-1 se encuentran en
el sistema para competir por algun efector que participa en este proceso y el cual

podria ser regulado de manera diferente por ambas RhoGAPs.

Se sabe que las GTPasas juegan un papel clave en la organizacion de
citoesqueleto de actina, ademas de regular otros procesos celulares como la
organizacion del citoesqueleto y el transporte de vesiculas. Por lo que estas
funciones pudieran estar afectadas sin la adecuada regulacion por parte de las
proteinas GEFs y GAPs. En N. crassa se visualizé la F-actina en el Spk y en el
collar endocitico de la zona subapical, esto mediante el marcaje del reportero Life-
act, un péptido de 17 aminoécidos, el cual es bastante conservado entre varias
especies de hongos y ha mostrado ser un buen marcador de la F-actina (Delgado-
Alvarez et al., 2010). Es por ello que se analiz6 la localizacién de la actina por
medio del reportero Lifeact en la cepa mutante Argd-1, sin embargo ésta no se vio
afectada, en contraste con lo que se ha reportado para S. Pombe, en la que la
carencia de la GAP rgd-1 (homdlogo de LRG1) provoca la deslocalizacion de los

parches de actina (Nakano et al., 2001).
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A través del dominio F-BAR la proteina Rgdlp interacciona con los
fosfoinositoles, los cuales son esenciales para la localizacion correcta de la
proteina Rgdlp durante la emergencia de la célula hija in vivo (Prouzet-Mauléon
et al., 2008). Por ello se observo la localizacién de la proteina CDC-42-YFP en
una cepa mutante Argd-1 y ver si existe algun efecto en el reclutamiento correcto
de la proteina CDC-42, esto podria esperarse por la actividad redundante de las
proteinas activadoras de las GTPasas (GAP’s), siendo varias las que podrian
determinar su localizacion y organizacion. Se observé que CDC-42 se localiza de
manera apical en las hifas y ramificaciones laterales, sin embargo el area que
ocupa en el apice se ve ligeramente disminuida. Pudiera ser que la regulacion de
CDC-42 y RAC por RGD-1 sea especifica para el desarrollo del micelio aéreo y
gue al carecer de RGD-1 se produzcan mayor numero de hifas aéreas lo que se

ve reflejado en la mutante (Fig. 18).

Aunque aun faltan més estudios por realizar, es claro que las proteinas
GAP juegan un papel importante en la morfogénesis celular de N. crassa ya que la
carencia de ellas afecta el patron de ramificacion, la reproduccion asexual

(produccion de conidios) y la formacion de micelio aéreo.



63

Conclusiones

La proteina RGD-1 de N. crassa, es homodloga a la proteina Rgdlp de S.

cerevisiae.

La carencia de la proteina activadora de GTPasas RGD-1 genera defectos
durante el crecimiento del hongo, generando un mayor ndamero de

ramificaciones y un decremento en la produccién de conidios.

El fenotipo de la cepa doble mutante Argd-1;Abem-3 mostro defectos en el
indice de ramificacién, observandose ligeramente disminuido, comparado

con la cepa silvestre.

La ausencia de la proteina RGD-1 no afecta la localizacion de los parches

de actina.

La localizacion de la proteina CDC-42 no se ve afectada por la ausencia de
la proteina RGD-1.
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Solucion madre para preparar medio de Vogel (Vogel, 1956).

Constituyentes:

Formula: Cantidad:

1. Sales de Vogel (50X)
destilada

e Citrato de sodio
Fosfato de potasio
Nitrato de amonio
Sulfato de magnesio
Cloruro de calcio

Afadir con agitacion:
e Solucion de elementos
Traza
e Solucion de biotina

g/750ml de agua

NasCeHs07 * 2H20 1509
KH2POa4 ¢ anhidro 250g
NH4NOz « anhidro 100g
MgSOQOas+ 7H20 10g
CaClz+ 2H20 5¢g
5ml
2.5ml

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

1. Soluciéon de elementos traza

Férmula para preparar solucion de elementos traza (Vogel, 1956).

Constituyentes: Formula: Cantidad:
2. Solucion de elementos traza g/95ml de agua destilada
e Acido citrico CsHsO7* H20 59
e Sulfato de zinc ZnS0a4+ 7H20 59
e Sulfato de amonio ferroso  Fe(NH4)2(S0a4)2 « 6H20 19
e Sulfato de cobre CuSO0a4 -+ 5H20 0.25g
e Sulfato de manganeso MnSQOa4 ¢ H20 0.05g
e Acido bérico H3BO3 « anhidro 0.05¢
¢ Molibdato de sodio Na2MoOa4 ¢ 2H20 0.05g

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




2. Solucién de biotina

Formula para preparar solucion de biotina (Vogel, 1956).
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Constituyentes: Cantidad:

3. Solucion de biotina 5mg/50ml de agua destilada

3. Solucidn de sales para cruzas 2X

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

Constituyentes: Formula: Cantidad:
Nitrato de potasio KNOs3 2.0g
Fosfato de potasio dibasico K2HPO4 1.49g
Fosfato de potasio monobasico KH2POa4 1.0g
Sulfato de magnesio MgSQOa e« 7H20 2.0g
Cloruro de sodio NaCl 0.2g
Cloruro de calcio CaClz 0.29
Biotina 10mg
Solucion de elementos traza 0.2ml
Agua destilada H20 1000ml
Cloroformo CHCIs 2ml

4. Solucién de elementos traza
Férmula para preparar solucion de elementos traza (Vogel, 1956).

Constituyentes: Formula: Cantidad:

Solucién de elementos traza g/95ml de agua
destilada

Acido citrico CsHgO7* H20 59

Sulfato de zinc ZnS0Oa4+ 7H20 59

Sulfato de amonio ferroso Fe(NH4)2(S0a4)2 « 6H20 19

Sulfato de cobre CuSO0Oa4 -+ 5H20 0.25g

Sulfato de manganeso MnSQOa4 « H20 0.05g

Acido borico H3BO3s * anhidro 0.05g

Molibdato de sodio Na2MoOa4+ 2H20 0.05g

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




