CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y DE EDUCACION
SUPERIOR DE ENSENADA, BAJA CALIFORNIA

=

(_

CICESE.

PROGRAMA DE POSGRADO EN CIENCIAS
EN CIENCIAS DE LA VIDA

Biogénesis, transporte y localizacion de vesiculas secretoras en el hongo

filamentoso Neurospora crassa

Tesis

para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de
Doctor en Ciencias

Presenta:

Eddy Francisco Sanchez Ledn-Hing

Ensenada, Baja California, México
2015



Tesis defendida por
Eddy Francisco Sanchez Ledn-Hing

y aprobada por el siguiente Comité

Dra. Meritxell Riquelme Pérez

Director del Comité

Dr. Salomén Bartnicki Garcia Dra. Ernestina Castro Longoria
Miembro del Comité Miembro del Comité

Dra. Maria Teresa Viana Castrillon
Miembro del Comité

Dra. Rufina Hernandez Martinez Dr. Jesus Favela Vara
Coordinadora del Posgrado en Director de Estudios de Posgrado
Ciencias de la Vida

Enero, 2015



Resumen de la tesis que presenta Eddy Francisco Sanchez Ledn-Hing, como
requisito parcial para la obtencion del grado de Doctor en Ciencias en Ciencias de la
Vida con orientacién en Microbiologia.

Biogénesis, transporte y localizacidén de vesiculas secretoras en el hongo
filamentoso Neurospora crassa

Resumen elaborado por: Eddy Francisco Sanchez Le6n-Hing

Los mecanismos de secrecidn en células eucariotas requieren la accién coordinada de las
Rab GTPasas, que interactian con la membrana de las vesiculas secretoras promoviendo
la asociacion transitoria con otros factores y subsecuentemente la fusion de las vesiculas
con las membranas diana. A diferencia de otros modelos eucariotas, los hongos filamentosos
poseen el Spitzenkdrper (Spk), un complejo multivesicular que se encuentra en el apice de
las hifas en donde llegan las vesiculas antes de ser re-dirigidas a la superficie celular en
sitios de exocitosis. Hasta ahora, se desconoce con exactitud los mecanismos que la hifa
utiliza para dar direccionalidad a las vesiculas secretoras que llegan al Spk. Por lo tanto,
hemos analizado las Rab GTPasas YPT-1 (Rabl), YPT-31 (Rabll) y SEC-4 (Rab8),
reguladores clave en las distintas etapas de la ruta secretora en Saccharomyces cerevisiae
y en células de mamiferos. Los analisis por microscopia confocal de escaneo con laser de
las proteinas Rabs, etiquetadas con distintas versiones de proteinas fluorescentes, revelaron
su localizacion en el Spk. Co-expresion de las distintas YPT-1 etiquetadas y las Rab
GTPasas post-Golgi YPT-31 y SEC-4, revelaron que YPT-1 se encuentra confinada a la
regién microvesicular del Spk, mientras que SEC-4 y YPT-31 se encuentran distribuidas en
la capa macrovesicular, sugiriendo que el trafico de macrovesiculas y microvesiculas al o
desde el Spk esta regulado por las distintas Rabs. Notablemente, también se encontré en la
estrato macrovesicular del Spk de N. crassa a la subunidad putativa del complejo 3-1,3-
glucano sintasa FKS-1 y a la proteina secretada INV-1. YPT-1 también se detectdé en
distintas cisternas de Golgi a lo largo de las hifas. Los analisis de co-localizacién de YPT-1
y los marcadores de Golgi temprano USO-1 (p115) y VRG-4, y los marcadores de Golgi
tardio SEC-7 y VPS-52 indicaron la participacion de YPT-1 en el tréfico vesicular en cisternas
de Golgi temprano y tardio. Analisis TIRFM (Microscopia de Reflexion Total Interna de la
Fluorescencia) y quimograficos revelaron altas tasas de movimiento de las vesiculas
asociadas a YPT-1, que presentaron patrones de movimiento anterégrado y retrégrado;
mientras que las cisternas de Golgi asociadas a YPT-1 presentaron un movimiento mas lento
y desplazamiento anterégrado. Las imagenes muestran la abundancia de YPT-1 en una
mezcla de formas tubulares/vesiculares en zonas distales de la hifa similares a los
Agregados Tubulares Vesiculares (VTCs). A través de los andlisis FRAP (Recuperacion de
la Fluorescencia Después del Fotoblanqueado) se determinaron diferencias significativas en
la dindmica de proteinas. De manera notable, se encontr6 que YPT-1y YPT-31 mostraron
tiempos medios de recuperacion (ti2) reducidos en comparacion con los ti, de los
marcadores del Spk estudiados (CHS-1, FKS-1, y FM4-64), revelando la posible asociacion
transitoria de estas Rabs con las vesiculas del Spk. La localizacion de diferentes Rab
GTPasas en regiones macro- y microvesiculares del Spk, sugieren su participacion en el
tréfico y entrega de vesiculas secretoras involucradas en la sintesis de pared celular al Spk
y la subsecuente descarga a la superficie celular.
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Abstract of the thesis presented by Eddy Francisco Sanchez Ledn-Hing as a patrtial
requirement to obtain the Doctor of Science degree in Life Sciences with orientation
in Microbiology.

Biogenesis, transport and localization of secretory vesicles in the filamentous
fungus Neurospora crassa

Abstract by: Eddy Francisco Sdnchez Le6n-Hing

In eukaryotic cells secretion mechanisms require the coordinated action of small Rab
GTPases, which interact with the membrane of vesicles and promote the association
with other factors and the subsequent fusion of the vesicles with a target membrane.
In contrast to other eukaryotic model systems, filamentous fungi contain the
Spitzenkdrper (Spk), a multi-vesicular complex found at the hyphal apex to which
cargo-carrying vesicles arrive before being redirected to specific cell sites. The exact
regulatory mechanisms utilized by hyphae to give directionality to the secretory
vesicles that reach the Spk are still unknown. Hence, we have analyzed the N. crassa
Rab-GTPases YPT-1 (Rabl), YPT-31 (Rab11) and SEC-4 (Rab8), key regulators of
distinct traffic steps of the secretory pathway in Saccharomyces cerevisiae and
mammals. Laser scanning confocal microscopy of strains expressing fluorescently
tagged versions of the Rabs revealed their localization at the Spk. Co-expression of
differently labeled YPT-1 and the post-Golgi Rab GTPases YPT-31 and SEC-4
showed that YPT-1 was confined at the microvesicular core of the Spk, while SEC-4
and YPT-31 localized in the Spk peripheral macrovesicular layer, suggesting that
trafficking of macro and microvesicles of the Spk are regulated by distinct Rabs.
Notably, we also found at the Spk outer layer the N. crassa putative p-1,3-glucan
synthase complex subunit FKS-1 and the secreted protein (INV-1). YPT-1 was also
found distributed at distinct Golgi cisternae along the hyphae. Co-localization analysis
of YPT-1 with the early Golgi markers USO-1 (p115) and VRG-4, and the late Golgi
markers SEC-7 and VPS-52 indicated the participation of YPT-1 at early and late
Golgi vesicle trafficking steps. TIRFM (Total Internal Reflection Fluorescence
Microscopy) and Kymograph analyses revealed high moving rates of the YPT-1-
associated vesicles, which displayed anterograde and retrograde movement
patterns, while the YPT-l-associated Golgi cisternae moved more slowly and
anterogradely. Image analysis revealed the abundance of YPT-1 in a mix of
tubular/vesicular-like structures at distal hyphal regions, which resembled the
mammalian Vesicular Tubular Clusters (VTCs). Through FRAP (Fluorescence
Recovery After Photobleaching) analysis conspicuous differences in protein
dynamics were determined. Remarkably, YPT-1 and YPT-31 showed lower half-time
recovery rates (ti2) than other Spk markers (i.e. CHS-1, FKS-1, and FM4-64),
suggesting a transient association of these Rab GTPases with the vesicles of the
Spk. The localization of the distinct Rab GTPases at macro- and microvesicular
regions of the Spk suggest their participation in the traffic and delivery of cell wall
building vesicles toward the Spk and their subsequent discharge to the apical cell
surface.

Keywords: Rab GTPases, YPT-1, YPT-31, SEC-4, Secretory Vesicles, Neurospora
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1 Introduccidén

1.1 Crecimiento polarizado en hongos filamentosos

Una de las caracteristicas de los hongos filamentosos es su capacidad para
establecer y mantener un crecimiento apical, altamente polarizado (Riquelme, 2013;
Reinhardt, 1892; Robertson, 1965; Castle, 1958). Este tipo de crecimiento le permite
a las células fungicas (hifas) desarrollar una morfologia tubular, que es regulada por
procesos genéticos y bioquimicos complejos. La elongacion de las hifas durante el
crecimiento polarizado requiere la expansion tanto de la membrana plasmatica como
de la pared celular. Este mecanismo involucra la secrecion polarizada de los
componentes necesarios para la biosintesis de la pared y adicion de membrana
(Bartnicki-Garcia and Lippman, 1969); para ello es necesario el transporte continuo
y regulado de vesiculas cargadas con precursores especificos en regiones
determinadas de la célula, donde ocurre la nueva formacion de pared (Figura 1). Este
mismo proceso de transporte vesicular es utilizado por la célula para liberar enzimas
gue degradan componentes complejos del medio extracelular, y los transforman en
precursores que son absorbidos por la célula y se requieren para diferentes
actividades metabdlicas. Aunque una gran cantidad de estudios enfocados al
crecimiento polarizado se han llevado a cabo en la levadura Saccharomyces
cerevisiae, no se puede extrapolar toda la informacion obtenida para esta especie a
los hongos filamentosos, debido a que en estos ultimos: a) el crecimiento polarizado
una vez establecido es constante, b) se han identificado componentes moleculares
exclusivos en este grupo, sugiriendo la presencia de procesos diversos y/o mas
complejos, y c) existe la capacidad de poder desarrollar estructuras celulares mas

complejas.



Vacuole l ibular

uole Mitochondrion = R :
S == . .
Messenger Chitosome Polarit fact;)Jr .
nbonucleoprotem Macrovesicle 4 5
particle g€ "C 5 Myosin  SPitzenkorper O
Multi- o i )/‘
vesicular
%8 Endop!asmn( e e L —_—
2 retl(ulum o Endasome O o ¢
Ribosome ;
(¢}
Microt | C

body

(¢}

Nucleus/

Endoplasmic reticulum \A(,un
%/' microfilament

Microtubule %

; t C—
organizing cente
g 9 e
L Actin subapical ——_
collar s

Golgl equivalent

)» inesin

Figura 1. Principales componentes involucrados en el crecimiento apical de hifas fingicas
(Riquelme, 2013).

1.2 Secrecion

1.2.1 Sistema de Secrecién Convencional

La distribucién intracelular de proteinas hacia organelos o estructuras especificas,
requiere de mecanismos que regulan el trafico vesicular desde los sitios de sintesis
proteica hacia las membranas diana. Uno de los mecanismos generales de
distribucion proteica y de membrana méas conocidos es la ruta de secrecién
convencional o clasica (Figura 2). Esta ruta involucra el reticulo endoplasmatico (RE)
y el sistema de Golgi que participan en la formacion de vesiculas con proteinas que
seran destinadas hacia la membrana o lumen del RE, complejo de Golgi, lisosomas
(vacuolas en el caso de los hongos), o membrana plasmatica (Mellman and Warren,
2000). Se conoce que muchas de las proteinas que siguen la ruta convencional
poseen un péptido o secuencia de sefializacion (péptido sefial) que es expuesto al
inicio de la traduccion proteica en el citosol (Blobel and Dobberstein, 1975). Por lo
regular este péptido o secuencia sefial posee de 16 a 30 residuos localizados en el
dominio amino terminal, los cuales entre 6 y 12 residuos son hidrofébicos, precedidos
de uno o mas aminoacidos basicos (Walter et al., 1984); se ha sugerido que la
hidrofobicidad relativa de la secuencia sefial regula si las proteinas seran integradas
al RE de manera co-traduccional o post-traduccional (Ng et al., 1996). En algunas

proteinas integrales de membrana se ha demostrado que los primeros dominios
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transmembranales pueden funcionar como sefales de reconocimiento (Nilsson et
al., 1994). Uno de los mecanismos de reconocimiento de este péptido es mediado
por el complejo SRP (Signal Recognition Particle), el cual reconoce la secuencia
sefal uniéndose a ésta y a la subunidad ribosomal mayor; esta interaccion reduce la
velocidad de traduccion y es reconocida por el Receptor SRP (RS) localizado en la
membrana del RE, permitiendo posteriormente liberar el complejo SRP y desarrollar
la traslocacion co-traduccional por medio de una proteina integral de membrana
denominada traslocén (Wickner and Schekman, 2005). Durante el proceso de
traslocacion, el péptido sefal es hidrolizado y al término de la traslocacion co-
traduccional se libera el ribosoma [revisado en (Fewell and Brodsky, 2000; Rapoport,
2007)]. Otro mecanismo reportado de integracion de proteinas al RE es el de
traslocacion post-traduccional, el cual es independiente del SRP y RS (Brown et al.,
1994). Las proteinas integradas al RE por este mecanismo, por lo regular son
pequefias (Rothblatt et al., 1989) y se mantienen solubles por medio de chaperonas
(Ngosuwan et al., 2003), hasta el momento de ser integradas por factores que
facilitan su integracion al RE (Deshaies and Schekman, 1990). Se ha identificado
también otras proteinas, que utilizan este mismo mecanismo, que poseen un ancla
membranal hidrofobica en el C-terminal de la proteina que sirve de secuencia sefal
(Steel et al., 2002). La insercion de la cadena peptidica nasciente en la integracion
cotraduccional y post-traduccional ocurre a través de un poro de traslocacion
formado por el complejo Sec61 (Deshaies and Schekman, 1987), que asistido con
otros factores adicionales aseguran la importacién de proteinas al lumen del RE
(Matlack et al., 1997; Voigt et al., 1996; Panzner et al., 1995).
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Figura 2. Ruta de secrecidn cldsica o convencional de proteinas en células eucariotas (Nickel
and Rabouille, 2009).

En el RE las proteinas recién sintetizadas son plegadas a su conformacién nativa, y
pueden también ser modificadas covalentemente por N- u O-glicosilacion, por
formacién de enlaces di-sulfuro, o ser hidrolizadas en sitios especificos. Las
proteinas, tras ser modificadas, son transportadas al sistema de Golgi por medio de
vesiculas que emergen del RE y se fusionan para dar lugar al primer compartimento
membranal, denominado cis-Golgi. Este compartimento se mueve, alejandose
fisicamente del RE como parte de un proceso de maduracién, en la cual toma
distintos nombres dependiendo de su localizacion: cisternas cis-, medial- y trans-
Golgi (Kornfeld and Kornfeld, 1985). En algunas células ocurre la formacién de un
compartimento intermediario entre RE y Golgi, denominado ERGIC (ER-to-Golgi
Intermediate Compartment), producto de la fusion de vesiculas derivadas del RE y
gue son transportadas por microtubulos a cis-Golgi (Appenzeller-Herzog and Hauri,
2006).

1.2.2 Secrecion No-Convencional

La secrecidon no convencional de proteinas incluye a las distintas rutas de secrecion

donde las proteinas son exportadas o dirigidas hacia la superficie celular o el espacio
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extracelular, independientes de la ruta de secrecién convencional RE-Golgi (Nickel,
2003; Nickel and Rabouille, 2009). Estas rutas de secrecién alternativas pueden o
no utilizar mecanismos vesiculares; El primero se basa en la translocacion directa de
las proteinas citoplasmicas a través de la membrana plasmatica hacia la superficie
celular o espacio extracelular, mientras que los mecanismos vesiculares utilizan
intemediarios intracelulares con membrana para llevar a cabo el proceso de
exportacion proteica (Schafer et al., 2004; Qu et al., 2007; Manijithaya et al., 2010).
Se ha identificado que las proteinas que siguen estas rutas no convencionales
pueden tener o no péptido sefal (Nickel and Rabouille, 2009). Las proteinas con
péptido sefial después de ser envueltas en vesiculas siguen cuatro rutas distintas al
salir de RE (Figura 3), pueden ir: 1) directamente hacia la membrana plasmética en
vesiculas COPII, 2) a un compartimento lisosomal/endosomal que luego se fusionara
con la membrana plasmatica, 3) directamente hacia la membrana plasmética en
vesiculas sin cubierta COPII 6 4) a Golgi en vesiculas sin cubierta COPII antes de
fusionarse con la membrana plasmatica. Las proteinas que no contienen péptido
sefial pueden seguir también cuatro rutas distintas que son independientes de RE y
Golgi (Figura 4); en esta clasificacion estan las proteinas que son: 1) translocadas a
través de la membrana plasmatica sin la necesidad de ser englobadas en vesiculas,
2) reclutadas en compartimentos secretores lisosomales que luego se fusionaran con
la membrana plasmética, 3) exportadas desde vesiculas que se forman desde la
membrana plasmatica, o 4) encapsuladas en vesiculas endosomales que seran
envueltas en los Cuerpos Multivesiculares (MVB, Multivesicular Bodies) que se
fusionaran con la membrana plasmatica (Nickel and Rabouille, 2009). Estudios
recientes han revelado también la importancia de elementos autofagicos en los
mecanismos de secrecion no convencional (Barr et al., 1997; Duran et al., 2010;
Manijithaya et al., 2010). Se han formulado varias hipotesis sobre la existencia de
mecanismos no convencionales de secrecion; una de ellas se basa en que la
interaccion prematura de la proteina secretada con otras proteinas en la ruta clasica
de secrecion puede afectar en el transporte intracelular; otra hipo6tesis sostiene que
ciertos cambios pos-traduccionales como glicosilaciones y el ambiente oxidante en
el lumen del RE y Golgi pueden causar agregacion y problemas de plegamiento

afectando funcionalmente a las proteinas (Nickel, 2010; Nickel and Rabouille, 2009).
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La utilizacién de BFA (Brefeldina A), metabolito fungico toxico, para bloquear la ruta
convencional de secrecion en células de plantas y de mamiferos ha permitido
identificar proteinas que posiblemente siguen rutas no convencionales (Lippincott-
Schwartz et al.,, 1989; Schotman et al., 2008; Baldwin and Ostergaard, 2002;
Toyokawa et al., 2007). Uno de los efectos reportados de la BFA es la inhibicién del

reclutamiento de ARF1 (factor 1 de ribosilacion de ADP), el cual es uno de los

componentes de la cubierta COPI junto con el complejo heptamérico del Coatémero
(Helms and Rothman, 1992; Donaldson et al., 1992).
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Figura 3. Ruta de secreciéon no convencional de proteinas con péptido sefial (Nickel and
Rabouille, 2009).
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Figura 4. Ruta de secrecién no convencional de proteinas solubles citoplasméticas (Nickel and
Rabouille, 2009).

1.2.3 Biogénesis de vesiculas secretoras

La generacién de vesiculas que se forman del organelo donador por lo general es
mediada por la polimerizacion de complejos proteicos que forman una cubierta sobre
la membrana del organelo. Estas cubiertas proteicas interaccionan, por medio de
proteinas adaptadoras (“cargo adaptors”), con los dominios citosolicos de proteinas
de membrana que sirven como sefiales de clasificacion (“sorting signals”),
participando en la seleccion de proteinas que seran transportadas en vesiculas
especificas. Por lo general las vesiculas de secrecién son clasificadas en funcién del
tipo de cubierta vesicular (Tabla 1): a) vesiculas COP-II, de transporte anterogrado
de proteinas del RE rugoso hacia Golgi (Matsuoka et al., 1998); b) vesiculas COP-I,
de transporte retroégrado entre las cisternas de Golgi y de cis-Golgi hacia RE (Orcl et
al., 1993); y c) vesiculas de clatrina, que se transportan desde la membrana
plasmatica 6 trans-Golgi a endosomas tardios (Black and Pelham, 2000; Costaguta
et al., 2001; Ohno, 2006). Recientemente se ha identificado y descrito el exdmero, el

cual es un complejo de proteinas adaptadoras que participan en el trafico de la
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quitina sintasa 3 (Chs3p) y Fuslp de S. cerevisiae desde el trans-Golgi hacia la
membrana plasmatica (Wang et al., 2006; Sanchatjate and Schekman, 2006; Barfield
et al., 2009; Richardson and Fromme, 2013). Se desconoce si el exomero, al igual
gue otros complejos de proteinas adaptadoras como el retromero y AP-4 (“Adaptor
Protein 4”), interactia con proteinas de cubierta (Richardson and Fromme, 2013;
Seaman, 2012; Bonifacino, 2014).

Tabla 1. Proteinas de cubierta involucradas en el trafico vesicular

Ves_lcula Proteinas de Cubierta Reclu_tador Etapa de Transporte | Referencia (s)
Tipo Asociado*
Complejo Adaptador:
copi | Sec23-24 . Sarl Salida de RE Faini et al., 2013
Complejo de Cubierta:
Sec13-31
Coatémeroz: Sub-
complejo Adaptor (y, B, 5, . .
COPI {-COPs) and Cage-like Arfl ﬁ:qltsrf(ggl ? RE Faini et al., 2013
Sub-complex (a, B, &- 9
COPs)
Complejos de Proteinas AP1/GGA: RTG- Bonifacino,
Adaptadoras AP1-3 Endosomas movimiento 2014; Morris et
bi-directional al., 1993; Hirst et
al., 2012; Faini
. AP2: endocitosis desde la | et al., 2013;
GGAs Monomeérica T ArfL para AP1 MP Chan et al.,
y GGAs AP3*: RTG/ 2014,
] ) : endosomaa | pMoshkanbaryans
VneélcE:aft AP (Assembly Protein)- ||sosqmas o lisosomas et al., 2014:
Cge CI:triiaa 180, CALM relacionados a organelos | kral et al.,
(ccvs) araAps, | APLAOCALM Folsoh, 2011,
AP180 y Endo_citosis Mediada por Cotton,et al )
ARH; Numb CALM Clatrina (CME) 2013; Zlatic et
ARH: Endocitosis, y al., 2013;
exocitosis basolateral. Robinson, 2004
Complejo de Cubierta:
Clatrina Cadena Pesada y Numb: regulation de
de Cadena Ligera trafico endosomal.
AP4, Tetra-Tepsin (posible
Complejos | componente central de Arfl AP4 (TGN to endosomes) | Hirst etal., 2013
Adaptadores | AP4)
sin cubierta AP5 (membranas de
de Clatrina | AP5 NI endosomas/lisosomas Hirst et al., 2013
tardios)

$COPI: El coatémero es reclutado en bloc como un complejo simple a la membrana. *Complejos Adaptadores de Proteinas
son reclutados en las membranas por GTPasas (Arfs) o Ptdins (4,5) P2 [fosfatidilinositol (4,5)-bisfosfato]. AP1/2 posee 4
subunidades: a, B2, 2, and 02. 1GGA: Golgi localized, Gamma ear containing, ADP-ribosilation factor-binding proteins. ARH:
proteinas autosomal recesiva de hipercolesterolemia.**AP3: Su asociacion con la clatrina no es indispensable para la formacién
inicial (budding) de vesiculas.

Las proteinas que estan destinadas a la membrana plasmaética o

lisosomas/vacuolas, después de haber pasado por las cisternas de Golgi llegan a
una red membranal y vesicular llamada red trans-Golgi (TGN, Trans-Golgi Network).
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Esta red es un sitio de ramificacion de la ruta secretora, en donde ocurre la
clasificacion de proteinas mediante la formacion de tres tipos de vesiculas (Figura
5): 1) el primer tipo (de secrecidn constitutiva) después de haber pasado por TGN se
fusiona con la membrana plasméatica mediante el proceso de exocitosis, liberando el
contenido proteico o integrando las proteinas en la membrana plasmatica; 2) en el
segundo tipo de vesiculas (de secrecion regulada), su contenido es almacenado
hasta que reciben una sefial para la liberacién de su contenido mediante el proceso
de exocitosis y 3) el tercer tipo de vesiculas, son destinadas a los
lisosomas/vacuolas, pero antes de llegar hasta este organelo, el contenido es
liberado en endosomas tardios que se fusionardn luego con la membrana

lisosomal/vacuolar (Burgess and Kelly, 1987).
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Figura 5. Distribucion de vesiculas que se liberan del TGN (Lodish et al., 2007).

1.2.4 Componentes del Sistema Secretor Fungico

El sistema secretor de las células fungicas se encuentra dentro del sistema
endomembranal, el cual comprende ademas el sistema de trafico endocitico (Bourett
et al., 2007). A continuacion se describiran los componentes clave del sistema
secretor convencional fungico el cual consta de RE y Golgi, aunque actualmente se

sabe que en células fangicas la secrecion también puede ocurrir por sistemas no
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convencionales (Giraldo et al., 2013; Riquelme et al., 2007; Duran et al., 2010;
Manijithaya et al., 2010; Stock et al., 2012).

1.2.4.1 Reticulo Endoplasmatico

Ademas de la participacion del RE en la biosintesis de lipidos, almacenamiento de
calcio, y plegamiento proteico, este organelo se caracteriza por ser el sitio donde
algunas proteinas solubles y de membrana son internalizadas de manera co-
traduccional (Levine and Rabouille, 2005). Estructuralmente el RE de la célula
levaduriforme S. cerevisiae se distingue por ser una red interconectada de sacos
aplanados no perforados con tubulos que se asocian con la membrana plasmatica
(Preuss et al., 1991). En cambio en los hongos filamentosos el RE aparece como
estructuras reticuladas o cisternas agrupadas en paralelo distribuidas en la region
perinuclear o region cortical lejos del apice (Bourett et al., 2007; Maruyama and
Kitamoto, 2007; Bowman et al., 2009; Shoji et al., 2008; Markina-Inarrairaegui et al.,
2013). Hasta ahora las regiones lisas del RE, denominadas sitios de salida del RE
(ERES, del inglés “ER exit sites”), donde se generan las vesiculas con destino a
Golgi, se han descrito para S. cerevisiae pero poco es lo que se sabe de ellas en
células fungicas filamentosas (Watanabe and Riezman, 2004; Farquhar and Palade,
1981; Bevis et al.,, 2002). Mediante el marcaje con moléculas fluorescentes de
proteinas residentes de RE o la incorporacion a moléculas fluorescentes de sefales
de retencién en el RE (K/HDEL), el RE en células fungicas se ha identificado como
una estructura altamente dindmica y que puede estar sujeta a cambios estructurales
en respuesta a sefales externas (Mims et al., 2002; Wedlich-Soldner et al., 2002;

Maruyama and Kitamoto, 2007).

1.2.4.2 Golgi

El aparato de Golgi en células eucariotas consiste de un conjunto de cisternas
aplanadas apiladas de manera organizada. Esta organizacién es mantenida por la
progresion de cisternas en sentido anterdgrado respecto al RE, el flujo retrégrado de
vesiculas con proteinas que mantienen la identidad fisioldgica entre las diferentes

cisternas y el flujo anterégrado de vesiculas con proteinas que seran secretadas al
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medio extracelular (u otro compartimento intracelular). Aunque este tipo de
estructuras es comun en células de mamiferos y en plantas, en células fangicas
podemos encontrar variaciones estructurales importantes (Mowbrey and Dacks,
2009; Suda and Nakano, 2012). Observaciones iniciales por microscopia electronica
de transmision (TEM, del inglés “Transmission Electron Microscopy”) en hifas
identificaron la presencia de cisternas dispersas (no apiladas) de Golgi, que se
denominaron Equivalentes de Golgi (Grove and Bracker, 1970; Girbardt, 1969;
Howard, 1981). Estructuralmente estas cisternas se presentan como sacos
perforados con extensiones tubulares (Figura 6) (Howard, 1981; Bracker and Grove,
1971). Andlisis por microscopia de fluorescencia de proteinas relacionadas a Golgi
han permitido confirmar la morfologia general y la distribucién dispersa de las
cisternas de Golgi en hifas de A. nidulans y N. crassa (Bowman et al., 2009; Pinar et
al., 2013a; Pantazopoulou and Pefialva, 2009). En hongos levaduriformes se pueden
encontrar dos tipos de organizacion de las cisternas de Golgi; S. cerevisae por
ejemplo posee las cisternas dispersas, mientras que Pichia pastoris tiene las
cisternas apiladas (Suda and Nakano, 2012). Hasta ahora no se conoce si las
diferencias estructurales en Golgi estan relacionadas a la naturaleza fisioldgica o a
mecanismos de generacién de este organelo (Rossanese et al.,, 1999). Se ha
propuesto que posiblemente la matriz estructural generada por proteinas GRASP
(del inglés “Golgi Reassembly Stacking Proteins”) son necesarias para la formacién
de las cisternas apiladas (Vinke et al., 2011; Short et al., 2005; Bourett et al., 2007),
aunque analisis gendmicos comparativos realizados en células levaduriformes y de

plantas muestran lo contrario (Suda and Nakano, 2012).
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Figura 6. Micrografias electrénicas de cortes en serie de Golgi en Fusarium acuminatum
(Howard, 1981).

1.2.4.3 Mecanismos de Maduracion de Cisternas de Golgi

Se han propuesto varios modelos para explicar el mecanismo de transporte de
proteinas cargo a través de Golgi. Uno de ellos es el modelo de transporte vesicular
anterégrado (Figura 7a) que sostiene que las cisternas son compartimentos estables
con su maguinaria enzimatica respectiva y que las proteinas cargo son transportadas
en vesiculas de modo anterégrado hacia las cisternas méas distales (Farquhar and
Palade, 1981), mientras que el modelo de progresion de cisternas (Figura 7b)
sostiene que contenedores membranales salen de RE y se fusionan para dar lugar
a cis-Golgi, la repeticibn de este mecanismo genera nuevas cisternas de Golgi,
mientras que la cisterna mas alejada de RE se desensambla en vesiculas que se
dirigen hacia la membrana plasmatica (Morré, 1977). Una variacion del modelo
anterior es el modelo de progresion-maduracion de cisternas el cual se basa en el
transporte de proteinas en una misma cisterna que va madurando de cis a trans; la
maduracion es asistida por el trafico retréogrado de enzimas residentes de Golgi
posiblemente mediante vesiculas COPI, cambiando la identidad de las cisternas y
manteniendo la maquinaria enzimatica en compartimentos (cisternas) rio arriba del
sistema (Schnepf, 1993; Glick et al., 1997; Bonfanti et al., 1998; Luini, 2011; Losev
et al., 2006; Matsuura-Tokita et al., 2006). Un modelo alternativo pero similar al
mencionado anteriormente es el modelo de particién rapida que se basa en la salida

exponencial de proteinas cargo en la etapa final de maduracion de las cisternas, y
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gue diferie del modelo anterior que sugiere la salida lineal de proteinas cargo de las
cisternas mas maduras (Patterson et al., 2008). Otro modelo que se ha propuesto es
el del modelo de cisternas progenitoras que se basa en la fusion y fisién de cisternas

de Golgi, las cuales representan compartimentos estables (Pfeffer, 2010).
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Figura 7. Modelos de trafico vesicular de cisternas de Golgi: Compartimentos estables (a) y
Maduracién de Cisternas (b) (Glick and Nakano, 2009).

1.2.4.4 Spitzenkdrper

El Spitzenkdrper (del aleman cuerpo apical) es un complejo multivesicular localizado
en los apices de células fungicas filamentosas, al cual se le atribuyen papeles
cruciales en el crecimiento apical, morfologia y definicion de la direccion del
crecimiento de la hifa (Brunswik, 1924; Girbardt, 1969; Riquelme et al., 1998;
Bartnicki-Garcia et al., 1995). En base a un modelo matematico se ha propuesto que
el Spitzenkdrper se comporta como un Centro Suministrador de Vesiculas (VSC,
Vesicle Supply Center), donde vesiculas conteniendo enzimas sintetizadoras de
pared celular se acumulan y son re-direccionadas a sitios especificos de crecimiento
(Bartnicki-Garcia et al., 1989). Consistente con este modelo se han identificado en

esta estructura moléculas relacionadas a la biosintesis de pared celular como las
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quitina sintasas y reguladores asociados a la sintesis de p-1-3 glucano (Fajardo-
Somera, 2013; Sanchez-Leon et al., 2011; Verdin et al., 2009; Riquelme et al., 2007;
Richthammer et al., 2012). Estudios iniciales para determinar la composicion del
Spitzenkorper permitieron identificar mediante  TEM ademas de vesiculas,
ribosomas, material amorfo no identificado, y microfilamentos de actina como
componentes del Spitzenkérper (Girbardt, 1969; Grove and Bracker, 1970; Howard,
1981; Bourett and Howard, 1991). Posteriormente el avance de herramientas
moleculares y el desarrollo de la microscopia de fluorescencia ha permitido realizar
el analisis in vivo no solo de estructuras sino de proteinas que probablemente tengan
un papel importante en la fisiologia del Spitzenkorper (Figura 8) (Riquelme, 2013;

Riguelme and Sanchez-Leon, 2014).
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Figura 8. Esquemas de la distribucion de componentes del Spitzenkdrper: Componentes
estructurales (a) y Componentes moleculares (b) (Riquelme and Sanchez-Lebn,
2014).

1.2.4.5 Microvesiculas y Macrovesiculas del Spk

Una particularidad del Spitzenkorper es su composicion predominante de vesiculas
(Lépez-Franco and Bracker, 1996; Girbardt, 1969; Grove and Bracker, 1970; Howard
and Aist, 1979; Roberson and Fuller, 1988). Se han identificado al menos dos
poblaciones de vesiculas, segun el tamafo (Hohmann-Marriott et al., 2006; Howard,
1981): las macrovesiculas que poseen un diametro 70-100 nm y que se encuentran
en la region mas externa del Spitzenkorper, y las microvesiculas cuyo diametro esta

en el rango de los 25-40 nm y que se localizan en la region interna o central del
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Spitzenkorper (Figura 9). La prediccion de que las vesiculas del Spitzenkdrper son
contenedoras de enzimas que sintetizan pared y de enzimas que son secretadas al
espacio extracelular se basé en parte en los estudios iniciales en donde se reveld
que la sintesis de pared ocurria de manera preferencial en la region apical (Bartnicki-
Garcia and Lippman, 1969; Bartnicki-Garcia, 2006) y en evidencia posterior donde
se logré aislar extractos celulares con la capacidad de sintetizar microfibrillas de
quitina in vitro (Figura 10) (Ruiz-Herrera and Bartnicki-Garcia, 1974). Los analisis por
microscopia electrénica de las fracciones con alta actividad quitina sintasa mostraron
un alto contenido de microvesiculas con un rango de diametro de 40-70 nm, las
cuales fueron denominadas quitosomas (Figura 10) (Bartnicki-Garcia, 2006; Bracker
et al., 1976). Mediciones recientes, a partir de imagenes obtenidas por TEM, de las
microvesiculas del Spitzenkdrper sugieren que estas tienen un diametro de 25-40
nm (R. Roberson, comm. pers.). La localizacion de quitina sintasas en el apice de
Ustilago maydis y A. nidulans confirmo la hip6tesis de que la maquinaria biosintética
se encuentra en el apice (Weber et al., 2003; Takeshita et al., 2005), mientras que el
analisis de la distribucion de quitina sintasas en la region microvesicular del
Spitzenkorper de N. crassa confirmé la relacion espacial de las enzimas con los
quitosomas (Riguelme et al., 2007; Sanchez-Ledn et al., 2011; Fajardo-Somera et
al., 2015; Verdin et al., 2009).

A

“Pared Celular

X

F-actina
“MP ;
Macrovesiculas

E

S Mu:rovesu:ulas Aultoonil
: :

Figura 9. Imagenes del 4pice de una hifa de N. crassa obtenido por microscopia electrénica de
transmisién [Modificado de (Riquelme and Sanchez-Ledn, 2014)].

Seguido del descubrimiento de los quitosomas se determiné que este tipo de
vesiculas podian mantener la actividad quitina sintasa aun después de disociarse en
particulas mas pequefias (7-12 nm) tras tratamiento con digitonina (Ruiz-Herrera et
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al., 1980). Estas particulas se nhombraron subunidades 16 S por su coeficiente de
sedimentacion. En contraste con los quitosomas, las subunidades 16 S presentaron
actividad quitina sintasa reducida y las fibras de quitina fueron mas cortas y en forma
de aguja. La hipétesis de que los quitosomas siguen una ruta no convencional se
basa en la evidencia de la no inhibicion del transporte de quitosomas hacia el
Spitzenkorper en hifas de N. crassa tratadas con brefeldina A (BFA) (Riguelme et al.,
2007; Sanchez-Leobn et al., 2011). Aun permanecen muchos interrogantes acerca de
las vesiculas del Spitzenkdrper como: a) ¢, Cual es la ontogenia de las vesiculas? b)
¢, Cual es la composicion de las macrovesiculas? c) ¢ Existe alguna ventaja fisiologica
en la organizacion vesicular del Spitzenkdrper? d) ¢ Qué factores estan regulando el
transporte de las vesiculas? A pesar de la composicibn multivesicular del
Spitzenkorper, esta estructura no se ha considerado como parte del sistema secretor
de las células fungicas, o como una variacion o especializacién del sistema de

secrecion eucariota.

Figura 10. Quitosomas: Separacién en gradientes de densidad y sintesis de microfibrillas in
vitro (Bartnicki-Garcia, 2006).

1.3 Rab GTPasas:

1.3.1 Pequefias GTPasas

La superfamilia de proteinas Ras esta comprendida por moléculas denominadas
pequefias GTPasas (guanosina trifosfatasas) las cuales contienen motivos G de
uniéon a GTP (Guanosina Trifosfato) o GDP (Guanosina Difosfato). Las secuencias
motivo de las regiones G1 (GXXXXGKS/T), G2(T), G3(DXXGQ/H/T), G4(T/NKXD) y
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G5(C/SAKI/LIT) le confieren al dominio G una estructuray caracteristicas bioquimicas
conservadas (Bourne et al., 1991). Basado en las secuencias primarias y la
homologia funcional de proteinas de la superfamilia Ras, éstas se han clasificado en
al menos 5 grupos o familias distintas: Rab, Ras, Rho, Ran y Arf (Wennerberg et al.,
2005). Estas proteinas funcionan como encendedores moleculares (“molecular
switches”); pueden estar en estado activo o inactivo segun se encuentren unidas a
los nucleétidos GTP o GDP, respectivamente, para los cuales presentan una alta
afinidad (Vetter and Wittinghofer, 2001). La union de las GTPasas a GDP o GTP
induce cambios conformacionales drasticos en regiones especificas denominadas
Switch 1 y Switch I, que permiten la modulacién de la actividad de proteinas
especificas “efectoras” con las cuales interacciona (Bishop and Hall, 2000). Aunque
las pequefias GTPasas presentan actividad intrinseca para la hidrélisis de GTP y
para el intercambio de GDP por GTP, estos procesos son catalizados por proteinas
reguladoras (Ver seccion 1.3.4). El extremo carboxilo terminal de la mayoria de las
pequefias GTPasas contiene secuencias de reconocimiento para la modificacion
pos-traduccional y adicién de grupos prenilos, los cuales son necesarios no solo para
la asociacién y estabilidad de Rab GTPasas con membranas especificas, sino
también para la funcion de estas proteinas (Seabra, 1998; Calero et al., 2003;
Ghomashchi et al., 1995). Para las familias Rho y Ras el motivo de reconocimiento
comprende 4 aminoacidos: una cisteina, dos aminodacidos alifaticos y cualquier
aminoacido (CAAX). Esta secuencia es reconocida por la farnesil-transferasa
(FTase) o geranilgeranil-transferasa | (GGTase-l), que unen de modo covalente a la
cisteina una molécula de farnesil o geranilgeranil, respectivamente (Liang et al.,
2002). En cambio, para la familia de Rab GTPasas existen distintas secuencias
motivo con dos cisteinas (CC, CXC, CCX, CCXX, 6 CCXXX), en las cuales se
afiaden grupos geranilgeranil por medio de la Rab geranilgeranil-transferasa Il
(RabGGTase o GGTase-ll) (Cox and Der, 2002; Seabra and Wasmeier, 2004;
Stenmark and Olkkonen, 2001).

1.3.2 Caracteristicas Generales de las Rab GTPasas

La familia de proteinas Rab (Ras-like proteins in brain) conserva un rango de tamafio
de 20 a 29 kDa y comprende el grupo mas extenso perteneciente a la superfamilia
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Ras de pequefias GTPasas. En humanos, por ejemplo, se han identificado mas de
60 proteinas pertenecientes a esta familia (Stenmark and Olkkonen, 2001; Pereira-
Leal and Seabra, 2001). Las Rab GTPasas tienen un papel importante en el
transporte de proteinas a través de la regulacion del trafico vesicular, permitiendo
mantener la integridad estructural y fisiolégica de los organelos en células eucariotas
(Hutagalung and Novick, 2011). Las Rab GTPasas estan involucradas en los procesos
de formacion, transporte, anclaje, y fusion de vesiculas entre las membranas de

organelos donadores y aceptores.

1.3.3 Estructura de Rab GTPasas

La familia de Rab GTPasas presenta dominios estructurales similares a los de las
pequefias GTPasas de la superfamilia Ras, como las seis hojas plegadas B (5
paralelas y una anti-paralela), rodeadas de cinco hélices a (Pfeffer, 2005). Ademas
las Rabs contienen dos regiones especificas, Switch | y Switch Il, de unién a GTP
(Stroupe and Brunger, 2000). La conformacion estructural que adoptan las regiones
Switch |y Switch Il cuando entran en contacto con el y fosfato de una molécula de
GTP (Lee et al., 2009) es muy variable e importante, ya que confiere la especificidad
de interaccién de cada Rab con moléculas efectoras particulares (Pfeffer, 2005).
Ademas de estas regiones, se han identificado cinco fragmentos de secuencias
conservadas propias de la familia Rab denominados motivos RabF1-RabF5, y cuatro
fragmentos de secuencia encontrados en algunos grupos de Rabs denominados
RabSF1-RabSF4. Se ha propuesto que las regiones RabF y RabSF ejercen
funciones adicionales en las interacciones con efectores (Pereira-Leal and Seabra,
2000; Ali and Seabra, 2005). Adicional a las regiones mencionadas, se han
identificado en el extremo carboxilo terminal, 35 a 40 aminoacidos rio arriba del sitio
de prenilacion, la region con mas alta variabilidad (region hipervariable), la cual es
importante en la determinacion de la localizacion membranal (Chavrier et al., 1991).

1.3.4 Reguladores de Rab GTPasas

La regulacién de la actividad de las Rab GTPasas es facilitada por la accion conjunta

de distintas proteinas (REP, GDI, GAPs y GEFs) quienes participan en la
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modificacion pos-traduccional, reciclamiento membranal, y en la activacion por

intercambio de nucledtidos de guanina.

1.3.4.1 GDFy GDI

El ciclo de union a nucledtidos de Guanina de las Rab GTPasas inicia con su
asociacion a GDP después de su traduccion en el citoplasma. En este estado
“‘inactivo”, las Rabs interactian con las proteinas REP (Rab Escort Proteins) quienes
a su vez facilitan la prenilacion simple o doble por medio de las RabGGTasas (Figura
12) (Desnoyers et al., 1996; Walworth et al., 1989; Pylypenko et al., 2003; Rak et al.,
2004; Wu et al., 2007). Las Rabs preniladas unidas a una REP son dirigidas hacia
membranas especificas, proceso coadyuvado por los factores GDF (GDI
Dissociation Factor), en donde ocurre el intercambio de GDP por GTP por proteinas
GEF (Guanine nucleotide Exchange Factors), dejandolas en estado “activo” (Sivars
et al., 2003; Andres et al., 1993; Ayad et al., 1997; Dirac-Svejstrup et al., 1997). Las
Rabs unidas a GTP regulan la actividad de proteinas efectoras especificas hasta el
momento que la actividad GTPasa de las Rabs es acelerada por GAPs (GTPase
Activating Proteins), estimulando la generacion de Rabs unidas a moléculas de GDP
y por consecuencia dejandolas nuevamente en estado inactivo (Sivars et al., 2003;
Segev, 2001, Pfeffer, 2001). El ciclo termina a través de la extraccion membranal de
Rabs-GDP por proteinas GDI (Figura 13) (Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors)
(Wu et al., 1996). Aunque los reguladores GDF y GDI conservan una alta afinidad
por las Rab GTPasas unidas a GDP, al menos en las GDI ésta varia en funcion del
estado de prenilacion de las Rabs (Rak et al., 2004; Rak et al., 2003; Pylypenko et
al., 2006; Lee et al., 2009). Los dominios | y Il en estas proteinas reguladoras (GDF
y GDI) son los responsables de la alta afinidad por las Rab GTPasas unidas a GDP;
el primer dominio | se asocia con la region hipervariable de las Rabs mientras que el

dominio Il contiene los sitios de union con los grupos prenilo (Wu et al., 2007).
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Figura 12. Ciclos de Unidn de las Rab GTPasas a Nucleétidos (Hutagalung and Novick, 2011).

Figura 13. Extraccion membranal de Rab GTPasas por GDIs (Wu et al., 2007).

1.3.4.2 GEFs y GAPs

Ademas de las proteinas GDF y GDI mencionadas anteriormente, existen dos grupos
de proteinas importantes involucradas en la regulacion del ciclo de activacion e
inactivacion de las Rabs. El grupo de las GAPs (“GTPase Activating Proteins”)
participa en la inactivacion de Rabs catalizando la hidrolisis de GTP a GDP (Rak et
al., 2000; Du and Novick, 2001; Fukuda, 2011; Symons and Settleman, 2000). A
diferencia de las GAP, las proteinas GEF (“Guanine nucleotide Exchange Factors”)

participan en la activacion de las Rabs, provocando cambios conformacionales en la
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estructura de las Rabs que favorecen al intercambio de GDP por GTP (Bos et al.,
2007; Eva and Aaronson, 1985; Schmidt and Hall, 2002).

Ademas de asistir en la interaccion intramembranal por medio de las Rabs, los
complejos multiméricos pueden actuar como GEFs para activar las Rabs como es el
caso de los complejos TRAPP (Yu and Liang, 2012) y HOPs (Wurmser et al., 2000).

1.3.4.3 Funciones de las Rab GTPasas por medio de efectores

Es ampliamente conocido que las Rab GTPasas regulan las distintas etapas del
trafico vesicular en eucariotas, especificamente en la formacién, transporte, anclaje
inicial y fusion de vesiculas. Los distintos pasos del trafico vesicular regulados por la
Rabs se llevan a cabo por medio de la interaccion con moléculas efectoras que se
unen a las Rabs en estado activo (Pfeffer, 2001; Grosshans et al., 2006b). En la
formacion de vesiculas la regulacién la hacen a través de la seleccién del cargo
(Carroll et al., 2001; Rojas et al., 2008; Diaz and Pfeffer, 1998; Munro, 2002; Jedd et
al., 1997), mientras que el transporte vesicular a través del citoesqueleto es facilitado
por la interaccion directa o indirecta con motores moleculares (Lipatova et al., 2008;
Hales et al., 2002; Wu et al., 2001; Mallik and Gross, 2004; Wagner et al., 2002).
Ademas se ha encontrado que algunas Rabs participan en el transporte de organelos
como Golgi o mitocondrias (Arai et al., 2008; Boldogh et al., 2004; Martinez et al.,
1994; Echard, 1998). El anclaje inicial (“tethering”) o interaccion inicial de las
vesiculas con las membranas aceptoras es un proceso que asegura la integridad de
la fusion vesicular con las membranas blanco o receptoras. Para ello las Rabs
interaccionan con dos tipos de efectores: las proteinas ancla monomeéricas (“coiled-
coil tethers”) y los complejos ancla multiméricos (“multi-subunit tethers”). Las anclas
monomeéricas con sus dominios coiled-coil interacttan con las Rabs en las
membranas vesiculares y con factores en las membranas aceptoras, mediando el
primer contacto previo a la fusion vesicular (Allan et al., 2000; An et al., 2009;
Stenmark et al., 1996); aunque también estos efectores pueden regular el
mecanismo de fusion a través de su interaccién con proteinas SNARE [soluble N-

ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein (SNAP) receptor] (Diao et al.,
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2008; Simonsen et al., 1999). Una de las anclas monoméricas mejor estudiadas es
la proteina Usolp de S. cerevisiae (Nakajima et al.,, 1991) y su homédloga en
humanos p115 (Waters et al., 1992; Sappersteins et al., 1995), las cuales participan
en la interface RE y cis-Golgi anclando vesiculas a las membranas de Golgi por
medio de su interaccion con Yptl/Rabl y otros factores (Cao et al., 1998; Allan et al.,
2000; Beard et al., 2005; Shorter et al., 2002). En el caso de los complejos ancla
multiméricos hasta ahora se han identificado ocho de ellos en distintas etapas de
trafico entre estructuras celulares: 1) TRAPP | (TRAnsport Protein Particle 1) en RE-
Golgi (Zou et al., 2012; Kim et al., 2006), 2) TRAPP Il entre cisternas de Golgi y
también en endosomas tardios-Golgi tardio (Zou et al., 2012), 3) Exocisto en Golgi-
membrana plasmatica (Munson and Novick, 2006), 4) GARP (Golgi Associated
Retrograde Protein complex) en el reciclamiento endosomas-Golgi (Siniossoglou and
Pelham, 2001), 5) CORVET (class C cOre Vacuole/Endosome Tethering complex)
en endosomas-Golgi (Peplowska et al., 2007), 6) HOPS (HOmotypic fusion and
vacuole Proetin Sorting complex) entre vacuolas y en vacuolas-endosomas (Seals et
al., 2000), 7) COG (Conserved Oligomeric Golgi) en endosomas-Golgi y también
entre Golgi (Miller and Ungar, 2012), y 8) Dsl (Dependence on SLY1) en Golgi-RE
(Andag and Schmitt, 2003; VanRheenen et al., 2001). Algunas Rabs acttan en la
separacion de proteinas de cubierta reclutando efectores que asisten al proceso de
desprendimiento o bien inhibiendo en la formacién de la cubierta vesicular
(Semerdjieva et al., 2008; Moyer et al., 2001). Las Rabs participan de manera
indirecta en los procesos de fusion vesicular a través de los complejos multiméricos
interactuando con proteinas SNAREs (Whyte and Munro, 2001; Sivaram et al., 2005;
Stroupe et al., 2006); aunque en estudios recientes se ha demostrado la participacion
de Rabs en procesos de fusion de manera directa o sin la necesidad de los complejos

ancla multiméricos (Grosshans et al., 2006a; Weber-Boyvat et al., 2011).

1.35 Yptl

La Rab GTPasa Yptlp de S. cerevisiae, ortéloga a la Rabl en mamiferos, participa
en la ruta de secrecion regulando varios pasos del transporte vesicular: desde el RE
hacia Golgi, entre cisternas de Golgi y desde endosomas tempranos hacia Golgi
tardio (Bacon et al., 1989; Segev et al., 1988; Jedd et al., 1995; Sclafani et al., 2010).
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Yptlp se asocia a las vesiculas después de su formacion durante el transporte de
vesiculas de RE hacia Golgi (Segev, 1991). Estudios recientes han demostrado que
Yptlp también participa en procesos de Autofagia (Lipatova and Segev, 2012). La
versatilidad de Yptlp en las distintas etapas del trafico membranal esta relacionada
a las funciones de regulacion de los complejos TRAPP (Barrowman et al., 2010). La
localizacion de Yptlp en la membrana de las vesiculas es facilitada por los grupos
prenilo que se asocian de manera covalente en el extremo carboxilo-terminal (Calero
et al., 2003).

1.3.5.1 Reguladores de Yptl

Analisis de la estructura cristalografica de TRAPPI unido a Yptlp ha permitido inferir
el posible mecanismo de activacién de Yptlp por parte de los complejos. De este
modo, se ha propuesto que las subunidades responsables de la actividad GEF en
Yptlp son Bet5, Trs23, Trs31 y dos copias de Bet3, las cuales se encuentran en
ambos complejos (Cai et al., 2008). Otro regulador de la Yptlp es Gyplp, proteina
GAP miembro de la familia GYP (GAPs for Ypts), la cual es reclutada rio arriba de
Yptlp por la Rab GTPasa Ypt32p y participa en la inactivacion de Yptlp conforme al
modelo de cascada GAP contracorriente (Rivera-Molina and Novick, 2009; Albert
and Gallwitz, 1999; Albert et al., 1999; Du and Novick, 2001; Rak et al., 2000).
Defectos en el reciclaje de la SNARE Snclp y FM4-64 de la mutante de S. cerevisiae
gyp54 sugieren que la inactivacion de Yptlp por Gyp5p es necesaria para el reciclaje

membranal (Lafourcade et al., 2004).
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Figura 14. Complejos TRAPP en S. cerevisiae (Barrowman et al., 2010).

1.3.5.2 Efectores de Yptl

Se han identificado varios efectores de Yptlp, que estan relacionados a las distintas
etapas y/o rutas del trafico membranal. Los complejos ancla multiméricos TRAPP |y
TRAPP Il ademas de actuar como GEF de Yptlp, participan como efectores en
distintas etapas del trafico vesicular. Andlisis in vitro identificaron que TRAPP | es
necesario para anclar en Golgi las vesiculas generadas en RE, un evento asistido
por la subunidad del complejo Bet3, que interactia con la subunidad Sec23 del
complejo COPII (Cai et al., 2007b; Sacher et al., 2001; Cai et al., 2007a; Miller et al.,
2003). El anclaje de vesiculas por TRAPP | al parecer es asistido por Usolp, proteina
ancla monomérica con dominio coiled-coil, otro efector de Yptlp (Barrowman et al.,
2010; Cao et al., 1998). Mientras que el complejo TRAPP | determina la interaccién
con vesiculas COPII, el complejo TRAPP Il en cambio interactta con vesiculas COPI,
especificidad probablemente definida por las subunidades Unicas del complejo que
inhiben la interaccion con Sec23 (Barrowman et al., 2010; Yamasaki et al., 2009; Cai
et al., 2005; Yip et al.,, 2010). Reciente se identific6 que el complejo TRAPP lli

contiene ademas de las cuatro subunidades comunes de los complejos TRAPP (las
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cuales poseen actividad GEF en Yptlp), la subunidad Trs85 la cual dirige el complejo
a la Estructura Pre-Autofagosomal (PAS, Pre-Autophagosomal Structure). El
complejo TRAPP IIl también esta relacionado con la activacion de Yptlp en el PAS
durante el proceso de expansion membranal en de la autofagia (Lynch-Day et al.,
2010).

Los complejos TRAPP tienen la capacidad de activar y reclutar de manera especifica
a Yptlp/Rabl en las vesiculas, mientras que las proteinas ancla monoméricas con
dominio coiled-coil, efectoras de Yptlp, participan en el proceso de interaccién de
las vesiculas previo a su fusion con las membranas aceptoras (Gillingham and
Munro, 2003). En mamiferos pl15, ortéloga de Usolp en S. cerevisiae, forma
homodimeros con dos dominios globulares (H1 y H2), una cola extensa con cuatro
dominios coiled-coil (CC1-CC4) y un extremo acidico (Striegel, 2009; Grabski et al.,
2012; Yamakawa et al., 1996). En el extremo amino terminal de p115 se localizan
los dos dominios globulares los cuales se unen a: la subunidad B-COP del complejo
COPI, la GEF GBF1y la Rabl (Guo et al., 2008; Garcia-Mata and Sztul, 2003; An et
al., 2009); mientras que en la region central el dominio coiled-coil CC1 se asocia con
Rabl y proteinas SNARE (Beard et al., 2005; Allan et al., 2000), interaccion
necesaria para el trafico anterégrado de vesiculas. Las proteinas ancla monoméricas
coiled-coil de la familia de las golginas, GM130 y la gigantina (factor vesicular COPI),
interactian con p115 en su extremo C-terminal acidico y participan en la regulacién
de la interaccion de Rab1l con p115 (Shorter and Warren, 1999) (Short et al., 2005;
Moyer et al., 2001; Soénnichsen et al., 1998).

El complejo ancla multimérico COG (conserved oligomeric Golgi) es también un
efector de Yptlp, que regula el trafico retrogrado de vesiculas, en y hacia Golgi, con
enzimas de glicosilacién (Miller and Ungar, 2012). EI complejo COG al interactuar
con la cubierta COPI, la SNARE Sed5 y la proteina Slyl participa en la regulacion
del trafico retrégrado en Golgi y de endosomas a Golgi (Ullrich et al., 1993;
Shestakova et al., 2007; Laufman et al., 2009). La Rab GTPasa Yptlp se asocia con
las subunidades Cog3/Cog2 del complejo COG (anteriormente nombradas
Sec34/35) y ademas con la golgina-84 (Sohda et al.,, 2010; Satoh et al., 2003)

interacciones probablemente necesarias para regular el mecanismo de anclaje de
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las vesiculas COPI en Golgi (Zolov and Lupashin, 2005; Suvorova et al., 2002; Ungar
et al., 2006).

Otro efector de Yptlp es el componente ancla monomeérico con dominio coiled-coll
Atgll, que se asocia con la forma activa Yptlp-GTP (Lipatova and Segev, 2012). La
localizacion y ensamble de Atgll en el PAS durante el proceso de la autofagia
selectiva Cvt (Cytoplasm-to-vacuole targeting) es coadyuvado por la formacion del
moédulo  Trs85-Yptlp-Atgll (Lipatova et al., 2012). La formacion de los
autofagosomas requiere de la expansion membranal del PAS a partir de agregados
tubulo-vesiculares que contienen principalmente a la proteina transmembranal Atg9
(Mari et al., 2010). Se ha sugerido un modelo donde el complejo TRAPP Il unido a
Yptlp recluta a Atg9 (u otros componentes de los compartimentos Atg9) previo a su
interaccién con Atgll, quien finalmente dirige los compartimentos membranales
Atg9 hacia el PAS (He et al., 2006a; Yorimitsu and Klionsky, 2005; Backues and
Klionsky, 2012).

1.3.6 Ypt3

La proteina Ypt3 es homologa a Ypt31/32p de S. cerevisiae y la Rabll de
mamiferos. El papel de Ypt31/32p se concentra en la regulacién del trafico vesicular
desde Golgi hacia la membrana plasméatica en pasos previos a la exocitosis (Figura
15). Estudios iniciales identificaron a Ypt3lp y Ypt32p como homélogas con
funciones redundantes, que participan en la ruta de secrecion rio abajo de Yptlp y
rio arriba de Sec4p, localizando su papel en la regulacion del trafico vesicular en
Golgi tardio o trans-Golgi (Benli et al., 1996; Jedd et al., 1997; Losev et al., 2006). La
funcion de Ypt31/32p esta estrechamente relacionada con su localizacion entre las
Rab GTPasas Yptlp y Sec4p; De manera estratégica Ypt31/32p recluta efectoras
gue son reguladoras de las Rabs funcionalmente localizadas inmediatamente antes
y después de Ypt31/32p (Mizuno-Yamasaki et al., 2012; Rivera-Molina and Novick,
2009). En Schizosaccharomyces pombe Ypt3p participa en el trafico vesicular desde
trans-Golgi, en pasos finales de la ruta exocitica y también esté involucrada en el
trafico retrogrado de endosomas hacia Golgi (Cheng et al., 2002; He et al., 2006b).
Rabll se la ha relacionado también en el trafico vesicular de endosomas de

reciclamiento (RE, recycling endosomes) hacia la membrana plasmatica, proceso



27

regulado posiblemente por la interaccion de Rabl11l con la subunidad del Exocisto
Secl5 (Takahashi et al., 2012; Grant and Donaldson, 2009; Jones et al., 2006).
Recientemente se ha generado la hipétesis de que Ypt31/32p participan de manera
indirecta en la autofagia a través de la regulacion del trafico de vesiculas con

componentes autofagicos (Zou et al., 2013).

Secretory
Vesicle

Actin MFs

Figura 15. Rab GTPasas en etapas pos-Golgi de S. cerevisiae.

1.3.6.1 Reguladores y Efectores de Ypt3

Aungue se ha planteado que los complejos TRAPP participan en la regulacién de la
activacion de Yptlp (Barrowman et al., 2010), otros estudios basados en andlisis
genéticos y bioquimicos sostienen que el complejo TRAPP II, a través de la
subunidad Trs130, también participa en la activacion de Ypt31/32p (Tokarev et al.,
2009; Morozova et al., 2006; Zou et al.,, 2013). Con el objetivo de entender el
mecanismo molecular de funcionamiento de Ypt32, se han realizado analisis
cristalograficos de la proteina unida a los nucleotidos de guanina, revelando detalles
interesantes en la conformacion del dominio Switch Il en unién con el regulador GDI
(Sultana et al., 2011). Analisis del mecanismo de funcionamiento de Ypt31/32p
permitié identificar que en el proceso de secrecion exocitico estas proteinas reclutan

a la proteina efectora Sec2p, la cual tiene actividad GEF sobre Sec4p pero no en



28

Ypt31/32p (Ortiz et al., 2002); este evento es necesario para darle continuidad al
proceso de secrecidon y se ajusta al modelo propuesto de activacién en cascada por
GEFs (Mizuno-Yamasaki et al., 2012). Analisis de interaccion in vivo determinaron
gue el dominio C-terminal de Secl15 en Drosophila melanogaster interactia con la
Rabll en un modo GTP dependiente (Wu et al., 2005). Otra proteina efectora
importante de Ypt31/32p es la GAP Gyplp, la interaccidn es importante para la
localizacion y estabilizacion de Gyplp en Golgi, y participa en la inactivacion de
Yptlp (Rivera-Molina and Novick, 2009). En mamiferos la Rablla mediante la
interaccién con el efector Rabl11-FLIP2 (Rabl1l Family interacting protein 2) y el
motor molecular Myo Vb, forma un complejo ternario involucrado en el proceso de

reciclado de la membrana plasmatica (Hales et al., 2002).

1.3.7 Sec4d

Una de las Rab GTPasas mejor caracterizadas es la Sec4p de S. cerevisiae, proteina
homologa de la Rab8 en mamiferos, la cual tiene un rol esencial en la regulacion del
tréfico de vesiculas secretoras desde Golgi hacia la membrana plasmatica y en
eventos previos a la exocitosis (Salminen and Novick, 1987; Kabcenell et al., 1990;
Walworth et al., 1992; Guo et al., 1999; Novick et al., 2006); aunque también se
encuentra involucrada en procesos de autofagia y endocitosis (Geng et al., 2010;
Kean et al., 1993). El inicio de la actividad reguladora de Sec4p esta basado en dos
eventos anteriores: 1) El reclutamiento de la GEF Sec2p por la Rab Ypt32p (Ortiz et
al., 2002) y 2) la activacién de Sec4p por Sec2p mediante la liberacién de GDP unida
a Sec4p para su unioén con GTP (Walch-Solimena et al., 1997). Sec4p se une a las
membranas de las vesiculas a través de los grupos prenilo ubicados en el extremo
carboxilo terminal de la proteina (Goud et al., 1988; Newman and Magee, 1993;
Calero et al., 2003).

1.3.7.1 Reguladores de Sec4

Estudios relacionados al funcionamiento de la Rab GTPasa Sec4p han permitido
identificar moléculas reguladoras de su actividad. La proteina GDI de S. cerevisiae
Gdilp tiene un rol esencial en la estabilizacion de Sec4p unido a GDP, ademas

participa en la regulacion de la extraccion membranal de Sec4p-GDP (Garrett et al.,
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1994; Garrett et al., 1993). La actividad de Sec4p es regulada por proteinas GAP
como Gyllp y Gyp5p las cuales forman un complejo en la membrana plasmatica de
S. cerevisiae; analisis in vitro demostraron que ambas GAPSs interactian con Sec4p
posiblemente regulando su actividad exocitica en sitios de crecimiento polarizado.
La doble mutante gyl14gyp54 present6 defectos en la secrecidn y la acumulaciéon de
vesiculas secretoras (Chesneau et al., 2004). Defectos similares presento la doble
mutante msb34msb44, y se demostré que estas proteinas GAP (Msb3p y Msb4p)
interactian in vivo con Sec4p (Gao et al., 2003). Gdilp es una proteina GDI
involucrada en el reciclaje de Sec4-GDP desde la membrana plasmatica hacia el
complejo de Golgi o membranas vesiculares a través del citoplasma (Garrett et al.,
1994).

El cambio al estado activo de Sec4p es inducido por dos proteinas, la Dss4p que
favorece la remocion de GDP unida a Sec4p y su estabilizacion en ese estado libre
de nucledtidos y la GEF Sec2p que favorece el intercambio de GDP por GTP en
Secdp (Moya et al., 1994; Collins et al., 1997; Itzen et al., 2007; Strick et al., 2002;
Walch-Solimena et al., 1997). Estudios iniciales en mutantes Secl15p de S. cerevisiae
revelaron una posible interaccion entre Secl5p, Secd4p y Sec2p en donde estas
Ultimas participan rio arriba de Sec15p (Salminen and Novick, 1989). Posteriormente
se identific6 que Sec2p participaba de manera directa en el intercambio de GTP-
GDP de Sec4p, definiendo a Sec2p como GEF de la Rab GTPasa, ubicando su
actividad en etapas iniciales del trafico vesicular de Golgi hacia la membrana;
ademas se determind que la interaccion de ambas proteinas ocurre en la membrana
de vesiculas secretoras (Elkind et al.,, 2000; Walch-Solimena et al., 1997). El
reclutamiento de Sec2p en vesiculas secretoras es favorecido por la interaccion
directa con la Rab Ypt32p en su estado activo, permitiendo el intercambio de GDP
por GTP en Sec4p en el proceso de regulacion de trafico vesicular post-Golgi hacia
la membrana plasmatica (Ortiz et al., 2002). La interaccion del complejo GEF-Rab-
Efector favorece el estado activo de la Rab-GTP en sitios especificos de la
membrana, asegurando el reclutamiento y la regulacion de otros componentes
necesarios para el trafico vesicular; Un ejemplo de esto es la interaccion de Sec4p
con Sec2p, Myo2p, Secl5p, Sro7p (Grosshans et al., 2006b; Walch-Solimena et al.,
1997; Guo et al., 1999; Medkova et al., 2006; Grosshans et al., 2006a). Ypt32p y
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Secl5p interactian secuencialmente con Sec2p, y compiten por el mismo dominio
de unién con Sec2p (Medkova et al., 2006). Esta interaccion parece estar regulada
por el P14P (Fosfatidilinositol 4 Fosfato); se propone que las altas concentraciones
de PI4P en Golgi inhiben la interaccion de Sec2p con Secl5p, permitiendo el
reclutamiento membranal de Sec2p por Ypt32p. La baja concentracién de PI4P en
las vesiculas permiten el reemplazamiento de Ypt32p por Secl5p, asegurando un
mecanismo de retroalimentacion positiva a través del reclutamiento de Sec2p para

activar a Sec4p en los sitios de exocitosis (Mizuno-Yamasaki et al., 2010).

1.3.7.2 Efectores de Sec4

En la membrana vesicular Sec4p unido a GTP interactta con distintos efectores los
cuales finalmente definen sus funciones de regulacién. El Exocisto por ejemplo, es
un complejo ancla hetero-octameérico reclutado por la forma activa de Sec4p en sitios
especificos de la membrana plasmatica donde participa en el anclaje “tethering” de
las vesiculas. En S. cerevisiae, se ha demostrado que Secl5p, subunidad del
Exocisto, tiene una interaccion directa con Sec4p en su forma activa, interaccion
importante para el reclutamiento del complejo (TerBush et al., 1996; Lipschutz and
Mostov, 2002; Guo et al., 1999). La interaccidon Secl5p-Sec4p esta regulado por la
asociacion directa de Sec2p con Secl5p, acoplando la activacién de Secdp y el
reclutamiento del Exocisto (Medkova et al., 2006; Mizuno-Yamasaki et al., 2012).
Otro efector identificado de Sec4p incluye a la proteina Sro7p la cual es miembro de
la familia de proteinas Igl (lethal giant larvae) supresoras de tumores. Sec4p, Sro7p
y la t-SNARE (target-associated SNARE) Sec9p se han identificado formando un
complejo proponiendo una regulacién indirecta de Sec4p en la fusion vesicular
(Brennwald et al., 1994; Grosshans et al., 2006a).

1.3.8 Relacion de Rab GTPasas con motores moleculares.

Tanto en células fangicas como en células animales se ha determinado que los
componentes del citoesqueleto, como microtubulos y filamentos de actina, participan
como carriles para el trafico vesicular hacia sitios especificos de crecimiento celular
(Akhmanova and Hammer lll, 2010; Hammer and Sellers, 2012). El transporte de

larga distancia de vesiculas hacia estos sitios es realizado por motores proteicos
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como la cinesina o dineina, las cuales utilizan a los microtubulos como estructuras
(carriles) para llegar a sitios cercanos de fusion vesicular, en donde las vesiculas se
transfieren a filamentos de actina, para finalmente fusionarse con la membrana
plasmatica (Heath, 1994; Seiler et al., 1997; Schliwa, 1999). En S. cerevisiae los
microtubulos no participan en el transporte vesicular (Jacobs et al., 1988; Huffaker et
al., 1988), mientras que la actina posee un rol esencial en la secrecion polarizada
(Novick and Botstein, 1985). En este organismo se demostré mediante mutantes de
tropomiosina termosensibles, que los cables de actina estan involucrados en la
polarizacion de vesiculas secretoras unidas a Sec4p mediante un motor proteico
(Pruyne et al., 1998). Actualmente se sabe que Myo2p (miosina de clase V) es el
motor molecular responsable del transporte vesicular hacia sitios de crecimiento a
través del citoesqueleto de actina (Johnston et al., 1991). La localizacién de Myo2p
se ha determinado que es dependiente de la integridad de los cables de actina, y
gue se distribuye junto a vesiculas secretoras marcadas con Sec4p, en los mismos
sitios de exocitosis y crecimiento polar (Llilie and Brown, 1994; Walch-Solimena et
al., 1997; Pruyne et al., 1998). Las miosinas de tipo V poseen un domino carboxilo-
terminal (cola) que une la proteina motora a la vesicula, mientras que en el dominio
amino terminal se encuentra el dominio motor de unién a actina (Cheney et al., 1993)
(Schott et al., 1999; Pruyne et al., 2002). La interaccion de Sec4p, Miclp y Myo2p
fue determinada por co-inmunoprecipitacion (Wagner et al., 2002), aunque la Rab
GTPasa activa unida a la vesicula no es necesaria como sefial para la interaccion
de la vesicula con Myo2p (Bielli et al., 2006). El andlisis de la dinamica vesicular
utilizando el marcador vesicular Sec4p fusionado a GFP (Green Fluorescent Protein)
permitio determinar en mutantes con defectos en la asociacion de vesiculas
secretoras con Myo2p y en mutantes de tropomiosina que la miosina y los cables de
actina son necesarios para el trafico de vesiculas secretoras (Schott et al., 1999;
Pruyne et al., 1998). Ademas la velocidad de las vesiculas secretoras a los sitios de
exocitosis es de 3 um/s en la levadura (Schott et al., 2002), lo cual concuerda con la
velocidad de otras vesiculas o proteinas que se mueven por cables de actina
(Delgado-Alvarez et al., 2010; Sanchez-Leon et al., 2011).

El transporte de vesiculas a través del citoesqueleto de actina o microtubulos es

asistido por las Rab GTPasas a través de efectores especificos (Weisman, 2006).
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Por ejemplo Ypt31/32p reclutan a la miosina de clase V, Myo2p para el transporte de
vesiculas hacia sitios de secrecion, de la misma manera la Rabll y Rab8 de
mamiferos de manera indirecta se asocia al motor molecular miosina-Vb (Lipatova
et al., 2008; Hales et al., 2002; Roland et al., 2007; Lapierre et al.,, 2001). La
interaccién de Myo2p con Ypt32p se da lugar en la cola con dominio globular (GTD,
globular tail domain) localizada en la region carboxi-terminal de Myo2p, interaccion
probablemente regulado por la proteina Miclp (myosin light chain 1) (Casavola et al.,
2008). De acuerdo con la idea de que las Rab GTPasas son factores clave en la
interaccién con motores moleculares para el transporte de vesiculas, un estudio
reciente confirmé la interaccion directa de Sec4p y Ypt32p con Myo2p, la cual es
probablemente asistida por la presencia de PI4P en las membranas (Santiago-Tirado
etal., 2011). Myo2p se activa cuando se une a la vesicula a través de la Rab GTPasa,
mientras que el desprendimiento del motor molecular de la vesicula es coordinado
por el Exocisto y la hidrolisis de GTP en Sec4p; Esto sugiere que ademas de ejecutar
funciones de transporte Myo2p participa de manera indirecta en la regulacion del
anclaje de vesiculas (Rossi and Brennwald, 2011; Donovan and Bretscher, 2012).

1.3.8.1 Rab GTPasas en hongos filamentosos

La mayoria de la investigacion relacionada a las Rab GTPasas esta basada en el
hongo levaduriforme S. cerevisiae y en mamiferos (Stenmark and Olkkonen, 2001).
Aunque los hongos filamentosos y levaduriformes comparten ortélogos
pertenecientes al grupo de Rab GTPasas también poseen componentes especificos
(Borkovich et al., 2004). En un estudio incluyendo 26 genomas de distintas especies
fungicas (filamentosas y levaduriformes) se identificaron hasta 12 tipos diferentes de
Rabs, donde no se encontro relacion alguna entre éstas Rabs y la morfologia celular
o estilo de vida de las especies analizadas (Pereira-Leal, 2008). En el genoma del
hongo filamentoso N. crassa se identificaron 11 Rabs putativas, tres de ellas
ausentes en S. cerevisiae (Borkovich et al., 2004). A pesar de la importancia de las
Rabs en la regulacion del trafico vesicular y en la secrecion de proteinas, poco es lo
gue se sabe de ellas en hongos filamentosos en comparacion con S. cerevisiae. Las
proteinas homoélogas a la Rabl, Yptlp en S. cerevisiae, se han caracterizado en: N.

crassa (solo a nivel de estructura primaria) (Heintz et al., 1992), Aspergillus niger
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(SrgB/YPTA) (Punt et al., 2001; Saloheimo et al., 2004), Trichoderman reesei (Yptl)
(Saloheimo et al., 2004), A. nidulans (RabO) (Pinar et al., 2013a) y C. albicans (Yptl)
(Lee et al., 2001). Homodlogas a la Rab8, Sec4p en S. cerevisiae, se han identificado
en: A. niger (SrgA) (Punt et al., 2001), C. albicans (Sec4) (Jones and Sudbery, 2010),
Colletotrichum lindemuthianum (CLPT-1) (Dumas et al., 2001); mientras que las
Rabs homologas a la Ypt31/32p en S. cerevisiae, Rabl1l en mamiferos, se ha
caracterizado Unicamente en A. nidulans RabEY*®! (Abenza et al., 2010). En A.
nidulans RabC, homdloga a Ypt6p de S. cerevisiae posiblemente esté involucrada
en la secrecién (Pantazopoulou and Pefialva, 2011). Ademas se han identificado
otras Rabs que se encuentran involucradas en la endocitosis como: RabBRa®>, En A.
nidulans (Abenza et al., 2010), Vps21/Ypt52/Ypt53 en C. albicans (Johnston et al.,
2013; Horazdovsky et al., 1994), Rab5A en Ustilago maydis (Fuchs et al., 2006), y
YPT-52 N. crassa (Seidel et al., 2013).
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2 Justificacion

Un conocimiento mas avanzado del trafico de vesiculas secretoras y de los organelos
relacionados, es clave para entender los mecanismos de secrecion proteica en
hongos filamentosos, y por consecuencia puede contribuir en el desarrollo de la
industria biotecnoldgica, la cual utiliza estos organismos en la produccion heteréloga
de proteinas y compuestos de interés comercial y médico. Ademas el conocimiento
generado de este trabajo permitié profundizar en el conocimiento de la biogénesis y
organizacion apical de las vesiculas secretoras, procesos que ayudaran a entender,
en parte, el complejo proceso de crecimiento apical y procesos morfogenéticos en

hongos de interés médico.
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3 Objetivos

3.1 Objetivos Generales

Caracterizar las vesiculas secretoras que componen el Spitzenkorper a través

del analisis de proteinas que regulan el trafico vesicular

Analizar el trafico intracelular de proteinas secretadas modelos desde los sitios
de sintesis hacia las regiones de exocitosis

3.2 Objetivos Especificos

Analizar el trafico intracelular de vesiculas, mediante la expresiéon de Rab
GTPasas como YPT-1, YPT-31 y SEC-4, con distintas versiones de proteinas

fluorescentes.

Analizar la distribucion y dinamica de YPT-1, YPT-31 y SEC-4, en la region apical
de las hifas de N. crassa en crecimiento.

Analizar la distribucién intracelular y la secrecion proteica de enzimas contenidas
en vesiculas secretoras como la invertasa (INV-1) y la subunidad del complejo B-
1,3-glucano sintasa (FKS-1).

Identificar las distintas cisternas de Golgi con los marcadores USO-1, VRG-4,
SEC-7 y VPS-52.
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4 Hipotesis

Las Rab GTPasas YPT-1, YPT-31 y SEC-4 estan involucradas en la organizacion y

dindmica de las vesiculas secretoras del Spitzenkorper.
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5 Metodologia

5.1 Condiciones de Cultivo y Cepas

5.1.1 Condiciones de Cultivo

La composicion de soluciones y medios de cultivo se especifica en los Anexos. Para
el crecimiento de células competentes de E. coli DH5a y TOP10 (Invitrogen®) se
utilizé el medio de cultivo LB (Bertani, 2004, 1951) afiadiendo ampicilina (100 pg/ml)
o kanamicina (50 pg/ml), segun los requerimientos. Para el crecimiento de S.
cerevisiae se utilizé el medio completo YPD (A) y el medio de seleccién SD—-URA.
Para el crecimiento de las cepas de N. crassa se utilizO medio minimo de Vogel
(MMV) (Vogel, 1956) solidificado con agar bacteriologico al 1.5%. Los extractos
celulares se obtuvieron de micelio desarrollado en medio completo de Vogel (MCV).
Para el mantenimiento de la cepa auxotrofa de N. crassa FGSC 9717 se incluyo en
el medio de cultivo el aminoacido béasico L-histidina a una concentracion final de 0.5
mg/ml. Para la conservacion y crecimiento de cepas transformantes, resistentes a la
higromicina, provenientes de la cepa parental de N. crassa FGSC 9718 se afiadio al
medio higromicina B (InvivoGen®) a una concentracion final de 200 pg/ml. Para
mantenimiento de cepas a largo plazo, conidios de las cepas en estudio crecidas en
tubos de 5 ml, se mezclaron con una solucién de 2 ml de leche deshidratada (7%)
estéril y se almacenaron en perlas de silice a 4° C (Wilson, 1986). Para la seleccion
de cepas transformantes, los conidios fueron inoculados en medio MMV-FGS,
afladiendo higromicina B (200 ug/ml) segun los requerimientos. Para inducir la
reproduccion sexual conidios del tipo de apareamiento mat A se inocularon en Medio
Sintético de Cruzas (MSC) (Westergaard and Mitchel, 1947). Los conidios mat A se
incubaron a temperatura ambiente por 16-24 h en oscuridad, hasta que el micelio
hubo cubierto la placa para proceder a inocular los conidios mat a. Las ascosporas
producto de la cruza se inocularon en MMV y se activaron a 60° C por 1 hora. Todos
los medios de cultivos fueron esterilizados a una temperatura de 121° C por 15-20

minutos.



5.1.2 Cepas

Las cepas de E. coli, S. cerevisiae y de N. crassa que se usaron y generaron en

este estudio se encuentran listadas en la Tabla 2.

Tabla 2. Cepas generadas y utilizadas en En este estudio
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Cepa | Genotipo | Procedencia®
E. coli
F $80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17(rk’, mk*) .

™

DH5a phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 A\ Invitrogen ®
FmcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢ 80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 .

™

TOP10 A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (Str?) endAl nupG A- Invitrogen ®
S. cerevisiae
FY834 | MATa his3 A 200 ura3-52 leu2 A 1 lys2 A 202 trpl A 63 | (Winston et al., 1995)
Neurospora crassa

N1 mat a FGSC 988
SMRP12 rid®Pt mat A; his3*::Pccg-1::Bml*::sgfp* FGSC 9520
SMRP25 mat a; A mus-51::bar* FGSC 9718
SMRP24 mat A his-3; A mus-51::bar* FGSC 9717
SMRP55 mat A; Pchs-1::.chs-1::gfp+::hph* (Z%zﬂc):hez-Leon etal,
SMRP76 mat a; A ypt-1::hph* FGSC 11607
SMRP84 mat A; Pgs-1::gs-1::gfp+::hph* (Verdin et al., 2009)
SMRP277 mat a; A sad-2::hph* FGSC 20680
SMRP278 mat A; A sad-2R" (Shiu et al., 2006)
SMRP279 mat a; Puso-1::uso-1::gfp*::hph* (Z%ir‘lt):hez-Leon etal,
SMRP300 mat A his-3*::Pccg-1::sgfp*::8xGly:ypt-1*; A mus51::bar® (Z%izghez'LeO” etal,
SMRP301° mat A his-3*::Pccg-1::sgfp*::8xGly:ypt-1*; Amus-51::bar* (Z%izghez"‘eon etal,
SMRP302 mat A his-3*::Pccg-1::mchfp*:iypt-1*; Amus-51::bar* (Z%irshez—Leon etal,
SMRP3032 his-3*::Pccg-1::mchfp*:iypt-1*; uso-1*::sgfp*::hph*; Amus-51::bar* (Z%ir‘lt):hez-Leon etal,
SMRP304 mat A his-3*::Pccg-1::mchfp*::sec-4*; Amus-51::bar* (zsoeiz():hez-Leon etal,
SMRP305 mat A his-3*::Pccg-1::sgfp*::8xGly::sec-4*; Amus-51::bar* (Zsoixhez"‘eon etal,
SMRP306 mat A his-3*::Pccg-1::tdimer2(12)*::ypt-3*; Amus-51::bar* (Zsoir;;hez—Leon etal,
SMRP307 mat a; hph:: Pccg-1::sgfp*::8xGly::ypt-1*; Amus-51::bar* En este estudio
SMRP308 mat a; Pmyo-5::myo-5::Gly10x::gfp*::hph*; Amus-51::bar+ En este estudio
SMRP3092 mat a; Pmyo-5::myo-5::Gly10x::gfp*::hph*; Amus-51::bar+ En este estudio
SMRP310 mat A his-3*::Pccg-1::inv-1::SFgfp*; A mus51::bar* En este estudio
SMRP3112 mat A his-3*::Pccg-1::inv-1::SFgfp*; A mus51::bar* En este estudio
SMRP320 mat A his-3*::Pccg-1::sgfp*::8xGly::ypt-52*; A mus51::bar* (Seidel et al., 2013)
SMRP328 mat A his-3*::Pccg-1:: vps-52*::sgfp*; A mus51::bar* (Bowman et al., 2012)
SMRP329 mat A his-3*::Pccg-1:: vrg-4*::sgfp*; A mus51::bar* (Bowman et al., 2012)
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SMRP330 mat A his-3*:: Pccg-1:: tdimer2*:: vps-52*; A mus51::bar* (Bowman et al., 2009)
SMRP348 mat A his-3 * ::Pcgg-1::sgfp*::8xGly::syn-1*; A mus51::bar* (Z%élr;c):hez-Leén etal,
SMRP349 mat A his-3 * ::Pypt-1::sgfp*::8xGly::ypt-1*; A mus51::bar* (Z%élr;c):hez-Leén etal,
SMRP350 mat A his-3 * ::Psec-4::sgfp*::8xGly::sec-4*; A mus51::bar* (Z%ir;():hez-Le(’)n etal,
SMRP351 mat a; Psec-7::sec-7::10xGly::gfp*::hph*; A mus51::bar* (Z%ir;():hez-Le(’)n etal,
SMRP352 mat A; his-3; Psec-7::sec-7::10xGly::gfp*::hph*; A mus51::bar* (Z%élr;c):hez-Leén etal,
NMF565 mat A; his-3; Pexo-70::ex0-70::sgfp*::hph*; A mus51::bar* (Riquelme et al., 2014)

2 homocariontes; " FGSC: Fungal Genetics Stock Center

5.2 Etiguetamiento con Proteinas Fluorescentes: Técnicas de
Recombinacion de ADN y Construccion de Plasmidos

5.2.1 Vectores

Los vectores que se usaron y generaron en este estudio se enlistan en la Tabla 3.

Tabla 3. Vectores Recombinantes.

Vector Genotipo Procedencia
pCCG::N-GFP Pccgl::sgfp*::8xGly %gg‘;a and Selker,
pJV18-N Pccgl:: mchfp *::gs-1; 5’ A-his-3 Riguelme Lab.
PMF334 Pccgl:tdimer2(12)* (Z'ggg)""g and Selker,
pST-14 Pccgl::SFgfp*::8xGly gtc;r;ado por Trevor
pTH1117-12 hph; Pccgl::sgfp*::4x(GA) (Zlblirln)mond etal,
pCSN44 TrpC::hph:PtrpC (Staben et al., 1989)
PRS426 24 01 URA3 (Christianson et al.,

1992)

pGFP::hph::loxP

10xGly::gfp::hph::loxP

(Honda and Selker,
2009)

pCoS204 Pccg-1::c-Gly::gfp::ypt-52, 5’ Ahis-3 flank, Amp' (Seidel et al., 2013)
pESLO5b-2 Pccgl::sgfp*::8xGly::sec-4 (Z%?Lr:):hez-Leén etal,
pPESLO6 Pccgl::sgfp*::8xGly::sec-2 En este estudio
pPESLO7b-2 Pccgl::sgfp*::8xGly::ypt-1 (Z%?Lr:):hez-Leén etal,
pPESL08-15 Pccgl:: mchip*::sec-4 g%élzghez'l‘eén etal.
pESL09-5 Pccgl:: mchfp*::sec-2 En este estudio
pPESL10-25 Pccgl:: mchip*:ypt-1 (Z%?Lr:):hez-Leén etal.
pESL11-5 Pccgl::iinv-1::8xGly::SFgfp* En este estudio
pESL12-5 Pccgl:: gh3-4::8xGly::SFgfp* En este estudio
pCoS225 Pypt-1::sgfp*::8xGly:ypt-1 (Sanchez-Leon etal,

2014)




(Sanchez-Leén et al.,

pCo0S226 Pypt-3::sgfp*::8xGly::ypt-3 2014)

pCoS227 Psec-4::sgfp*::8xGly::sec-4 (Z%élz():hez'l‘eén etal,
pESL13 2u ori:: URA3::5fr-fks-1::hph::3fr-fks-1 En este estudio
ptdimer2(12)- s S (Sanchez-Leon et al.,
YPT-3 Pccgl::tdimer2(12)*::ypt-3 2014)

VMRP-74 Pccg-1::sgfp*::8xGly::syn-1 (Sanchez-Leon etal.,

2014)

5.2.2 Oligonucleotidos
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Los oligonucledtidos que se disefiaron y usaron en este estudio se enlistan en la

Tabla 4.

Tabla 4. Oliglonucleétidos.

Oligonucledtido

Secuencia?

Referencia

Ascl-Sec4-F-01b

5-CTTAGGCGCGCCCATGTCGAGTAACAGGAA-3’

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

Sec4-Xbal-R

5 -TCTAGATTAACAGCACTTGCCGC-3

(Sanchez-Leén et al.,
2014)

Pacl-Sec2-F-01

5-CGCATTAATTAACATGAGCCCCGCAAGCGGA-3’

En este estudio

Xbal-Sec2-R-01

5"-CGATTCTAGATCAAGCTGGGAAAGCCCCG -3

En este estudio

Ascl-YPT1-F-01b

5- CTAAGGCGCGCCCATGAACCCTGAGTAGTAGGT-3’

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

Xbal-YPT1-R-01

5-CTAGGTCTAGATTAGCAGCAGCCGCCGGAAGAG-3’

(Sanchez-Leén et al.,
2014)

Pacl-Sec4-F-01b

5 -CGCGTTAATTAACATGTCGAGTAACAGGAATTACG-3 -

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

EcoRI-Sec4-R-01

5-CATCGAATTCTTAACAGCACTTGCCGCCGGATC-3’

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

Pacl-Sec2-F-01b

5-CAGATTAATTAACATGAGCCCCGCAAGCGGAGT-3"

En este estudio

EcoRI-Sec2-R-01

5"-CTACGAATTCTCAAGCTGGGAAAGCCCCGGAT-3’

En este estudio

Pacl-Yptl-F-01b

5-CGCGTTAATTAACATGAACCCTGAGTAGTAGGTTTA-3

(Sanchez-Leén et al.,
2014)

EcoRI-YPT1-R-01

5-CAGAGAATTCTTAGCAGCAGCCGCCGGAAGAG-3

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

Pacl-YPT1-F-02

5°- CTAATTAATTAACATGAACCCTGAGTAGTAGGT -3’

(Sanchez-Leén et al.,
2014)

Xbal-YPT1-R-01

5- CTAGGTCTAGATTAGCAGCAGCCGCCGGAAGAG -3

(Sanchez-Leén et al.,
2014)

Pacl-SEC4-F-02

5’CTAATTAATTAACATGTCGAGTAACAGGAA-3’

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

Xbal-SEC4-R-02

5-CTAGGTCTAGATTAACAGCACTTGCCGCCGG-3

(Sanchez-Leén et al.,
2014)

Pacl-YPT31-F-01

5’'CTAATTAATTAACATGTCTTCGTCTTCAAAAGACTCGC-3’

Sanchez-Leon et al.,
2014
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Xbal-YPT31-R-01

5-CTAGGTCTAGACTAGGAAGAGACCATTTCGAC-3

(Sanchez-Leén et al.,
2014)

EcoRI-Pyptl-F

5- GGCAGAATTCGCAGCTATTCGTATCCTCG -3

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

BamHI-Pypt1-R

5- CTTAGGATCCGATGGGCAACGAGGG-3

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

EcoRI-Psec4-F

5- GGCAGAATTCGTGCGTATAGACTGTTCACC-3"

(Sanchez-Leén et al.,
2014)

BamHI-Psec4-R

5- CTTAGGATCCGATGAACTGGTGTGGGGGTTAAC-3’

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

EcoRI-Pypt3-F

5- GGCAGAATTCCTCAACCATCATATGACAAGGC-3

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

BamHI-Pypt31-R

5- CTTAGGATCCGATGAGAACTGGCAAGATCTAAAGG-3’

(Sanchez-Leén et al.,
2014)

Pacl-YPT3-F1-01

5’CTAATTAATTAACATGTCTTCGTCTTCAAAAGACTCGC-3’

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

Xbal-YPT31-R-01

5-CTAGGTCTAGACTAGGAAGAGACCATTTCGAC-3’

(Sanchez-Leén et al.,
2014)

(Sanchez-Leon et al.,

Mlul-Pypt3-F 5'- CCTTACGCGTATGGCCAACGA-3 14
Bglll-Pypt3-R 5'- CAAAAGATCTCTAACAGCAGC-3’ gﬁﬁgheZLeé”etah
USO-1-F 5- TCCGGAGAGAGCAAGCCACCCAGC-3' g%igheZLeé”etah
USO-1-R-GLY géTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCCATCTTCATCTTC (Sanchez-Leon et al.,

AGCACCATCCTC-3

2014)

USO-1-UTR-F-lox

5'-
TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCGAGATGGTGAGGG
GGTTAATGAATA-3

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

USO-1-UTR-R

5’- GTTCCCCTCGCAACTACCGCCTCG-3’

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

SEC-7-F-01

5’-CTCCCATTCCTCAGTTCACAACCGT-3

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

SEC-7-10xGLY-R

5-
CCTCCGCCTCCGCCTCCGCCGCCTCCGCCCCTCGCCATAT
CCTCCCCTTCTCCCTCCCC-3

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

LOX-3UTR-SEC-7-F

5'-
TGCTATACGAAGTTATGGATCCGAGCTCGAGGAAGGAAGAT
GACGGAAGAAGAAG-3

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

3UTR-SEC-7-R

5-CGTCAAGGAGATTGTGAGAGAGGC-3

(Sanchez-Leén et al.,
2014)

SYN N term Pacl F

5-GCGTTAATTAAAATGTCCGACGCTCCG-3

(Sanchez-Leon et al.,
2014)

SYN N term Xbal R

5-CTAGTCTAGACTTAGCGCGTAGCAACGAC-3’

(Sanchez-Leén et al.,
2014)

INV-1-Xbal-F 5"-CGGATCTAGAATGACAAAAACAACGCCATAC-3’ En este estudio
INV-1-Pacl-R 5-GCGCTTAATTAATTCCCAAGCAGACCCC-3’ En este estudio
GH61-1-Xbal-F 5"-GTTCTCTAGAATGAAGGTCCTCTCCCTC-3’ En este estudio
GH61-1-Pacl-R 5"-GGCCTTAATTAACGAGCACTGCGAATAATAATC-3’ En este estudio
GH3-4-Xbal-F 5"-GGCCTCTAGAATGCACCTTCGAATATTTGC-3’ En este estudio
GH3-4-Pacl-R 5"-CGGGGTTAATTAAATAAACATCAAACTTCCC-3 En este estudio
5-
5f-fks-1 GTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGccatgttccagcgeagtc | En este estudio
ccagt-3’
5-
5r-fks-1 ACCGGGATCCACTTAACGTTACTGAAATCcgggacaggtcagcgga | En este estudio
gtg-3’
5-
3f-fks-1 GCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCcatagcggatcaggact | En este estudio

gcgg- 3
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3r-fks-1 ZA@TGCTCCTTCAATATCATCTTCTGTCchgaagaaacggggattg En este estudio
gg-

hph-R 5- TCGACAGAAGATGATATTGAAGG -3’ Check origin/Seiler

hph-F 5'- GGAGCTGACATCGACACCAACG -3’ Check origin/Seiler

10xGlyF 5-GGCGGAGGCGGCGGAGGCGGAGGCGGAGG-3 (Z%if;‘)elme etal,

loxP-R 5-CGAGCTCGGATCCATAACTTCGTATAGCA -3 g%if;)elme etal,

MYO-2-F-01 5'- CATCAACCCCGGTGCCTTCTGG -3° En este estudio

MYO-2-10xGLY-R

5-
ccteegectecgecteegecgectccgccGGCACTCGCTTCCACAATCTC
TTGCCC-3

En este estudio

LOX-3UTR-MYO-2-F

5-
tgctatacgaagttatggatccgagctcgGTTGCACCCCCGCAACCATCAT
CACC-3

En este estudio

3UTR- MYO-2-R

5- CGTCTCAACCATGTGCGAATTAACAT -3’

En este estudio

(Riguelme et al.

HPH-SM-R 5-TCGCCTCGCTCCAGTCAATGACC-3' 2oL ,
HPH-SM-F 5"-AAAAAGCCTGAACTCACCGCGACG-3' %‘f:)e'me etal,
INV-1-F-01 5'-CTTCTGGGACCCCACCGCCAACAAC-3 En este estudio

INV-1-10xGLY-R

5-
gcecetecgecteegecteegecgectccgcc TTCCCAAGCAGACCCCATGG
GCGTCAGAAC-3

En este estudio

GH61-1-F-01

5"-CAATATCTGCGAGTCTGTAGGCCCCTTCA-3

En este estudio

GH61-1-10xGLY-R

5-
ccteegecteecgectecgecgectccgccCGAGCACTGCGAATAATAATC
ATTCATCTTCTTG-3

En este estudio

GH3-4-F-01

5"-CATCGTCCGTTGTCAACCCTGCGGG-3’

En este estudio

GH3-4-10xGLY-R

5-
ccteegectecgectecgecgectccgccTCAATAAACATCAAACTTCCCA
TTCAACCTC-3

En este estudio

CAT-3-F-01

5- CGCCGACTTCCACCGTCAGGATC -3

En este estudio

CAT-3-10xGLY-R

5-
ccteegectecgectecgecgectccgccCTCCTCATCATCGCCATCAAC
GGCG-3

En este estudio

LOX-3UTR-INV-1-F

5-
tgctatacgaagttatggatccgagctcgCTAAAAAGTTAGAAAGAAAACG
TACA-3

En este estudio

3UTR-INV-1-R

5- CTCTCCGCAAAATCGAGGGCTCACAC-3’

En este estudio

LOX-3UTR-GH61-1-F

5-
tgctatacgaagttatggatccgagctcgGGAAGAAATCTTGGGCACGAC
GATGG-3

En este estudio

3UTR-GH61-1-R

5"-CAAAGAGGAAGAAAGAGAGGCGACC-3’

En este estudio

LOX-3UTR-GH3-4-F

5-
tgctatacgaagttatggatccgagctcgGTCAGCTGTAGGGAGTAAGGG
CTGTTAG-3

En este estudio

3UTR-GH3-4-R

5-CGTCACGCCCTGTCGCCCTGAACTC-3

En este estudio

LOX-3UTR-CAT-3-F

5'-
tgctatacgaagttatggatccgagctcgGTAGATTTGATAACAATGGGAT
GACC-3

En este estudio

3UTR-CAT-3-R 5- GATGTCTGGAATCTCCGCTGGAACT-3 En este estudio
Pftks1-F ctttacactcgctcaccggcaactttc En este estudio
Hph-Pfks1-R CAGACGTCGCGGTGAGTTCAGGCTTTTTCATattgggcaattaaag En este estudio

ctgggcgggacaggtc
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HPH-1-F

atgaaaaagcctgaactcaccgc

En este estudio

Ufks1-Pccgl-R

ccgecgccttgctgaggatatcccgacatTTTGGTTGATGTGAGGGGTTG
TGAACGTGG

En este estudio

Ufks1-F

ATGTCGGGATATCCTCAGCAAGGC

En este estudio

Ufks1-gfp-R

CGGTGAACAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCATC tttttcttggtgcgcett
caggttgcccttc

En este estudio

Fwverde (336)

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTC

Riquelme Lab.

CTCGGCTTCGTTTTGGGGCTCGTCACCCTTGGC cttgtacagctcg

Dfks1-GFP-R tecatgeegtgagtgat En este estudio
Dfks1-F GCCAAGGGTGACGAGCCCCAAAA En este estudio
Dfks1-R CGACGTACTTGCGTGAGTTCTTG En este estudio

2 En negritas las secuencia de los sitios de restriccion

5.2.3 Construcciéon de Vectores Recombinantes

5.2.3.1 Vectores para Etiquetamiento GFP Amino Terminal

Para el etiquetamiento con GFP en el extremo amino terminal de YPT-1, SEC-4 y
SEC-2 se fusion6 el gen de la proteina verde fluorescente (gfp) en el extremo 5’ de
los genes ypt-1 (NCUQ08477.7), sec-4 (NCU06404.7) y sec-2 (NCU01911.7),
respectivamente. Para ello se amplificaron por PCR los genes ypt-1, sec-4 y sec-2
utilizando los oligonucledétidos Ascl-YPT1-F-01b / Xbal-YPT1-R-01, Ascl-Sec4-F-01b
| Sec4-Xbal-R, Pacl-SEC2-F-01 / Xbal-SEC2-R-01,

condiciones de temperatura utilizadas en las reacciones de PCR fueron de: un ciclo

respectivamente. Las

de 94°C por 2 minutos para la desnaturalizacidon; 30 ciclos para la amplificacion,
correspondiente a 94°C por 30 segundos para la desnaturalizacion, 55° C por 30
segundos para el alineamiento, y 72°C por 2.5 a 3 minutos para la extension; para la
extension final se us6 un ciclo de 72°C de 10 minutos. Los reactivos contenidos en
la reaccion de PCR se especifican en los Anexos. Para confirmar el tamafio esperado
de los amplicones, los productos de la reacciones de PCR se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Las bandas en el gel correspondientes al
ADN de los genes de interés se purificaron con kits comerciales de extraccion de
ADN (QIAquick Gel QIAGEN; GenelJET Gel
Thermoscientific) o bien se purificaron directamente de la suspension de la reaccion
de PCR con el kit de purificacion GeneJET PCR Purification Kit (Thermoscientific).

Extraction, Extraction Kit,
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Para la fusién con gfp de ypt-1, sec-4 y sec-2 se realiz6 la digestion enzimatica con
Ascl 6 Pacl y Xbal de los amplicones y el vector recombinante pCCG::N-GFP. Los
productos digeridos de los amplicones y el vector fueron purificados y posteriormente
ligados. Para la amplificacion y seleccion de los nuevos vectores recombinantes se
transformaron por choque térmico células competentes de E. coli DH50® o TOP10®.
Para seleccionar colonias positivas se llevo a cabo PCR de colonia, se hicieron
minipreps de las colonias positivas y posteriormente se realizé el andlisis de los
vectores por restriccion enzimética. Los vectores resultantes fueron secuenciados
para confirmar la integridad de la secuencia y determinar que la fusion hubiera
ocurrido respetando el marco de lectura abierta. Las condiciones de las reacciones
de: digestiébn enzimética, ligacion, transformacién de E. coli, PCR de colonia y

analisis de restriccién se encuentran especificadas en el Anexo.

5.2.3.2 Vectores para expresion de GFP Amino Terminal con Promotor
Endogeno

Para expresar las proteinas de fusion GFP-YPT-1, GFP-SEC-4 y GFP-YPT-31 bajo
el control de los promotores de ypt-1, sec-4 y ypt-3, respectivamente, se generaron
tres vectores recombinantes con las secuencias promotoras putativas de cada uno
de los genes. Para seleccionar las regiones promotoras de cada uno de los genes
se consideraron resultados de secuenciacién de ARN, permitiendo la identificacion
de fragmentos (~1 kb) 5’ no codificantes (UTR, Un-Translated Region) del codén de
inicio de (M. Freitag, comms. pers.). Para amplificar por PCR los genes ypt-1, sec-4
y ypt-3 se utilizaron los oligonucleétidos: Pacl-YPT1-F-02 / Xbal-YPT1-R-01, Pacl-
SEC4-F-02 / Xbal-SEC4-R-02, Pacl-YPT3-F-01 / Xbal-YPT3-R-01, respectivamente,
mientras que para amplificar los promotores se utilizaron los siguientes cebadores:
EcoRI-Pyptl-F / BamHI-Pyptl-R, EcoRI-Psec4-F / BamHI-Psec4-R, EcoRI-Pypt3-F
/ BamHI-Pypt3-R, respectivamente. Para generar vectores con la fusion de ypt-1,
sec-4 y ypt-3 con gfp se realizd la digestibn enzimética con Pacl y Xbal y
subsecuentemente la ligacion de los genes amplificados y el vector recombinante
pCOS204 (Seidel et al., 2013). Para generar vectores con los promotores de ypt-1,
sec-4 y ypt-3 se realizd la digestion enzimatica con EcoRl y BamHI vy

subsecuentemente la ligacion del vector pCOS204 con las secuencias promotoras
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Pypt-1, Psec-4 y Pypt-3 amplificadas; De estos vectores se subclonaron las
secuencias de Pypt-1, Psec-4 y Pypt-3 y se reemplazaron por el promotor Pccg-1 de
los vectores con la fusion gfp::ypt-1, gfp::sec-4, gfp::ypt-3. Las condiciones de las
reacciones de: digestion enzimatica, ligacion, transformacion de E. coli, PCR de

colonia y analisis de restriccion se encuentran especificadas en el Anexo.

5.2.3.3 Vectores para Etiquetamiento con mChFP Amino Terminal

Para el etiquetamiento con mChFP en el extremo amino terminal de YPT-1y SEC-4
se fusionod el gen de la proteina Cherry fluorescente (mchfp) en el extremo 5’ de los
genes ypt-1 (NCU08477.7), sec-4 (NCU06404.7) y sec-2 (NCU01911.7),
respectivamente. Para ello se amplificé por PCR los genes ypt-1, sec-4 y sec-2
utilizando los oligonucledétidos Pacl-YPT1-F-01b / EcoRI-YPT1-R-01, Pacl-SEC4-F-
01b / EcoRI-SEC4-R-01 y Pacl-SEC2-F-01b / EcoRI-SEC2-R-01, respectivamente.
Las condiciones de las reacciones de PCR, la confirmacion del tamafio de
amplicones y su purificacion, se realizaron de manera similar a lo descrito
previamente. Para la fusion con mchfp de ypt-1, sec-4 y sec-2 se realizé la digestion
enzimatica con Pacl y EcoRI de los genes amplificados y el vector recombinante
pJV18-N. Los procedimientos de: construccion de los nuevos vectores, clonacion, y
confirmacion de integracidon de secuencias se realiz6 de manera similar a lo

mencionado previamente.

5.2.3.4 Vectores con Etiquetas SGFP Carboxilo Terminal

Para el etiquetamiento con la proteina Superfolder GFP (SGFP), en el extremo
carboxilo terminal de las proteinas de secrecion Invertasa-1 (INV-1), Glicosil
Hidrolasa 61-1 (GH61-1), Glicosil hidrolasa 3-4 (GH3-4), se fusioné el gen variante
de la proteina verde fluorescente sgfp en el extremo 3’ de los genes inv-1
(NCU04265.7), gh61-1 (NCU02240.7) y gh3-4 (NCU04952.7). Para ello el genes se
amplificaron por PCR utilizando los oligonucleétidos INV-1-Xbal-F / INV-1-Pacl-R,
GH61-1-Xbal-F / GH61-1-Pacl-R, GH3-4-Xbal-F / GH3-4-Pacl-R. Las condiciones
de: reacciones de PCR, confirmacion del tamafio de amplicones, y purificacion, se

realizaron de manera similar a lo mencionado previamente. Para la fusion con sgfp
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de inv-1, gh61-1 y gh3-4 se realiz6 la digestion enzimatica con Xbal y Pacl de los
amplicones obtenidos y el vector recombinante pST14. Los procedimientos de:
construccion del vector, clonacion, y confirmacion de integracion de la secuencias se

realiz6 de manera similar a lo mencionado previamente.

5.2.3.5 Vector para eliminacion del gen fks-1

Para generar el vector recombinante para la eliminacién del gen fks-1 (NCU06871.7)
en N. crassa se utilizo el protocolo de recombinacién en levadura (Colot et al., 2006).
La estrategia de eliminacion se basa en el reemplazamiento del gen por el gen de
resistencia a la higromicina, utilizando los fragmentos flanqueantes localizados rio
arriba y rio abajo de los extremos 5 y 3’ del codén de inicio y de paro del gen,
respectivamente. Para generar los 2 fragmentos flanqueantes de fks-1 se disefiaron
los oligonucledtidos 5f-fks-1 / 5r-fks-1 y 3f-fks-1 / 3r-fks-1 utilizados para amplificar
por PCR regiones (~ 1 kb) rio arriba del coddn de inicio y rio abajo del coddén de paro,
respectivamente. Para obtener el marcador de seleccion se amplificé por PCR el gen
hph del vector pCSN44 (Staben et al., 1989) utilizando los oligonucleétidos hph-R y
hph-F. Los amplicones se fusionaron en el vector pRS426 previamente digerido con
las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol en la cepa de levadura FY834. El casete 5fr-
fks-1::hph::3fr-fks-1 en el vector pRS426 se confirmd por PCR utilizando los
oligonucledtidos 5f-fks-1 y 3r-fks-1. Las condiciones de amplificacion por PCR del

vector de delecion con el casete 5fr-fks-1::hph::3fr-fks-1 se describe en los Anexos

5.2.4 Construccion de Fragmentos Recombinantes

5.2.4.1 Fragmentos Recombinantes para Etiquetamiento Endégeno de MYO-
5

Para el etiquetamiento endégeno de la miosina de clase V, MYO-5, con GFP en el
extremo carboxilo terminal se utilizé la técnica de marcaje por division por
reemplazamiento de genes (Split Marker Gene Replacement) (Smith et al., 2011).

Para ello se utilizaron 6 oligonucleo6tidos necesarios para la generacion del fragmento
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comun GFP-HPH y los fragmentos recombinantes izquierdo y derecho. Para la
amplificacion del fragmento GFP-HPH por PCR se utilizaron los oligonucledétidos
10xGly-F y loxP-R, usando como molde el vector pGFP::hph::loxP; el amplicén
correspondiente se purificO directamente de la solucién de reaccion previo a su
utilizacién en las siguientes etapas de fusion por PCR. Para la generacién parcial del
fragmento izquierdo se amplificé por PCR ~1200 pb del extremo 3’ del marco abierto
de lectura de myo-5 (NCU01440.7), a partir de ADN gendémico de N. crassa N1. Para
ello se utilizaron los oligonucledtidos MYO-2-F-01 y MYO-2-10xGLY-R que excluian
el codén de paro. De la misma manera para la generacion parcial del fragmento
derecho se amplificé por PCR ~1150 pb de la region rio abajo del marco abierto de
lectura del gen myo-5, utilizando los oligonucle6tidos LOX-3UTR-MYO-2-F y 3UTR-
MYO-2-R. El tamafio de las secuencias de ADN de ambos amplicones se determiné
por electroforesis en gel de agarosa, para luego purificarlas con kits comerciales de
extraccion de ADN. Para completar los fragmentos recombinantes izquierdo y
derecho se fusion6 cada fragmento parcial con el casete GFP-HPH; Para ello se
realiz6 otra ronda de PCR utilizando los oligonucleétidos MYO-2-F-01 / HPH-SM-R
y HPH-SM-F / 3UTR- MYO-2-R, respectivamente. La determinacion del tamafio de
los fragmentos de recombinacion y su purificacion se realizaron de manera similar a
lo mencionado anteriormente. Las condiciones de las reacciones de PCR para la

generacion de fragmentos recombinantes se mencionan en los Anexos.

5.2.4.2 Fragmentos Recombinantes para Etiguetamiento Endégeno de INV-1,
GH61-1, GH3-4, CAT-3

Para el marcaje enddgeno de proteinas que se secretan se siguidé la misma
estrategia de etiguetamiento de la proteina MYO-2, descrito anteriormente. Para la
amplificacion por PCR del fragmento parcial izquierdo de inv-1 (NCU04265.7), gh61-
1 (NCU02240.7), gh3-4 (NCU04952.7), y cat-3 (NCUO00355.7) utilizaron los
siguientes oligonucleotidos: INV-1-F-01 / INV-1-10xGLY-R, GH61-1-F-01 / GH61-1-
10xGLY-R, GH3-4-F-01 / GH3-4-10xGLY-R, CAT-3-F-01 / CAT-3-10xGLY-R,
respectivamente. Para la generacion del fragmento parcial derecho de las mismas
proteinas se utilizaron los siguiente cebadores: LOX-3UTR-INV-1-F / 3UTR-INV-1-
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R, LOX-3UTR-GH61-1-F / 3UTR-GH61-1-R, LOX-3UTR-GH3-4-F / 3UTR-GH3-4-R,
LOX-3UTR-CAT-3-F / 3UTR-CAT-3-R, respectivamente. Para generar los
fragmentos recombinantes completos todos los fragmentos parciales se fusionaron
con el casete GFP-HPH. La determinacién del tamafio de los fragmentos de
recombinacion y su purificacion se realizaron de manera similar a lo mencionado
anteriormente. Las condiciones de las reacciones de PCR para la generacion de

fragmentos recombinantes se mencionan en los Anexos.

5.2.4.3 Fragmentos Recombinantes para Etiquetamiento Interno de FKS-1

Para el etiquetamiento de la putativa subunidad catalitica del complejo 1,3 B-Glucano
Sintetasa, FKS-1, se insert6 el gen gfp dentro del marco de lectura abierto del gen
fks-1 (NCU06871.7). Para la seleccion del sitio de insercion de gfp se desarrollé una
estrategia de etiquetamiento similar a la desarrollada con Bgs4p, proteina
correspondiente a la subunidad catalitica del complejo 1,3 B-Glucano Sintetasa de
Schizosaccharomyces pombe. El sitio de insercion de gfp en S. pombe se realizé en
un fragmento hidrofilico de la regién amino terminal de Bgs4p 196 residuos rio arriba
del primer dominio transmembranal (Cortés et al., 2005). Para identificar la region
homologa en FKS-1 respecto al sitio donde se realizo el etiquetamiento funcional de
Bgs4p, se realizé un alineamiento de la secuencia aminoacidica de FKS-1
(XP_957980.1) con Bgs4p (NP_588501.1). De esta manera la insercion de gfp en
FKS-1 se realizé en el marco de lectura abierta de la base nucleotidica 984 de fks-1
gue corresponde al aminoacido 303, aproximadamente 195 residuos rio arriba del
primer dominio transmembranal. Para el etiquetamiento interno de FKS-1 con GFP
se utilizé una variacion a la estrategia de marcaje por division por reemplazamiento
de genes (Figura 11). Para ello se utilizaron 6 pares de oligonucleétidos para generar
los fragmentos recombinantes izquierdo y derecho. El fragmento izquierdo se generé
amplificando y fusionando secuencialmente por PCR los siguientes fragmentos de
ADN: la region rio arriba del codon de inicio (Pfks-1, 704 pb), el gen de resistencia a
la higromicina y el promotor ccg-1 (hph::Pccg-1, 1949 pb), el extremo 5’ del gen fks-
1 (Ufks-1, 954 pb). Para generar los fragmentos Pfks-1, hph::Pccg-1, y Ufks-1 se
utilizaron los siguientes pares de oligonucleétidos: Pfks1-F / Hph-Pfks1-R, HPH-1-F
/ Ufks1-Pccgl-R, Ufksl-F / Ufks1l-gfp-R, respectivamente. Mientras que el fragmento
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derecho se generd igualmente por amplificacion y fusion por PCR quedando
constituido de los siguientes fragmentos: el extremo 5’ del gen fks-1 (Ufks-1, 954 pb),
el gen de la GFP (gfp, 717 pb), fragmento 3’ de Ufks-1 (Dfks-1, 1042 pb). Para
generar los fragmentos Ufks-1, gfp, y Dfks-1 se utilizaron los siguientes pares de
oligonucledtidos: Ufksl-F / Ufksl-gfp-R, fwverde (336) / Dfks1l-GFP-R, Dfksl-F /
Dfks1-R, respectivamente. Todos los fragmentos se amplificaron por PCR usando
ADN gendmico de N. crassa N1 excepto los fragmentos hph::Pccg-1 y gfp, para los
cuales se utilizaron los vectores recombinantes pTH1117.12 y pCCG::N-GFP,
respectivamente. La determinacién del tamafio de los fragmentos de recombinacion
y su purificacion se realizaron de manera similar a lo mencionado anteriormente. Las
condiciones de las reacciones de PCR para la generacion de fragmentos

recombinantes se mencionan en los Anexos.

5.3 Analisis Bioinformatico de Proteinas en Estudio

5.3.1 Analisis Bioinformatico de SEC-4y YPT-3

Para la identificacion de ort6logos putativos en otras especies de las proteinas de N.
crassa YPT-31 (NCU01523.7) y SEC-4 (NCU06404.7) se utilizaron los cédigos de
acceso del GeneBank XP_962242.1 y XP_956972.2, respectivamente. La
herramienta de busqueda y alineamiento BLAST (Altschul et al., 1990) se utiliz6 a
través del sitio NCBI Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Los analisis comparativos
de identidad y similitud se realizaron con las secuencias de amino&cidos resultantes
de las especies fungicas: Magnaporthe oryzae (taxid: 318829), Aspergillus nidulans
(taxid: 162425), Schizosaccharomyces pombe (taxid: 4896), Candida albicans (taxid:
5476), Saccharomyces cerevisiae (taxid: 4932), y el humano: Homo sapiens (taxid:
9606). Para el alineamiento e identificacion de dominios de las proteinas de estudio
en relacion a las proteinas identificadas (con alta identidad en la busqueda BLAST)
se utilizé el programa Geneious Basic (version 4.8.5) con la configuracion

predeterminada de alineamiento.
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5.3.2 Analisis Bioinformatico de FKS-1

Para la identificacion de homologos putativos de la proteina FKS-1 (NCU06871.7) de
N. crassa, se utilizo el cédigo de acceso del GeneBank XP_957980.1 en la
herramienta de busqueda y alineamiento BLAST (Altschul et al., 1990). La busqueda
se realizo utilizando datos de secuencias de los genomas de las especies fangicas:
Magnaporthe oryzae (taxid: 318829), Aspergillus nidulans (taxid: 162425), A. niger
(taxid: 5061), A. fumigatus (taxid: 746128), Schizosaccharomyces pombe (taxid:
4896), Saccharomyces cerevisiae (taxid: 559292), Coccidioides posadasii (taxid:
199306), C. immitis (taxid: 5501). Para identificar posibles homologos (paralogos) de
FKS-1 en el genoma de N. crassa se utilizé la herramienta BLAST Similarity Search

(Altschul et al., 1997) del sitio http://www.broadinstitute.org/, utilizando la secuencia

aminoacidica NCUO06871.7 obtenida de la misma base de datos. Para el
alineamiento e identifiacion de los sitios de insercion de GFP en las secuencias de
FKS-1 en N. crassa y Bgs4 en S. pombe se utilizaron los cddigos de acceso del
GeneBank XP_957980.1 y NP_588501.1, respectivamente. El alineamiento se
realiz6 utilizando el programa Geneious Basic (version 4.8.5) con la configuraciéon
predeterminada. La prediccion de dominios transmembranales se determiné con el
programa TMHMM Server v. 2.0 (http:// www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM)/).

5.4 Generacion y Seleccidon de Transformantes

5.4.1 Generacién y Seleccién de Transformantes de E. coli

Las transformaciones de células competentes de E. coli DH50® o TOP10®
(Invitrogen) se realizaron por choque térmico. Las células (50-100 ul) conservadas a
-80°C se descongelaron en hielo y se mezclaron con el mismo volumen de la solucion
fria (4° C) de KCM mezclada con: 1-2 ul de vector purificado de una miniprep 6 2-15
Ml del vector (producto de una ligacion) en un tubo estéril de 1.5ml. La solucién se
mezclé suavemente sin pipetear y se mantuvo en hielo por 30 minutos. Luego se
produjo el choque térmico por 2 minutos a una temperatura de 42°C. Se introdujo el

tubo nuevamente en hielo por 2 minutos y se afiadio 300-500 ul de medio LB
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precalentado a 37°C y se incubd por 1 hora a la misma temperatura a 225 rpm. El
cultivo fue sembrado en una placa con LB sélido con ampicilina o kanamicina de 10
a 16 horas a 37°C. Las colonias transformantes que crecieron en el medio selectivo
se analizaron por PCR de coloniay las positivas se sembraron en medio de seleccién
liquido para la extraccion posterior del ADN plasmidico. Los vectores recombinantes

se analizaron por restriccion enziméatica y secuenciacion.

5.4.2 Generacion y Seleccion de Transformantes de E. coli

Para generar transformantes de N. crassa se utilizaron conidios de la cepa de N.
crassa FGSC 9717 y N. crassa FGSC 9718, las cuales son deficientes en la
integracion no homoéloga de ADN exogeno (Ninomiya et al., 2004). Las
transformaciones se realizaron por electroporacion utilizando un electroporador
Gene Pulser Xcell (Biorad®) usando el siguiente protocolo: 600 Ohms, 25 yFDy 1.5
kV, para obtener un tiempo constante entre 12 y 14 milisegundos. Las
transformaciones con vectores recombinantes linearizados (~ 1 nug) se realizaron en
conidios (2.5 x 10° cel/ml) de la cepa de N. crassa FGSC 9717, mientras que las
transformaciones con los fragmentos recombinantes generados por PCR (0.5 nug
cada uno) se realizaron en conidios (2.5 x 10° cel/ml) de la cepa de N. crassa FGSC
9718. Inmediatamente después de la electroporacién los conidios se incubaron por
2 a 3 horas con 1 mL de MMV a 30° C con agitacion lenta. Los conidios se
precipitaron por centrifugacion a una velocidad de 2500 rpm por 2 min y se
sembraron en medio FGS (Fructosa-Glucosa-Sorbosa), aproximadamente ~ 100 ul
de la solucion con conidios por placa. Entre 20 y 30 colonias prototrofas para la
histidina o resistentes a higromicina fueron transferidas a tubos de borosilicato con
1.5ml de MMV 6 MMV mas higromicina B (200 pg/ml). Para la seleccion de
transformantes de N. crassa, las hifas en crecimiento fueron observadas por
microscopia de fluorescencia. Para la obtencibn de cepas transformantes
homocariontes conidios con el tipo de apareamiento mat a se sembraron sobre

micelio mat A crecido en MSC.
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5.4.3 Generacién y Selecciéon de Transformantes de E. coli

Las transformaciones de la cepa de S. cerevisiae FY834 auxétrofa para el uracilo,
histidina leucina, lisina y triptéfano se realizaron por choque térmico (Colot et al.,
2006). Para la obtencién de células competentes de levadura se preparé un pre-
cultivo de la cepa FY834 inoculando una colonia de FY834 en 50 ml de YPD (A) at
30° C a 110 rpm por 12-16 horas, hasta alcanzar una ODsoo (densidad optica a 600
nm) de 0.125-0.2. Se inoculé 3 ml del pre-cultivo en 200 ml de YPD (A) utilizando las
mismas condiciones utilizadas anteriormente por 3-4 horas hasta alcanzar una ODeoo
de 0.4-0.6. Inmediatamente después todo el cultivo se centrifugd en tubos de 50 ml
a 2500 rpm por 5 minutos, para luego lavarlo con 20 ml de agua de-ionizada estéril.
Después de centrifugar las células éstas se re-suspendieron en 1 ml de LiAc (Acetato
de Litio, 100 mM) y se transfirieron a tubos de 1.5 ml para centrifugarlos a 10000 rpm
por 10 segundos. Inmediatamente después, las células se re-suspendieron con 600
ul de LiAc [100 mM]. Para cada transformacion se utilizé 1 ul del vector pRS426
digerido con EcoRI / Xhol, 2 ul de cada uno de los fragmentos de ADN a fusionar:
5fr-fks-1, hph, 3fr-fks-1, y 326 ul de la solucion de transformacion (ST). La ST se
prepard mezclando: 240 ul de PEG3350 [50%], 36 ul de LiAc [1 M], 50 ul de ADN de
hebra sencilla de esperma de arenque desnaturalizado. La ST y los fragmentos de
ADN se mezclaron previamente con agitador de vortice antes de afiadir 25 ul de
células competentes. La suspension de células se mezcl6 por inversiéon y se incubd
por 30 minutos en hielo, para luego realizar el choque térmico a 42° C por 20 minutos.
Después del choque térmico las células se centrifugaron a 2000 rpm por 1 minuto, y
el precipitado se resuspendio con 200 ul de agua estéril. La suspension de células
transformadas se sembro6 con perlas de vidrio en placas con medio SD-URA a 30° C
por 2-3 dias. Para obtener el vector pRS426 con el casete 5fr-fks-1::hph::3fr-fks-1 de
las células protétrofas a uracilo se realizd la extraccion de ADN plasmidico de las
células de levadura transformadas; El producto obtenido se utilizé directamente para
transformar en E. coli DH5a, y purificar el vector de delecion. El protocolo de

extraccién de ADN plasmidico de las células de levadura se describe en los Anexos.
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5.5 Analisis Microscoépicos y Procesamiento de Imagenes
5.5.1 Analisis Microscopicos

5.5.2 Microscopia Confocal

Los analisis por microscopia de fluorescencia se realizaron en tres equipos
diferentes: 1) El microscopio confocal invertido Zeiss LSM-510 Meta con el laser ion
argon/2 para observar GFP (excitacion a 488 nm; emision 500-550 nm); Para
visualizacion simultanea de GFP con mCherry se utilizaron los laseres de i6bn argon/2
y He/Ne-2 (mCherry: excitacion 543-561nm; emisién, 575-615 nm). Para las
observaciones confocales se utilizaron los objetivos de inmersién en aceite 100x Ph3
Plan (NA, 1.3) 6 63x LCI Plan Neofluar Imm Korr DIC (NA, 1.3). Se utiliz6 el software
LSM 510 (version 3.2, Carl Zeiss®) para capturar imagenes y para evaluarlas se
utilizé el LSM 510 Image Examiner (version 4.2, Carl Zeiss®). 2) El microscopio
confocal invertido Olympus Fluoview TM FV1000 con el laser para visualizar GFP
(excitacion, 488 nm; emisién, 505-525 nm) y el laser de estado sélido Diode Pump
Solid State (DPSS, Melles Griot, Carlsbad, CA) para visualizar mCherry, RFP 6
tDIMER-2 (excitacion, 543 nm; emision, 560-660 nm). Todas las observaciones con
este equipo confocal se realizaron con el objetivo de inmersién en aceite 60x Plan
Apo N (Olympus) (NA, 1.42). Las imagenes confocal fueron capturadas y
examinadas con el software FV10-ASW (version 4.0.2.9, Olympus). 3) El
microscopio confocal Leica DM5000 confocal con laser de argén para observar GFP
(excitacion, 488 nm; emision, 497-536 nm) y un laser DPSS para observar mCherry
0 tDIMER-2 (excitacion, 561 nm; emision, 568-646 nm) de manera individual o en
forma simultdnea con otras moléculas fluorescentes. Las observaciones en este
equipo se realizaron con el objetivo de inmersion en aceite 63x HCX PL APO lambda
blue (NA, 1.4). Para la captura de las imagenes se utiliz el software LAS AF (version:
2.6.3, Leica).

5.5.2.1 Microscopia de Reflexion Total Interna de la Fluorescencia

Para analizar la dinamica de estructuras etiquetadas con moléculas fluorescentes se

utilizé la microscopia de reflexion total interna de la fluorescencia [total internal
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reflection fluorescence microscopy, TIRFM, por sus siglas en inglés]. Las
observaciones se realizaron en un microscopio invertido TIRFM Olympus IX-81 con
un objetivo 60x (NA, 1.49) Apo-N TIRF y laseres DPSS: 488 nm y 561 nm (Melles
Griot, Carlsbad, CA). Las imagenes fueron capturadas con una Cémara Digital
Hamamatsu C11440 Orca-Flash 2.8 (Hamamatsu Photonics K.K., Japan) en un
rango de 2 a 3 minutos de duracion y una resolucion de cada cuadro de imagen de
960 x 720 pixeles. Para el control de la cAmara y la captura de imagenes se utilizé el
software Dimensions cell Sens (version 1.9; Olympus Corporation).

5.5.2.2 Ensayos FRAP del Spitzenk&rper

Para determinar la dinamica de las vesiculas en el Spitzenkdrper se realizaron
ensayos de recuperacion y de pérdida de la fluorescencia después del
fotoblanqueamiento  [Fluorescence Recovery After Photobleaching and
Fluorescence Loss in Photobleaching, FRAP y FLIP, por sus siglas en inglés,
respectivamente]. Para los ensayos de FRAP el Spitzenkdrper de las hifas en
crecimiento fue fotoblanqueado con el laser de argdn de 488 nm o con el laser DPSS
de 543 nm a una intensidad de ~50% por 5 segundos, y la recuperacion de la
fluorescencia fue capturada en imagenes a intervalos de tiempo de 0.61 a 3.39
segundos a una intensidad de irradiacion del laser de 2.5 a 5%. La intensidad de la
sefal fluorescente fue analizada con el software Image J (versién 1.48u; Maryland,
USA). Las series de tiempo de las imagenes fueron convertidas a escala de grises
(8 bit) y se determind la intensidad promedio de la fluorescencia en pixeles del area
correspondiente al Spitzenkorper. Los valores de intensidad fueron normalizados
considerando el valor de intensidad mas alto después del fotoblanqueado como el
100%. El rango de tiempo analizado fue de 70 a 200 segundos, tiempo en el cual los
valores mas altos de la intensidad de la fluorescencia se mantenian en un bajo rango
de variacién. Se calculé el tiempo medio de la recuperacion de la fluorescencia (ti2),
definido como el tiempo necesario para recuperar el 50% de la intensidad del nivel

maximo de la fluorescencia.
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5.5.2.3 Ensayos FLIP del Spitzenkérper

Para los ensayos de FLIP se realizo el fotoblanqueamiento en zonas subapicales de
hifas en crecimiento, en un area de ~ 80 um?y a una distancia de 10 a 20 um respecto
de los &pices. Las condiciones de fotoblanqueamiento fueron similares a las
utilizadas para los ensayos FRAP. La intensidad de la sefial fluorescente del
Spitzenkdrper fue capturada a intervalos de tiempo de 0.4 a 1.50 segundos, a una
intensidad de irradiacion del laser de 2.5 a 5%. Para determinar la pérdida de la
intensidad de la fluorescencia en el Spitzenkdrper, las imagenes fueron procesadas
de manera similar que en los andlisis de los ensayos FRAP. Los valores de
intensidad de la fluorescencia se normalizaron tomando como 100% el valor méximo

la intensidad del Spitzenkdrper inmediatamente después del fotoblanqueado.

5.5.2.4 Ensayos con Sondas Fluorescentes e Inhibidores

El marcador lipofilico FM4-64 (N-(3-triethyl- ammoniumpropyl)-4-(p-diethyl-
aminophenyl-hexatrienyl) pyridinium dibromide, Invitrogen®) se utiliz6 a una
concentracion final de 10 a 25 yM con MMV liquido. La solucion stock de Brefeldina
A (BFA, 20 mg/ml) se preparé con DMSO [100 %], y la solucién de trabajo se prepard
a una concentracion final de 10 a 200 ug/ml con MMV. La solucion stock de Benomilo
(methyl 1-(butylcarbamoyl)-2-benzimidazolecarbamate, Sigma) se prepar6 a una
concentracion de 500 ug/ml con etanol absoluto y la solucién de trabajé a una
concentracion de 10 ug/ml diluida en MMV. El inhibidor de actina Latrunculina A (Lat
A, Sigma) se prepard en DMSO [100 %] y se utilizé en las hifas a una concentracion
5 pg/ml con MMV. La Rapamicina (Cat # TIrl-rap, 5 mg, FW 914.17, 10mM en
DMSO, InvivoGen) se us6 a una concentracion final de 0.5 ug/ml diluida con MMV.
El tratamiento de las hifas, para las observaciones bajo el microscopio, con cualquier
inhibidor o sonda fluorescente se realizé afadiendo un volumen de 5 a 10 ul de

solucion de trabajo.

5.5.3 Procesamiento de Imagenes

Para la captura de imagenes y obtencion de series de tiempo de hifas in vivo se

utilizé la técnica de bloque invertido invertido (Hickey et al., 2005). Todas las
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imagenes obtenidas por microscopia fueron procesadas con el software Adobe
Photoshop CS5 (version 15.0). Los ensayos de colocalizacién de proteinas in vivo
se obtuvieron de cepas heterocariontes crecidas en MMV soélido a una temperatura
de 28-30° C. Las cepas heterocariontes de N. crassa se obtuvieron por la fusion
vegetativa de hifas a partir de la mezcla de conidios de dos cepas con el mismo tipo
de apareamiento. Para el analisis cuantitativo de los experimentos de co-localizacion
se calcul6 el Cociente de Correlacion de la Intensidad (Intensity Correlation Analysis,
ICQ, por sus siglas en inglés) en secciones de hifas con una longitud ~60 uym. Previo
a la determinacion del ICQ las imagenes de ambos canales se convirtieron a escala
de grises y el umbral de intensidad de la fluorescencia fue ajustado y normalizado.
Los valores de ICQ para cada muestra se obtuvieron utilizando el software ImageJ
(version 1.48u; Maryland, USA). Para el analisis de los valores promedio de ICQ se
utilizé el test estadistico t-Student con una significancia del 0.05. Para la generacion
de quimografias y la deteccién automatica del rastro de vesiculas a partir de
imagenes obtenidas por TIRFM se utilizé el software Kymomaker (Chiba et al., 2014).
Los promedios de los ti2 obtenido de los andlisis por FRAP se analizaron mediante
Andlisis de Varianza de Una Via (ANOVA) y la prueba post-hoc de Tukey HSD con
el software de analisis de datos STATISTICA (version 8.0, StatSoft, Inc.).

5.6 Centrifugacién de Gradientes de Sacarosa,
Inmunoprecipitacion de proteinas y Western blots

5.6.1 Centrifugacién de Gradientes de Sacarosa

Para el aislamiento de vesiculas de las cepas transformantes de N. crassa en estudio
se realizaron centrifugaciones de extractos celulares en gradientes de sacarosa.
Para obtener micelio se sembro6 conidios en 400 mL de MCV a una concentracion
final de 1x108 cel/ml. Los cultivos se incubaron a 30° C y 200 rpm por 16-20 horas.
Los micelios obtenidos se lavaron dos veces con agua fria estéril y una vez con
solucion amortiguadora de fosfatos [SAF, 33mM, pH 8.2]. La homogenizacion de
éstos se realiz6 mezclando ~10 g de micelio, 20 g de perlas de vidrio (0.5 mm,
Biospec) y 10 ml de SAF con inhibidor de proteasas [1x] en un homogeneizador

Braun enfriado con una linea de COz. El extracto celular con perlas se transfirié a un
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tubo de 50 ml y se centrifugd a 1500 x g por 10 minutos a 4° C. El sobrenadante (~
5 ml) se transfirio sobre un gradiente lineal de sacarosa [35 ml, 10-65 %, el hacedor
de gradientes es CBS Scientific GM-40] en un tubo para ultracentrifugacion (Quick
seal Tube, Beckman, 344326). Las condiciones de centrifugacion para todos los
aislamientos de vesiculas fue de: 50,000 rpm, 4° C por 4 horas en un rotor Beckman
70Ti y una ultracentrifuga Beckman Modelo L8M. Los gradientes se fraccionaron
desde la parte inferior del tubo con sacarosa al 70 % en un fraccionador de
gradientes de densidad (ISCO Modelo 185). Se generaron de cada gradiente 20
fracciones de 2 ml cada una. La densidad de cada fraccion se calculo con el indice
de refraccion medido en un refractometro Abbe (Carl Zeiss). Para el analisis por
Western blot (WB) se tomaron 100 pl de cada fraccion, se diluyeron con 100 pl de
amortiguador Laemmli [4x] y se hirvieron a 95° C por 5 minutos. Finalmente las

muestras se enfriaron inmediatamente en hielo y se conservaron a -20° C.

5.6.2 Inmunoprecipitacion de Proteinas

Para la purificacién de proteinas de extractos celulares de N. crassa se realizaron
ensayos de inmunoprecipitacion (IP) utilizando anticuerpos acoplados a perlas de
agarosa (GFP-TRAP®, Chromotek). Para la obtencién de micelio de N. crassa se
inocul6 una suspension de conidios frescos en MMV liquido (~150 ml) y se incubaron
a 37° C, 110 rpm por 16 horas. El micelio se cosechd por filtracion y se pulverizé con
nitrégeno liquido y se almacen6é a -80° C antes de homogenizarlo. Para la
homogenizacién del micelio pulverizado (-5 ml) se utilizd6 20 ml de solucion
amortiguadora de lisis con inhibidor de proteasas. La solucion con micelio se mezclo
con agitacion fuerte y se centrifugd en dos etapas. En la primera se utiliz6 una
velocidad de 4500 rpm por 25 minutos, y en la segunda se centrifugd 4 ml del
sobrenadante en dos tubos de 2 ml a 16000 rpm por 1 hora. Las perlas con los
anticuerpos (3-5 ul) se equilibraron con 1 ml de solucién amortiguadora de lisis y se
precipitaron a 3000 rpm por 1 minuto a 4° C. Las perlas se incubaron con el
sobrenadante del extracto de la segunda centrifugacion en dispositivo rotatorio
(360°) por ~2 horas a 4° C. Inmediatamente después se cosecharon las perlas
centrifugando a 3000 rpm por 1 minuto a 4° C, y se lavaron con 1 ml de solucién de

amortiguadora de lisis. El sobrenadante se desechd y las perlas se hirvieron con 40
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ul de solucion amortiguadora Laemmli [3X] a 98° C por 10 minutos, antes de proceder
a realizar el Western blot. La solucién amortiguadora de lisis se describe en los

Anexos.

5.6.3 Analisis de expresién con distintos promotores

Para el analisis de la expresion de GFP-YPT-1 se utilizaron conidios frescos de las
cepas SMRP300 y SMRP349, las cuales expresan la construccién bajo el control de
los promotores Pccg-1 y Pypt-1, respectivamente. Los conidios de las cepas en
estudio se inocularon en 200 mL de MMV y se incubaron a 30°C por ~20 h a 150rpm.
El micelio obtenido se filtr6 y se lavd dos veces con agua fria estéril y
subsecuentemente se pulverizé con nitrégeno liquido antes de almacenarlo a -80°C.
Para la obtencion de extractos celulares se utilizé de 5 a 8 ml de micelio pulverizado
el cual se mezclé con 25 ml de solucién amortiguadora de lisis e inhibidor de
proteasas. EI homogenizado se centrifugd a 2,850 x g (Rmax) por 25 min a 4°C y el
sobrenadante se centrifugd a 19,000 x g por 1 h a 4°C. Doscientos microlitros del
sobrenadante de cada muestra se mezclaron con 200 pl de solucién amortiguadora
Laemmli (4X), y se hirvieron por 5 min y almacenaron a -20°C previo al analisis por

Western blot.

5.6.4 Western blots

Para los andlisis por Western blot se realizaron electroforesis en geles de
poliacrilamida con SDS (SDS-PolyAcrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE, por
sus siglas en inglés), utilizando el equipo para electroforesis vertical Mini-PROTEAN
Tetra (BioRad). Los geles (1 mm) se prepararon a una concentracion de 8-13.5% de
poliacrilamida en placas de vidrio. Las soluciones amortiguadoras para preparar los
geles de poliacrilamida y para realizar el corrimiento se describen en los Anexos. Por
cada fraccion obtenida de los gradientes de densidad se analizaron 30 pl. Para la
determinacién de la expresién de GFP-YPT-1 con los distintos promotores (Pccg-1y
Pypt-1) los analisis se hicieron por triplicado. Para cada una de las muestras se midi6
la concentracion total de proteinas equivalente a BSA y se cargo 40 ug de proteina
total equivalente a BSA. Las condiciones para el corrimiento fueron de 100 V por 15-

20 minutos seguido de 200 V por 40-45 minutos. Las proteinas del gel se transfirieron
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a membranas de nitrocelulosa (PALL Life Sciences, Biotrace ® NT) 6 membrana de
PVDF (Millipore) mediante transferencia liquida a 60 V por 1-2 horas, utilizando 2
capas externas de papel filtro para cromatografia (3MM CHR, Whatman™) y solucion
para transferencia de proteinas [1 X]. Las transferencias se realizaron a baja
temperatura con el equipo Mini Trans-Blot ® Cell (BioRad). Inmediantamente
después de la transferencia las membranas de nitrocelulosa fueron tefiidas con Rojo
Ponceau [0.1 %] por 5-10 minutos para confirmar la transferencia de proteinas a la
membrana, seguido de un lavado con agua deionizada no estéril para proceder a la
inmuno-deteccion. Después del lavado de las membranas se bloquearon con una
solucion de TBS-T [1 X]-5% leche deshidratada por 1 hora a temperatura ambiente.
La inmunodeteccion con el primer anticuerpo: anti-GFP (mouse anti-GFP, SC-9996;
Santa Cruz Biotechnology), anti-Cherry (rabbit anti-Cherry, GTX59788, GeneTex) 0
control de carga anti-Actina [mouse anti-B-actina, 20272; Abcam] se realiz6 a una
concentracion de 1:1000 6 0.5 ug/ml. El periodo de incubacién se realiz6 con
agitacion lenta por 1 hora a temperatura ambiente por 16 horas a 4° C. Después de
los lavados con TBS-T [1 X] por 30 minutos las membranas se revelaron con
anticuerpo anti-raton conjugado a HRP [1:3,000, 04719930001; Roche,] 6 anti-
conejo-HRP [1:25,000, A0545, Sigma] utilizando el ensayo quimioluminiscente del
kit Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo scientific, 32106). Para la
deteccién se utilizaron placas autoradiograficas (HyBlot CL, Denville Scientific Inc.)

y soluciones de fijacion y revelacién (Kodak GBX, 1901859).

5.7 Ensayo de Determinacion de Azucares Reductores

Para determinar la actividad enzimatica de las fracciones generadas de los
gradientes de densidad de la cepa de N. crassa INV-1-GFP, se realizaron ensayos
de determinacién de azucares reductores. La determinacién de la curva estandar se
determind en funcion de los valores promedios de absorbancia (575 nm) generada
en presencia del reactivo DNS [1 %] y las distintas concentraciones [0-4 mM] del
azucar reducido (glucosa). Las soluciones con glucosa de concentracion conocida
se prepararon con agua deionizada estéril y se mezclaron con el reactivo DNS [1 %]
en una proporcion de 1:1. Las soluciones de reaccion se calentaron a 95° C por 5

minutos y luego se enfriaron por 2 minutos para proceder a estabilizar las reacciones
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con 500 pl de Tartrato de Sodio y Potasio [40 %]. Inmediatamente después se midio
la absorbancia a 575 nm usando como blanco el tubo con solucion de reaccion sin
glucosa. Para determinar la actividad enzimatica de las fracciones éstas se
descongelaron en hielo y se diluyeron en una solucién amortiguadora de acetato de
sodio [0.1 M, pH 5.0] en una relacion 1:10. La reaccién enzimatica para cada fraccion
se realiz6 mezclando: 100 ul de la dilucién, 900 ul de agua deionizada estéril y 500
ul de solucién amortiguadora de acetato de sodio [0.1 M, pH 5.0], estabilizando por
3 minutos a 30° C. A cada muestra se le afiadio 1000 ul de sacarosa [30 %] y se
incubd a 30° C por 5 minutos, para luego parar la reaccion con el reactivo DNS [1
%]. Inmediatamente después se incubaron los tubos en agua hirviendo por 5
minutos. Los tubos se enfriaron con agua fria por 2 minutos y se les afiadié 500 pl
de Tartrato de Sodio y Potasio [40 %] para estabilizar el color de la reaccion. La
absorbancia de cada una de las muestras se midié a 575 nm y la concentracion de
azucares reductores presentes en la reaccion se estim6 en funcién de la curva
estandar obtenida inicialmente. Se realizaron ensayos de actividad de fracciones de

dos muestras independientes.
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6 Resultados

6.1 YPT-1se asociacon las microvesiculas del Spitzenkdrper

Para caracterizar la distribucion subcelular de la Rab GTPasa YPT-1 (NCU08477.7)
en N. crassa, se etiquet6 a la proteina en el extremo amino terminal con la proteina
GFP. Las imagenes de microscopia confocal a bajo aumento revelaron una
acumulacion de YPT-1 en laregion apical y subapical proximal de las hifas (Fig. 16A).
En la region apical se identifico a GFP-YPT-1 en el Spitzenkorper de todas las hifas
vegetativas en crecimiento (Fig. 16B, flecha, panel 1), mientras que en regiones
distales no se observé a GFP-YPT-1 en sitios de formaciéon de septos (Fig. 16C).
Inicialmente se analizo la expresion de GFP-YPT-1 bajo el control del promotor
reprimible por glucosa Pccg-1, anteriormente llamado grg-1 (McNally and Free,
1988). Aunque Pccg-1 ha sido ampliamente utilizado para los analisis de localizacion
de proteinas etiquetadas con proteinas fluorescentes en N. crassa, su utilizacién ha
generado controversia ya que algunos autores consideran que este promotor genera
niveles muy altos de expresion, clasificAndolo como un promotor fuerte. Como
consecuencia se ha especulado que la expresion regulada por este promotor genera
artefactos. Para descartar que la distribucion subcelular de GFP-YPT-1 bajo control
del promotor ccg-1 pudiera deberse a un efecto del promotor, se expresé GFP-YPT-
1 bajo el control del promotor propio del gen ypt-1, Pypt-1. No se encontraron
diferencias en la distribucién subcelular de GFP-YPT-1 expresado bajo el control del
promotor ccg-1 o el promotor propio (Fig. 16B, panel 2). Para confirmar que GFP-
YPT-1 se estuviera expresando a niveles similares con ambos promotores se
determind por Western blot la concentracién del constructo expresado bajo control
del promotor Pccg-1 (en presencia de sacarosa en el medio) y bajo control del
promotor Pypt-1. No se observaron diferencias en los niveles de expresion de GFP-
YPT-1 bajo el control de ambos promotores (Fig. 16D). Por lo tanto, la mayoria de
los andlisis se realizaron con la cepa que expresa GFP-YPT-1 con el promotor Pccg-
1.
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Figura 16. Distribucion subcelular y andlisis de la expresién bajo el control de los promotores
Pccg-1 y Pypt-1 de la Rab GTPasa YPT-1 en hifas en crecimiento de Neurospora
crassa.

A. Elandlisis a bajo aumento por LSCM mostré la acumulacién de GFP-YPT-1 en distintas regiones
de las hifas en crecimiento tefiidas con FM4-64. GFP-YPT-1 se observd principalmente en
regiones apicales como fluorescencia dispersa en el citoplasma (cabezas de flecha) y en regiones
subapicales se detecté a YPT-1 en estructuras puntuales a lo largo de las hifas. Noétese la
acumulacion de GFP-YPT-1 en estructuras pleomorficas citoplasmaticas en la region subapical
distal de la hifa (recuadro). Barra, 20 ym.

B. Panel 1: El analisis a mayor aumento por LSCM mostré la acumulacion de GFP-YPT-1 expresada
bajo el control del promotor Pccg-1 en el niicleo (regidon microvesicular) del Spitzenkdrper (flecha),
pero ademas se observé en numerosas estructuras puntuales posiblemente cisternas de Golgi
(cabezas de flecha). Barra, 10 ym. Panel 2: El analisis por LSCM mostré la distribucién subcelular
de GFP-YPT-1 expresado bajo el control del promotor Pypt-1, mostrando un patron de
localizacion similar al de las hifas que regulan la expresion de GFP-YPT-1 con el promotor
reprimible por glucosa Pccg-1 (McNally and Free, 1988). Barra, 5 ym.

C. Los andlisis de series de tiempo por LSCM de hifas tefiidas con FM4-64 mostraron la ausencia
de GFP-YPT-1 en septos en formacion. Barra, 5 um.

D. Western blot de extractos celulares (carga de 40 ug/ml de proteina total equivalente a BSA),
inmuno-detectado con anti-GFP, de las cepas que expresan GFP-YPT-1 bajo el control de los
promotores Pccg-1 y Pypt-1 (n= 3). En el panel inferior se muestra el control de carga inmuno-
detectado con anti-B-actina.
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Para analizar a detalle la distribucion de YPT-1 en el Spitzenkérper se utilizé el
marcador lipofilico FM4-64, el cual se ha utilizado ampliamente para el marcaje de
estructuras membranosas y el Spitzenkorper (Fischer-Parton et al., 2000; Hickey et
al., 2002). Se observo que la tincion con FM4-64 se limit6 a la regidbn macrovesicular
del Spitzenkoérper, circundando la region de distribuciéon de GFP-YPT-1 (Fig. 17A,
panel 1). En estudios anteriores se determin6 que en N. crassa las enzimas
encargadas de la biosintesis de quitina se encuentran en los quitosomas, los cuales
se distribuyen en la region microvesicular del Spitzenkorper (Riquelme et al., 2007,
Fajardo-Somera, 2013; Sanchez-Leon et al., 2011). Para determinar si YPT-1 podria
estar asociado con la poblacién de quitosomas se analizo el patron de distribucidon
de GFP-YPT-1 y CHS-1-GFP en el Spitzenkorper de una cepa heterocarionte que
expresaba ambas proteinas recombinantes. Ambas proteinas co-localizaron en el
nucleo del Spitzenkdrper (Fig. 17A, panel 2). En estudios previos también se
identifico a GS-1, proteina relacionada a la sintesis de -(1,3) glucanos en N. crassa,
confinada a la regibn mas externa del Spitzenkorper (Verdin et al., 2009), la cual
coincide con la distribucion de macrovesiculas observadas por microscopia
electronica de transmision (Grove and Bracker, 1970; Howard, 1981). Para confirmar
la exclusion de YPT-1 de la region macrovesicular se analizo la localizacion de GS-
1-GFP y mChFP-YPT-1 en una cepa heterocarionte que expresaba ambas
construcciones. Se observé claramente que tanto GS-1-GFP como mChFP-YPT-1
ocupaban distintos estratos del Spitzenkérper (Fig. 17A, panel 3). El analisis por
Western blot de las fracciones obtenidas por gradientes de densidad (10-65%)
mostraron la presencia de GFP-YPT-1 (banda de 50 kDa) en todas las fracciones,
aunque las mas altas concentraciones se encontraron en las fracciones 10 a 12, las

cuales tenian un rango de densidad de 1.119 a 1.138 g/ml (Fig. 17B).
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Figura 17. Asociacion de la Rab GTPasa YPT-1 con una sub-poblacién de vesiculas del
Spitzenkdrper en hifas en crecimiento de Neurospora crassa.

A. Panel 1: El marcaje con FM4-64 confirmé la distribuciéon de GFP-YPT-1 confinada al ntcleo del
Spitzenkoper. Panel 2: La co-expresiéon de mChFP-YPT-1 y la CHS-1-GFP, quitina sintasa
etiquetada con GFP previamente identificada en la region microvesicular del Spitzenkorper
(Sanchez-Leodn et al., 2011), mostrd una co-localizacion conspicua de YPT-1y CHS-1 en el nucleo
del Spitzenkorper. Panel 3: La co-expresion de mChFP-YPT-1 y la GS-1-GFP, proteina
relacionada a la sintesis de beta glucano etiquetada con GFP y que previamente se identificé en
la regién macrovesicular del Spitzenkdrper (Verdin et al., 2009), no mostré una co-localizacién de
YPT-1 con la regién macrovesicular (o externa) del Spitzenkdrper. Barras, 2 um.

B. Homogenizados libres de células (sobrenadantes de 1,000 x g) de la cepa de N. crassa que
expresa GFP-YPT-1 fueron fraccionados por ultracentrifugacién en gradientes lineales de
sacarosa (10-65%) a 184,000 x g por 4 h. Se identificaron bandas de 50 kDa por Western blot,
utilizando el anticuerpo anti-GFP, correspondientes a GFP-YPT-1 en las fracciones 2 a la 19 con
las bandas de intensidad mas alta en las fracciones 8 a 12 (panel inferior). Las ordenadas
muestran, para cada fraccion, el promedio de dos valores normalizados de los andlisis de Western
blot (linea continua) y el valor promedio de densidad de sacarosa (linea punteada) de dos
experimentos independientes. F: Fraccion.

6.2 YPT-31Y SEC-4 se asocian alaregiéon macrovesicular del
Spitzenkdrper

En S. cerevisiae las Rab GTPasas Ypt31/32p se asocian a Golgi tardio y a las
vesiculas post-Golgi, donde participan en el reclutamiento de Sec2p, regulador GEF
de Sec4p (Jedd et al., 1997; Benli et al., 1996; Ortiz et al., 2002). Sec4p participa rio
abajo de Ypt31/32p en los ultimos pasos del trafico de vesiculas exociticas (Goud et
al., 1988; Salminen and Novick, 1987). En un estudio previo se identificaron las Rab
GTPasas de N. crassa YPT-31 (NCUO01523.5) y SEC-4 (NCU06404.5) como
homologas putativas de las Rabs post-Golgi de S. cerevisiae Ypt31p/32p y Sec4p,
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respectivamente (Borkovich et al., 2004). Los analisis BLAST de las Rabs putativas
de N. crassa YPT-31y SEC-4, mostraron un alto grado de identidad (62-87%) a nivel
de aminoacidos en relacion a los ort6logos correspondientes en otros hongos y en
humano (Tabla 5, Fig. 18A y B).

Tabla 5. Analisis comparativo de las Rab GTPasas SEC-4 y YPT-31 de N. crassa con los
homdlogos mas cercanos en algunas especies fungicas y en el hombre.

Organismo Proteina No. Acceso* Descripcion ‘ ID ‘ SIM | E. value

SEC-4
GTP-binding protein o o )

Magnaporthe oryzae Ypt2 XP_003712007.1 ypt2 [M. oryzae 70-15] 87% 90% 9.00E-126
hypothetical protein

Aspergillus nidulans RabD XP_664578.1 AN6974.2 [A. nidulans 83% 90% 1.00E-120
FGSC A4]

Schizosaccharomyces Ypt2 NP_594580.1 GTPase Ypt2 [S. 73% 86% 4.00E-104

pombe pombe 972h-]

Homo sapiens Rab8sA NP 0053612 | rastrelated protein Rab- | qa0, | 7800 | 1 goE-89
8A [H. sapiens]
likely rab family GTP-

Candida albicans Sec4 XP_718333.1 binding protein [C. 62% 76% 2.00E-85
albicans SC5314]

Saccharomyces Secdp NP 116650.1 | SSC4P[S. cerevisiae 65% | 83% | 6.00E-79

cerevisiae S288c]

YPT-31
Ras-like protein Rab- o o

Magnaporthe oryzae Rab11A XP_003717859.1 11A [M. oryzae 70-15] 83% 87% 4.00E-124
hypothetical protein

Aspergillus nidulans RabE XP_657951.1 AN0347.2 [A. nidulans 72% 78% 7.00E-114
FGSC A4]
ras-related protein Rab-

Homo sapiens Rab11A NP_004654.1 11A isoform 1 [H. 75% 83% 2.00E-110
sapiens]

Schizosaccharomyces Ypt3 NP_503667.1 GTPase Ypt3 [S. 70% 84% 7 00E-104

pombe pombe 972h-]

Saccha_romyces Ypt3lp NP_010948.1 Ypt31p [S. cerevisiae 64% 79% 8.00E-95

cerevisiae S288c]

Saccharomyces Ypt32p [S. cerevisiae o o )

cerevisiae Ypt32p NP_011305.1 $288¢] 62% | 78% 1.00E-90
likely rab family GTP-

Candida albicans Ypt31l XP_710395.1 binding protein [C. 64% 80% 5.00E-90
albicans SC5314]

*Busqueda BLAST usando la secuencia de aminoacidos de SEC-4 (XP_962242.1) y YPT-31 (XP_956972.2) de

N. crassa como templado. ID y SIM: Identidad entre aminoacidos. SIM: Similitud entre aminoacidos.
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A
SEC-4 RabSF1 Gl RabSF2 G2 lek]
—
N. crassa SEC-4 —————————- MSSNRNYDFLIKLLLIGDSGVGKSCCLLRFSEDSFTPSFITTIGIDFKIRT IELDGKRVKLQIWDT
M. oryzae sec4 ——————————-— MANRNYDVLIKLLLIGDSGVGKSCCLLRFSEDSFTPSFITIIIGIDFKIRT IELDGKRVKLQIWDT
A. nidulans RabD —-—————————— MAGTRNYDFLIKLLLI|GDSGVGKSCCLLRFSEDSFTPSFITIIIGIDFKIRTIELDGKRVKLQIWDT
S. pombe Ypt2 -—-—-—————- MSTKSYDYLIKLLLIGDSGVGKSCLLLRFSEDSFTPSFITIIIGIDFKIRTIELDGKRIKLQIWDT
H. sapiens Rab8A ---—--—-———-~ MAKTYDYLFKLLLIGDSGVGKTCVLFRFSEDAFNSTFISTIIGIDFKIRTIELDGKRIKLOQIWDT
C. albicans Sec4 ----—— MSGKGTSSRAYDMIMKLLLVGDSGVGKSCLLLRFVEDKENPSFITIIIGIDFKIRTIESKGKRIKLOVWDT
S. cerevisiae Sec4p MSGLRTVSASSGNGKSYDSIMKILLIGDSGVGKSCLLVRFVEDKENPSFITHIGIDFKIKTVDINGKKVKLQLWDT
Switch Region I
@3 RabSF3 G4
N. crassa SEC-4 ERFRTITTAYYRGAMGILLVYDVTDERSFNNIRTWFANVEQHATEGVNKILIG EEKRAVSKEQGQALA
M. oryzae sec4 ERFRTITTAYYRGAMGILLVYDVTDERSFNNIRTWFANVEQHASEGVNKILIG EEKRAVSTEQGQALA
A. nidulans RabD ERFRTITTAYYRGAMGILLVYDVTDERSFOQNIRTWFSNVEQHASEGVHKILIG EEKRAVTTEQGQQLA
S. pombe Ypt2 ERFRTITTAYYRGAMGILLLYDVTDEKKSFDNVRTWFSNVEQHASENVYKILIG EDQRQVSFEQGQALA
H. sapiens Rabh8A ERFRTITTAYYRGAMGIMLVYDITNEKSFDNIRNWIRNIEEHASADVEKMILG NDKRQVSKERGEKLA
C. albicans Sec4 ERFRTITTAYYRGAMGIVLIYDVTDSRSFENVENWFQTVTQHANEDAQIFLVG EVNRQVSKEQGQOELA
S. cerevisiae Secdp ERFRTITTAYYRGAMGIILVYDVTDERTFTNIKQWFKTVNEHANDEAQLLLVG E-TRVVTADQGEALA

Switch Region II

N. crassa SEC-4
M. oryzae sec4

A. nidulans RabD
S. pombe Ypt2

H. sapiens Rab8A
C. albicans Sec4

S. cerevisiae Secdp

LDYGIKFMET|SAK]
AKLNVPFLEASAK
KELGIPFIESSAK

RabSF4

ANINIEEAFFSLANDIKKRIIDTSGKEASGGSSGVNVSDNSGSG---SGGKCC-
GNINIDKAFYSLASDIKKRTIDTQKDFQNPGSVNVNAGAQGNSAGG-MGGKCC—
INNINIEKAFYNLASDIK-KGMDSSKPEQTG-SQGVSIDNQASGLSGNAGGKCC-
TNVNVDEAFFTLAREIKKQKIDAENEFSN---QANNVDLGNDR----TVKRCC-
ANINVENAFFTLARDIKAK-MDKKLEGNSPQGSNQGVKITPDQQKRSSFFRCVL
ISNENVDSIFYELASIIQEKHVEENIGGVGGASGAGGIDVSQNNSG--AKNNCC-
INDDNVNEIFFTLAKLIQEK-IDSNKLVGVGNGKEGNISINSGSGNS-SKSNCC-



B
YPT-31

N. crassa YPT-31
M. oryzae Rab11A
A. nidulans RabE

H. sapiens Rab11A
S. pombe Ypt3

S. cerevisiae Ypt31p
S. cerevisiae Ypt32p
C. albicans Ypt31

N. crassa YPT-31
M. oryzae Rab11A
A. nidulans RabE

H. sapiens Rab11A
S. pombe Ypt3

S. cerevisiae Ypt31p
S. cerevisiae Ypt32p
C. albicans Ypt31

N. crassa YPT-31
M. oryzae Rab11A
A. nidulans RabE

H. sapiens Rab11A
S. pombe Ypt3

S. cerevisiae Ypt31p
S. cerevisiae Ypt32p
C. albicans Ypt31

N. crassa YPT-31
M. oryzae Rab11A
A. nidulans RabE

H. sapiens Rab11A
S. pombe Ypt3

S. cerevisiae Ypt31p
S. cerevisiae Ypt32p
C. albicans Ypt31
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RabSF1 Gl RabSF2 G3
--MANDEYD-===——- FLFKVVLIGDSGVGKSNLLSREFTRNEFNLDSKSTIGVEFATRSIQVDSKTIKAQIWDTAG
--MANDEYD--—=——— FLFKVVLIGDSGVGKSNLLSRFTRNEFNLDSK GVEFATRSIQVDSKTIKAQIWDTAG
—--MANDEYDVSPRPLTFLFKVVLIGDSGTGKSNLLSRFTRNEFNLDSKSTIGVEFATRSIQVDSKTIKAQIWDTAG
MGTRDDEYD-—-—-———— YLFKVVLIGDSGVGKSNLLSRFTRNEFNLESK GVEFATRSIQVDGKTIKAQIWDTAG
-MCQEDEYD--—--——— YLFKTVLIGDSGVGKSNLLMREFTRNEFNIESKSTIGVEFATRNIVLDNKKIKAQIWDTAG

--MSSEDYGYD---YDLLFKIVLI
--MSNEDYGYD---YDYLFKIVLI
MADNSDDYSYD---YEYLYKIVLI

GDSGVGKSNLLSRFTENEFNMDSK GVEFATRTLEIDGKRIKAQIWDTAG
GDSGVGKSNLLSREFTTDEFNIESK GVEFATRTIEVENKKIKAQIWDTAG

GDSGVGKSNLLSRFTRDEFNLESR GVEFATRTLEIDGKRVKAQIWDTAG
Switch Region I

RabSF3 G4

QERYRAITSAYYRGAVGALLVYDISKGVTFENVNRWLKELRDHADQNIVIMLVGNKSDLRHLRAVPTEDAKKFAEE
QERYRAITSAYYRGAVGALLVYDISKHQTYENVTRWLKELRDHADANIVIMLVGNKSDLRHLRAVPTEEAKAFASE
QERYRAITSAYYRGAVGALLVYDISKHQTYDNVNRWLKELRDHADSNIVIMLVGNKSDLRHLRAVPTEEAKQFASE
QERYRAITSAYYRGAVGALLVYDIAKHLTYENVERWLKELRDHADSNIVIMLVGNKSDLRHLRAVPTDEARAFAEK
QERYRAITSAYYRGAVGALIVYDITKQSSFDNVGRWLKELREHADSNIVIMLVGNKTDLLHLRAVSTEEAQAFAAE
QERYRAITSAYYRGAVGALIVYDISKSSSYENCNHWLSELRENADDNVAVGLIGNKSDLAHLRAVPTEESKTFAQE
QERYRAITSAYYRGAVGALIVYDISKSSSYENCNHWLTELRENADDNVAVGLIGNKSDLAHLRAVPTDEAKNFAME
QERYRAITSAYYRGAVGALIVYDIAKTESYESVSRWLKELKEHADANIIIELVGNKSDLDHLRAVPTEEAKNFAME

Switch Region II

NHLSFIET
NHLSFIET
NNLSFIET
NGLSFIET
NNLSFIET
NQLLEFTET
NOMLEFTET
NNLLETEA

G5

RabSF4
ATNVELAFQNILTE-I-YKIVSTKNFDN----—--————— GPSGSNEGHQNLS---GQSISLSQT
ASNVELAFQNILTE-I-YRIVSSKALDS
ASNVELAFONILTGIAPVGISKRRSLTAILFFVEIYRIVSSKALEGESGGASVGERRQIIDIEK
STNVEAAFQTILTEI--YRIVSQKQM--—-———-———-——— SDRRENDMSPSNNV---VPIHVPPT

ASNVEEAFQTVLTEI--FRIVSNRSLEA--—-———————— GDDGVHPTA------— GOQTLNIAPT
SENVDKAFEELINTI--YQKVSKHQMDL-—-—-—-—-—-————— GDSSANGNANGASAPNGPTISLTPT
SDNVDKAFRELIVAI--FQMVSKHQVDL--——-—-—-—————— SGSGTNNMGSNGAPKGPTISLTPA

SDNVDLSFHQLLKNI--YEMISKHQLEN----—-=-—-——-- NDSKQTNTAG--—---- GPTISLTPA

AND---PQAKSGCC-—---
TED--SARKNGKCC----
TQDT---ENKGGCC----
TEN----KPKVQCCQNI-
MNDLNKKKSSSQCC-—---
PNE-NEKKANGNNCC----
PKE-DKKKKSSNCC----
PQE---KKNKNNGWLLLR

Figura 18. Los genes sec-4 (NCU06404.7) y ypt-31 (NC01523.7) codifican para los homélogos
de las proteinas Rab8 y Rab11.

A. Alineamiento e identificacion de dominios de las Rab GTPasas de N. crassa SEC-4 (codificada
por el gen sec-4 NCU06404.7) y

B.

YPT-31 (codificada por el gen ypt-31 NCU01523.7). En ambos casos se analizan con Rab

GTPasas reportadas [y que comparten una identidad >60% (ver Tabla S2)] en hongos
filamentosos, hongos levaduriformes y del humano. Enmarcado en rojo: secuencia de residuos
correspondientes a las regiones (1 a la 5) del dominio G. Sombreadas en gris: Regiones Switch |
y Il sombreadas en grises. Barras negras superiores: regiones 1 a la 4 de la Sub-Familia Rab

(RabSF).

Con el objetivo de determinar si YPT-31 y SEC-4 estan involucradas en el trafico de

las vesiculas del Spitzenkérper, estas Rabs se etiquetaron en el extremo amino

terminal

con

las proteinas fluorescentes

tDIMER-2 y GFP o mChFP,

respectivamente. Los analisis por microscopia confocal permitieron identificar que
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tDIMER-2-YPT-31 se acumula en la region macrovesicular del Spitzenkérper (Fig.
19A, panel 1, flecha). La co-expresion de GFP-YPT-1 y tDIMER-2-YPT-31 en una
cepa heterocarionte, confirmé la localizacion de ambas Rab GTPasas en distintos
estratos del Spitzenkorper (Fig. 19B, panel 1). En el caso de las cepas que
expresaban GFP- o mChFP-SEC-4 se logro observar que SEC-4 se acumulaba en
la region macrovesicular del Spitzenkoérper (Fig. 19A, panel 2 y 3, flechas), aunque
también se detecté acumulacion de fluorescencia subapical (Fig. 19A, panel 2 y 3,
cabezas de flecha). No se detectaron diferencias en el patrén de distribucion de la
proteina cuando su expresion fue regulada bajo el promotor Pccg-1 o el promotor
propio del gen Psec-4 (Fig. 19A, panel 2 y 3). La co-expresién de GFP-SEC-4 y
tDIMER-2-YPT-31, confirmé la co-localizacién parcial de ambas Rabs en la region
macrovesicular del Spitzenkorper (Fig. 19B, panel 2). Para confirmar la presencia de
vesiculas secretoras en el Spitzenkdrper, se etiquetd la VSNARE putativa SYN-1
(NCU00566.7), homologa de vSNARES utilizadas como marcadores vesiculares en
otras especies fungicas (Lewis et al., 2000; Taheri-Talesh et al., 2008). Las proteinas
VSNARES pertenecen a la familia de proteinas synaptobrevinas y estan involucradas
en eventos de fusién vesicular durante las Ultimas etapas de la ruta secretora
(Shanks et al., 2012; Grote et al., 2000; Protopopov et al., 1993). El andlisis BLAST
revel6 un alto grado de identidad a nivel de aminoacidos (64% y 58%) con sus
homologos en A. nidulans (SynA, AN8769) y S. cerevisiae (Snc2p, NP_014972),
respectivamente. GFP-SYN-1 se observO en la regidbn macrovesicular vy
microvesicular del Spitzenkodrper (Fig. 19A, panel 4; Fig. 19B, panel 3).
Recientemente, en N. crassa se identificaron las subunidades del complejo del
Exocisto EXO-70, EXO-84 y SEC-3, asociadas a regiones periféricas del
Spitzenkorper (Riquelme et al., 2014). La co-expresion de tDIMER-2-YPT-31 y GFP-
EXO-70 (expresada bajo el control de su propio promotor) mostré una co-localizacién
parcial de ambas proteinas en la zona macrovesicular del Spitzenkdrper, aunque
EXO-70 se encontrd distribuida principalmente entre la zona entre la membrana

plasmatica y el area ocupada por YPT-31 (Fig. 19B, panel 4).
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tDIMER-2-YPT-31 YPT- 1| cFp-sec4 } Pexo-70-EXQ-70-GFP 4

mChFP-SEC-4

tDIMER-2-YPT-31

Psec-4-GFP-SEC-4

TRASLAPE

Figura 19. Distribucién subcelular de las Rab GTPasas YPT-31y SEC-4 en hifas en crecimiento
de Neurospora crassa.

A. Panel 1: El anélisis por LSCM mostro una clara acumulacion de tDIMER-2-YPT-31 en el estrato
macrovesicular del Spitzenkdrper (flecha). Panel 2 y 3: La expresion de mChFP- o GFP-SEC-4
bajo el control del promotor reprimible por glucosa Pccg-1 (McNally and Free, 1988) y el promotor
del gen nativo Psec-4, respectivamente, mostraron un patrén similar de distribucién en la region
macrovesicular del Spitzenkorper (flechas). Notese la dispersién de la sefial fluorescente en la
regién apical de las hifas (cabezas de flecha). Panel 4: El analisis por LSCM de la vSNARE SYN-
1 de N. crassa etiquetada en el C-terminal con GFP, mostré una acumulacién de la proteina en
ambos estratos del Spitzenkdrper. Barras, 5 uym.

B. Panel 1: La co-expresion de tDIMER-2-YPT-31 y GFP-YPT-1 mostré una distribucién conspicua
de ambas proteinas en distintos estratos del Spitzenkérper. Panel 2: La co-expresion de tDIMER-
2-YPT-31 y GFP-SEC-4 revel6 que ambas proteinas se distribuyen en la capa externa del
Spitzenkdrper rodeando a una regién central libre de fluorescencia; aunque se encontrd que el
patrén de distribucién de ambas Rabs (i.e. YPT-31 y SEC-4) fue distinto (panel inferior). Panel 3:
El marcaje con FM4-64 confirmé la distribucion de SYN-1-GFP en la region macrovesicular y
microvesicular del Spitzenképer. Panel 4: tDIMER-2-YPT-31 y EXO-70-GFP, expresado bajo su
propio promotor (Riquelme et al., 2014), mostraron una co-localizaciébn parcial en el
Spitzenkdrper. Barras, 2 ym.

6.2.1 Analisis de la Localizacion Subcelular de MYO-5-GFP

En N. crassa y A. nidulans, se ha demostrado que las miosinas de clase V se
localizan en los apices y septos de las hifas en crecimiento (Taheri-Talesh et al.,
2012; Echauri-Espinosa, 2013); ademas la eliminacién de esta proteina motora
provoco alteraciones en la distribucion de vesiculas secretoras en el Spitzenkdorper
(Pantazopoulou et al., 2014; Taheri-Talesh et al., 2012; Ramirez-del Villar, 2014). En
S. cerevisiae, las Rab GTPasas Ypt31/32p y Secdp interactian directamente con

Myo2p (miosina de clase V), en distintas etapas del trafico vesicular (Jin et al., 2011;
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Lipatova et al., 2008). Para determinar si existe una relacion en la distribucion y
dinAmica entre MYO-5 (NCUO01440) de N. crassa y las vesiculas secretoras
asociadas a las Rabs, se realizaron analisis de la distribucion intracelular de SEC-4
y MYO-5. Para el andlisis de MYO-5, la proteina se etiquetd con GFP en el extremo
C-terminal dejando un brazo flexible “linker” de 10 glicinas entre el dominio motor y
la etiqueta fluorescente; ademas la expresion MYO-5-GFP fue regulada bajo el
promotor propio Pmyo5. El motor molecular MYO-5 se observo principalmente en los
apices de las hifas en crecimiento en forma de kipa, extendiéndose desde la region
del Spitzenkorper hacia el domo apical proximo a la membrana plasmaética (Fig. 20
A, panel 1-3; Video S7). En la regidén posterior del domo apical, MYO-5-GFP se
detectd frecuentemente a manera de nube en la region posterior de la zona de
acumulaciéon mas alta de la fluorescencia (Fig. 20 A, panel 3, cabezas de flecha).

A B
Pmyo-5-MYO-5-GFP Pmyo-5-MYO-5-GFP

3

Pmyo-5-MYO-5-GFP

mChFP-YPT-1
4
mChFP-SEC-4

TRASLAPE

Figura 20. Distribucién apical de la Miosina de Clase V, MYO-5, en hifas en crecimiento de
Neurospora crassa.

A. Panel 1-3: El andlisis por LSCM revel6 la acumulacion apical de MYO-5-GFP, expresado bajo el
promotor nativo, con un patrén de distribucion en forma de cupula en las puntas de las hifas
(flecha) que se extendia fuera de los limites de distribucion Spitzenkdrper. Nétese el gradiente de
de fluorescencia dispersa en la region apical de las hifas (panel 3). Barra, 5 ym.

B. La co-expresién de MYO-5-GFP y mChFP-SEC-4 revel6 la co-localizacién de ambas proteinas
en la regién del Spitzenkdrper. Aunque MYO-5-GFP se observé también fuera del area del Spk,
en el domo apical de la hifa. Nétese que la sefial de fluorescencia dispersa en el citoplasma es
mas extensa para mChFP-SEC-4. Barra, 5 um
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C. La co-expresién de MYO-5-GFP y mChFP-YPT-1 mostré la ausencia de MYO-5 en las posibles
cisternas de Golgi marcadas con YPT-1 (cabezas de flecha), mientras que en los apices se mostré
la presencia de YPT-1 en la region microvesicular del Spitzenkérper y dentro del area de
distribucion de MYO-5. CF: Contraste de Fases. Barra, 5 pm.

6.2.2 Analisis de la co-expresion de MYO-5y las Rab GTPasas SEC-4y YPT-1

La co-expresion de mChFP-SEC-4 y MYO-5-GFP revel6 la localizacion de ambas
proteinas en el Spitzenkorper (Fig. 20 B), aunque el patron de distribucion no fue
similar. La distribucion de MYO-5 se detectdé acumulada en el Spitzenkdrper con
fluorescencia dispersa alrededor de esta estructura. SEC-4 se observé también en
el Spitzenkorper aunque con una sefial menos intensa; ademas se detect6 una
mayor concentracion de fluorescencia citoplasmatica a lo largo de las hifas a
diferencia de MYO-5. La co-expresion de MYO-5-GFP con la Rab GTPasa mChFP-
YPT-1 revel6 diferencias en la distribucion de ambas proteinas en el Spitzenkorper
(Fig. 20 C). YPT-1 se identifico en la region microvesicular del Spitzenkdrper mientras
gue MYO-5 se identific6 en todo el Spitzenkdrper ademas de la fluorescencia
dispersa en el domo apical. No se observo la presencia de MYO-5 en las estructuras
marcadas por YPT-1 en las zonas subapicales distales de la hifa (Fig. 20 C, cabezas
de flecha).

6.3 Analisis del Flujo de Vesiculas del Spk

6.3.1 Analisis FRAP

Aungue algunos estudios han revelado la distribucién de marcadores moleculares en
el Spitzenkdrper, existe poca informacion respecto a la dinamica y tasas de recambio
(turnover rates) de vesiculas secretoras que fluyen al y desde el Spitzenkdrper
(Jones and Sudbery, 2010; Dijksterhuis and Molenaar, 2013). Para determinar la tasa
de recambio de microvesiculas y macrovesiculas se condujo analisis FRAP mediante
el fotoblanqueamiento de la fluorescencia del Spitzenkdrper por 5 segundos.
Ninguna sefial fluorescente fue detectada en el area del Spitzenkorper
inmediatamente después del fotoblanqueamiento (Fig. 21, area circular discontinua
en tiempo 0.0 s). La recuperacion de la fluorescencia de GFP-YPT-1, FM4-64, CHS-
1-GFP, tDIMER-2-YPT-31 y GS-1-GFP ocurri6 de manera progresiva en el

Spitzenkorper (Fig. 21 A, panel 1-4), donde puntos fluorescentes aparecieron
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segundos después del fotoblanqueamiento (Fig. 21 A, flechas). Se detectdé un
incremento gradual en el tiempo de la fluorescencia por GFP-YPT-1 o CHS-1-GFP
en la zona microvesicular del Spitzenkdrper, mientras que la acumulacién de FM4-
64 ocurrio en la zona circundante al area ocupada por GFP-YPT-1 (Fig. 21 A, panel
1y 2). Larecuperacion de la fluorescencia de tDIMER-2-YPT-31 y GS-1-GFP ocurrié
también de manera gradual aunque restringida al estrato macrovesicular del
Spitzenkdrper (Fig. 21 A, panel 3y 4). El valor de tiempo medio de recuperacion (tuz,
Media + Error Estadndar), que corresponde al tiempo en el cual el 50% de la
fluorescencia maxima (después del fotoblanqueado) fue alcanzada, se calculé para
GFP-YPT-1, FM4-64, CHS-1-GFP, tDIMER-2-YPT-31 y GS-1-GFP a partir de los
valores normalizados de recuperacion de la fluorescencia (Fig. 21 B). El ti2 para
GFP-YPT-1 fue de 15.5 + 4.3 s (n= 11), para FM4-64 fue de 21.3 + 5.7 s (n= 11),
para CHS-1-GFP fue de 21.5 + 3.7 s (n=9), para tDIMER-2-YPT-31 fue de 9.9 + 2.6
s (n=9)y para GS-1-GFP fue de 10.2 + 1.7 s (n=12). La prueba estadistica post-hoc
Tukey-HSD [ANDEVA - analisis de varianza- de una via] revel6 diferencias
significativas entre los t12 de tDIMER-2-YPT-31 y GS-1-GFP comparado a los ti2 de
CHS-1-GFP y FM4-64; mientras que no hubo diferencias significativas entre el ti2 de

GFP-YPT-1y el resto de los ti2 analizados.
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GFP-YPT-1 FM4-64 1 CHS-1-GFP 2 tDIMER-2-YPT-31 3 GS-1-GFP 4

Figura 21A. Analisis FRAP de las Rab GTPasas YPT-1y YPT-31 en el Spitzenkdrper.

El fotoblanqueamiento se realizé por 5 segundos en la region apical de las hifas (area circular) antes
de iniciar el proceso de captura continua de imagenes. Panel 1-4: FRAP en apices de hifas de las
cepas de N. crassa que expresan: GFP-YPT-1 (tefiidas con FM4-64) (1), los marcadores del
Spitzenkdrper CHS-1-GFP (2), la Rab GTPasa tDIMER-2-YPT-31 (3), y GS-1-GFP (4). En todos los
andlisis FRAP se observaron puntos fluorescentes acumulandose en el Spitzenkdrper gradualmente
en el tiempo. Mientras que GFP-YPT-1 y CHS-1-GFP ocupaban el nicleo del Spitzenkorper, el
colorante FM4-64 y las proteinas etiquetadas de YPT-31 y GS-1 se acumularon en la region externa
del Spitzenkdrper (flechas); Notese la ausencia de estos tres Gltimos marcadores en el nacleo del
Spitzenkorper (cabezas de flecha). Barras, 5 uym.
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Figura 21B. Analisis FRAP de las Rab GTPasas y marcadores del Spitzenkdérper.

Se muestran gréaficas obtenidas con los valores normalizados de los andlisis FRAP y los tiempos
medios de recuperacién de la fluorescencia (t12= segundos; Media + Error Estandar, P< 0.05) de hifas
gue expresaron GFP-YPT-1, CHS-1-GFP, tDIMER-2-YPT-3, GS-1-GFP, FKS-1-GFP' e hifas tefiidas
con FM4-64. Valores de ty2 con la misma letra (i.e., a, b 0 ¢) no son significativamente diferentes en
el test post hoc Tukey HSD (ANDEVA de una via; F [5, 61]=15.915; P<0.00001). Las abscisas y
ordenadas muestran el tiempo (en segundos) y los valores de recuperacion de la fluorescencia
normalizada, respectivamente.
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GFP-YPT-1 tDIMER-2-YPT-31

Figura 21C. Analisis FRAP y FLIP de las Rab GTPasas YPT-1y YPT-31 en el Spitzenkdrper.

Andlisis de la pérdida de la fluorescencia después del fotoblanqueado (FLIP) de GFP-YPT-1 y
tDIMER-2-YPT-31. Se muestran series de tiempo de hifas fotoblanqueadas en regiones subapicales
~ 80 um2. Noétese la reduccion de la intensidad de la fluorescencia en el Spitzenkérper para ambas
proteinas. Barra, 5 um.

6.3.2 Analisis FLIP

Los analisis FRAP de las Rab GTPasas YPT-1y YPT-31 revelaron la existencia de
una alta tasa de recambio de estas proteinas en el Spitzenkdrper, sin embargo, se
desconoce si estas proteinas se asocian a las vesiculas directamente en el
Spitzenkorper o antes de que lleguen a esta estructura. Para determinar si el
fotoblanqueamiento en regiones subapicales de la hifa provocaba una reduccion en
la intensidad fluorescente del Spitzenkdrper se realizé analisis FLIP. Después de
fotoblanquear hifas que expresaban GFP-YPT-1 o tDIMER-2-YPT-31 en una region
subapical de ~ 80 um?, se observé una reduccion gradual de la fluorescencia en el
Spitzenkdrper (Fig. 21 C). Para GFP-YPT-1 se observo una reduccion del 78.3 + 5.6
% (n= 10) de la sefal fluorescente en el Spitzenkdrper transcurridos ~40 s después
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del fotoblanqueamiento. De manera similar la sefial fluorescente de tDIMER-2-YPT-

31 en el Spitzenkdrper se redujo en un 80.5 + 9.8 % (n= 16) a los 44 s.

6.3.3 Anaélisis TIRFM

Los andlisis por Microscopia de Fluorescencia de Reflexion Interna Total (TIRFM),
confirmaron la localizacion de mChFP-YPT-1 en vesiculas (Fig. 22 A y B, cabezas
de flecha) y en cisternas de Golgi putativas (Fig. 22 A y B, flechas), las cuales se
desplazaban con un dinamica distinta (Fig. 22 B). Las quimografias no solo
confirmaron variaciones en las velocidades de las estructuras marcadas con YPT-1
(Fig. 22 C, panel 1), sino que detectaron que el movimiento fue principalmente
paralelo respecto al eje longitudinal de crecimiento de las hifas (Fig. 22 C, panel 2).
Trazos de la rutas de las particulas fluorescentes obtenidos de las quimografias
revelaron que las vesiculas se mueven de manera anterograda y retrégrada en un
rango de velocidad de 0.4-4 um/s (n> 50) (Fig. 22 C, panel 3 y 4), en contraste con
el movimiento reducido (< 0.5 um/s, n> 20) y anterdgrado registrado para las

putativas cisternas de Golgi (Fig. 22 C, panel 5).
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Figura 22. Analisis de la dindmica de estructuras asociadas a mChFP-YPT-1.

A. Microscopia de Fluorescencia de Reflexion Total Interna (TIRFM) reveld la localizacion de
mChFP-YPT-1 en vesiculas (cabezas de flecha) y en supuestas cisternas de Golgi (flechas).
Barra, 5 ym.

B. Magnificacién digital de imagenes en serie de tiempo (del recuadro en A) mostrando cambios
espaciales de estructuras asociadas a mChFP-YPT-1. Nétese el desplazamiento considerable de
vesiculas (cabezas de flecha) en contraste con el movimiento reducido de las cisternas de Golgi
putativas (flechas). Barra, 5 ym.

C. Panel 1: Quimégrafia de la hifa en A mostrando la relacién espacio-temporal de estructuras
relacionadas que contienen mChFP-YPT-1. Panel 2: Quimégrafia de color, como en Panel 1,
mostrando el cambio posicional, perpendicular al eje longitudinal de las hifas, de estructuras
marcadas con mChFP-YPT-1; Los colores verdes, amarillos y rojos representan a vesiculas y
cisternas de Golgi marcadas con mChFP-YPT-1 en las secciones superior, media e inferior de las
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hifas, respectivamente. N6tese la baja cantidad de movimiento perpendicular de estructuras con
YPT-1. Paneles 3 y 4, muestran trazos de vesiculas asociadas con mChFP-YPT-1 obtenidas de
la guimografia (Panel 1) con velocidades en el rango de 0.4-4 ym s1, con movimiento anterégrado
y retrogrado, respectivamente. Panel 5: Se muestran trazos de cisternas de Golgi con
movimientos anterégrado, obtenidas de la quimégrafia en Panel 1, con velocidades <0.5 pm s-1.

6.4 Andlisis de proteinas secretadas asociadas al Spitzenkérper

6.4.1 Analisis de proteinas secretadas

Para el andlisis in vivo de vesiculas secretoras en N. crassa se procedi6 a etiquetar
con GFP, de manera enddgena, cuatro proteinas de secrecion: Invertasa-1 [inv-1
(NCU04265.7)], celulasa [gh61-1 (NCU02240.7)], pB-D-glucosidasa [gh3-4
(NCU04952.7)] y la catalasa-3 [cat-3 (NCU00355.7)]. Para cada constructo, se
obtuvieron al menos 25 transformantes, de las cuales ninguna resulté positiva. Para
determinar si un cambio en la molécula fluorescente permitiria visualizar proteinas
secretadas se etiquetaron con mChFP, utilizando la misma estrategia anterior, la
invertasa-1, celulasa y B-D-glucosidasa. Se obtuvieron ~30 transformantes para la
construccion INV-1-mChFP, ~210 transformantes para la B-D-glucosidasa y ~120
transformantes para la celulasa. Se seleccionaron 20 de ellas y ninguna
transformante fue positiva. Por esa razén se generaron vectores recombinantes para
la fusion carboxilo terminal con la variante de la proteina verde fluorescente GFP
Superfolder (SFGFP), la cual se caracteriza por tener un plegamiento rapido evitando
la formacién de dimeros y posibles problemas de plegamiento causados por la
exposicion a condiciones muy oxidantes del reticulo endoplasmético (Aronson et al.,
2011). Se logr6 obtener dos vectores recombinantes: pESL11-5y pESL12-5 con las
fusiones INV-1-SFGFP y GH3-4-SFGFP, respectivamente. Se analizaron por
microscopia confocal las cepas transformantes para ambas construcciones, y solo

se obtuvieron transformantes positivas para la expresion de INV-1-SFGFP.

6.4.1.1 Localizacién subcelular de la invertasa 1 (INV-1)

INV-1 se observé acumulada en los apices de hifas en crecimiento (Fig. 23 A, Video
S8, Video S9), especificamente en la region macrovesicular del Spitzenkdrper (Fig.
23 A, recuadro). A lo largo de las hifas, no se observo la acumulacién de la proteina

en alguna estructura en especifico, pero se detecto fluorescencia dispersa en zonas
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proximales subapicales (Fig. 23 A, Video S9). En zonas distales de algunas de las
hifas analizadas se observo INV-1 localizada en septos y regiones corticales (Fig. 23
B, Video S10). En conidios la INV-1 se observé acumulada en toda la superficie
celular (Fig. 23 C), mientras que en las distintas etapas de la germinacién no se

observo la presencia de la proteina en la superficie del tubo germinativo (Fig. 23 D).

A
INV-1-SFGFP

INV-1-SFGFP

Figura 23. Distribucion subcelular de lainvertasa 1 (INV-1-SFGFP).

A. El analisis por LSCM revel6 la distribucién de INV-1-SFGFP en la regidon apical de las hifas, y en
regiones subapicales distales se observé sefial fluorescente dispersa en el citoplasma. Recuadro:
Nétese la acumulacion de INV-1-SFGFP en la regién macrovesicular del Spitzenkérper (cabezas
de flecha) formando un tipo de anillo alrededor de un espacio libre de fluorescencia (flecha). Barra,
10 um.

B. En zonas alejadas del borde de la colonia, INV-1-SFGFP se presento6 en septos y regiones de la
superficie celular de algunas de las hifas. Notese la ausencia de la proteina en otras hifas
(cabezas de flecha) de la misma colonia. CDI: Contraste Diferencial de Interferencia. Barra, 10
pm.
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C. INV-1-SFGFP se mostr6 en la superficie celular de los conidios distribuida a manera de una capa
gruesa. Barra, 10 pym.

D. En tubos germinativos se observé a INV-1-SFGFP en las parede del conidio pero ausente de la
superficie celular de las células. Notese la acumulacion de la proteina en estructuras vesiculares
distribuidas a lo largo de la hifa. Barra, 10 pm.

6.4.1.2 Andlisis de densidad y actividad de fracciones con INV-1-SFGFP

Los analisis por Western blot, de dos muestras independientes, de las fracciones
obtenidas en los gradientes de densidad (10-65%) permitieron detectar dos picos de
concentracion de INV-1-SFGFP (Fig. 24 B, linea negra); El pico més alto se identifico
en la fraccion 5 el cual tenia una densidad de 1.088 g/mL, mientras que el pico menor
se identifico en la fraccion 12 cuya densidad fue de 1.147 g/mL. El analisis de
actividad invertasa (Fig. 24 B, linea azul) se realiz6 de las mismas fracciones

analizadas por Western blot. La fraccion 5 mostrd el nivel mas alto de actividad

invertasa.
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Figura 24. Sedimentacion y andlisis de actividad de particulas con INV-1-SFGFP.
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Homogenizados de extractos celulares (sobrenadantes de 1,000 x g) de la cepa de N. crassa que
expresa INV-1-SFGFP fueron fraccionados por ultracentrifugacion en gradientes lineales de sacarosa
(10-65%) a 184,000 x g por 4 h. Se identificaron por Western blot bandas de 110 kDa, utilizando el
anticuerpo anti-GFP, correspondientes a INV-1-SFGFP en las fracciones 2 a 19. Los picos mas altos
de concentracion se detectaron en la fraccion 5 de densidad de 1.088 g/mL, y el de menor
concentracion en la fraccion 12 de densidad de 1.147 g/mL. Las ordenadas muestran el promedio de
valores normalizados de los analisis por Western blot (linea negra) y el valor promedio de densidad
de sacarosa (linea roja). El analisis de la actividad invertasa mostré una alta actividad en las fracciones
3 a 7, con el nivel mas alto de actividad en la fraccion 5 de densidad (1.075 g/mL). Nétese la
coincidencia en las fracciones 2 a 10 en el patrén de distribucién de INV-1-SFGFP del Western blot y
los niveles de actividad. Ambos analisis se realizaron con las mismas fracciones en dos experimentos
independientes. F: Fraccion.

6.4.2 Analisis de FKS-1

6.4.2.1 Andlisis Estructural de FKS-1 (NCU06871) en N. crassa

Mediante la basqueda y alineamiento en BLAST se detectaron en otras especies
fungicas secuencias de proteinas con un alto nivel de identidad (64%) y de similitud
(77%) con respecto a la secuencia aminoacidica de FKS-1 (NCU06871.7) de N.
crassa (Tabla 6). La identidad promedio en relacion a la FKS-1 de N. crassa fue mas
alta con las especies de hongos filamentosos (73%) que con las especies fungicas
levaduriformes (57%). De la misma manera, la similitud promedio fue mayor para las
especies filamentosas (83%) que para las levaduras (72%). Todas las proteinas
identificadas en el alineamiento incluyendo a FKS-1 de N. crassa poseen: 1) el
dominio FKS1_dom1 (Pfam 14288), el cual se encuentra rio arriba del primer dominio
transmembranal y que probablemente estd involucrado en la actividad glucano
sintasa (Okada et al., 2010) y 2), y el dominio denominado componente 3-1,3 glucano
sintasa (Pfam02364), que se encuentra en la region carboxilo terminal y que
comprende ~870 residuos (Mio et al., 1997). Ademas se determiné mediante una
busqueda BLAST de proteinas en el genoma de N. crassa que la FKS-1 de N. crassa
(NCU06871.7) no comparte homologia con alguna otra proteina. Mediante la
prediccion de las regiones transmembranales se determind que FKS-1 y sus
homodlogos mas cercanos contienen de 13 a 18 dominios transmembranales (DTMs)
(Tabla 6, Fig. 25 Ay B).



82

Tabla 6. Analisis comparativo y deteccion de los homélogos mas cercanos de la 8-1,3 glucano
sintasa (FKS-1, NCU06871.7) en N. crassa.

Valor

Organismo Proteina | N° Acceso* Descripcion ID SIM E DTMs
M. oryzae FKS1 08718 Eﬁéﬁ%&‘fgfyiggtgg?fs‘]:ompO”e”t 76% | 8% | 0.0 16
C.posadasii | FKS1 ATT08085 Foiiﬂ.%f?&??élﬁii.. c735 75% | 84% | 0.00 14

delta SOWgp]
C. immitis FKS1 At Fc'ifc'%i‘é‘fj‘g:iﬂmze;s"]mpO”e”t 75% | 84% | 0.00 15
A fumigatus | FksP >1(P—75 1118. Eutjn?t' ueat SiyAmfZanfg ;ﬁslﬁggg] 72% | 82% | 0.00 14
A, fumigatus FksP EDP49808‘ Eutjn?tltéizgsfxngtﬁg;ﬁ: e 72% 82% 0.00 14

A1163]
A. nidulans FRs1 | xP-0613% :i)épu"lghnes“% gg’fjl'; ANST29.2[A- | 7596 | 83% | 0.00 16
A. niger FKS1 é%(iomgo Ekléi'g[’kcrﬁg ;rygtggsglc;_’géﬁ’one”t 71% | 81% | 0.00 16
C. albicans GLS2 EEQ43214' gfg%gcgl’gfcg’;tgﬁg_cﬁmpO”e”t 54% | 70% | 0.00 18
S. pombe Bgs4 'I'P—5885°1' g;s'i'[gs"f%%mi”;hf;ﬁ]s“b“”it 57% | 73% | 0.00 16
S. pombe Bgs2 NP_594032 g'gls'g'[gs"f%fr‘n?e”;h7azsﬁ]s“b“”it 58% | 74% | 0.00 16
e[ ga | WP | Blogmomue S | oo | o | o |
S. pombe Bgs3 TP—594766' g;s'g'[“’s'%%’;fbi”gh7azsﬁ]5“b“”it 53% | 71% 0 16
S. cerevisiae | Fkslp TP—°13446' Fks1p [S. cerevisiae S288c] 62% | 75% | 0.00 13
S. cerevisiae Gsc2p glP_011546. Gsc2p [S. cerevisiae S288c] 61% 74% 0 14
S. cerevisiae Fks3p TP—OMOSG' Fks3p [S. cerevisiae S288c] 55% 71% 0.00 18

*Blsqueda Blast utilizando la secuencia amino acidica de la proteina FKS-1 (XP_957980.1) de N. crassa. DTMs:
Dominios Transmembranales. ID y SIM: Identidad entre aminoacidos. SIM: Similitud entre aminoacidos.
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Figura 25A. Prediccion de la topologia de FKS-1 (NCU06871.7) de N. crassa y de proteinas

homologas en hongos filamentosos.

Ay B. Gréficas con las predicciones de la topologia de los homdlogos mas cercanos para la FKS-1
de N. crassa con el programa TMHMM Server (v. 2.0). En la parte superior de cada gréfica (entre los
valores 1 y 1.2) se indica, utilizando el algoritmo N-best, la mejor prediccién para la localizacion de
residuos en alfa hélices. N6tese que los DTMs estan agrupados entre los residuos 400 y 800 (~6
DTMs), y entre los residuos 1300 y 1900 (~9 DTMs). El nimero total de DMTs de cada proteina se

indican en la Tabla 6.



84

S. pombe Bgs4 (NP_588501.1) S. cerevisiae Fks1p (NP_013446.1)
Ill-- --I--ll--- -ll_ -l-III_-
1 1
0.6 0.6
0.2 0.2
200 600 1000 1400 1800 200 600 1000 1400 1800
S. pombe Bgs2 (NP_594032.1) S. cerevisiae Gsc2p (NP_011546.3)

0.6 0.6
0.2 0.2
200 600 1000 1400 1800 200 600 1000 1400 1800
S. pombe Bgs1 (NP_595971.1) S. cerevisiae Fks3p (NP_014036.1)
1 1 - - - 1" 1 _.l'--_.l-\-l'l-l.-
0.6 0.6
0.2 0.2
200 600 1000 1400 1800 200 600 1000 1400

S. pombe Bgs4 (NP_594766.1)

DMT
Region Interior =—
0.6 L .
Region Exterior s

0.2

200 600 1000 1400 1800
Figura 25B. Prediccion de la topologia de FKS-1 (NCU06871.7) de N. crassa y de proteinas
homadlogas en hongos levaduriformes.

Ay B. Graficas con las predicciones de la topologia de los homoélogos mas cercanos para la FKS-1
de N. crassa con el programa TMHMM Server (v. 2.0). En la parte superior de cada grafica (entre los
valores 1 y 1.2) se indica, utilizando el algoritmo N-best, la mejor prediccién para la localizacion de
residuos en alfa hélices. Notese que los DTMs estan agrupados entre los residuos 400 y 800 (~6
DTMs), y entre los residuos 1300 y 1900 (~9 DTMSs). El nimero total de DMTs de cada proteina se
indican en la Tabla 6.

6.4.2.2 Expresion y Localizacion Subcelular de FKS-1-GFP!

Hasta ahora la localizacién in vivo de los homélogos de la FKS-1 en hongos
filamentosos no se ha descrito; los intentos para el etiquetamiento con proteinas
fluorescentes tanto en el extremo amino como carboxilo terminal no han sido

exitosos. Por ello se procedid a etiquetar a la FKS-1 (NCU06871.7) con la GFP
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dentro del marco abierto de lectura, es decir de manera “interna”, denominando a la
etiqueta GFP' para distinguir el tipo de etiguetamiento. Los fragmentos
recombinantes izquierdo y derecho (Fig. 26 B) se obtuvieron al final de tres rondas
consecutivas de PCR (Fig. 26 C-E), se purificaron y utilizaron para transformar la
cepa FGSC 9718 de N. crassa. Se obtuvieron alrededor de siete transformantes

positivas que mostraron fluorescencia.

A OREF fks-1
Pfks-1 [5' UTR fks-1]
[ | ]
[ ufks1 | Dfks-1 ] ADN GENOMICO
B F F2 F
4 Fragmento Recombinante lIzquierdo
_704bp _ _ 1,026bp  + 923bp _ _ 984bp ;
Pfks-1 hph Pccg-1 Ufks-1 y's
I D
401 402 yrrg 406
preg ey I
Ufks-1 sgfp Dfks-1
K4
. — R — —
405 406 408 409
Fragmento Recombinante Derecho
336 407
- > -«
984 bp 717 bp 1,042 bp
F3 F4 F5
(o Fi F2 F3 F4 F5 D F1-2 F34 E F1-23  F345
!
e— b
e bkl f
3530bp | -
v— 2,027 bp 3,530 bp
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1,904 bp pa— 2,027 bp [
831 bp -" e
554 bp SN —

Figura 26. Estrategia de etiquetamiento de la subunidad FKS-1 del complejo B-1,3-glucano
sintasa en N. crassa.

A. llustracién de la estrategia de etiquetamiento interno de FKS-1 con GFP. El sitio de insercién de
la gfp se realiz6 después de la base 910 dentro del marco abierto de lectura de fks-1
(NCU06871.7). Se muestran los 3 sitios de recombinacién que se distribuyen: en la region
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promotora (Pfks-1), desde el codén de inicio hasta la base 909 (Ufks-1), desde la base 910 a 1951
(Dfks-1).

B. llustracién mostrando los fragmentos recombinantes izquierdo y derecho, los cuales contenian
los tres sitios de recombinacion. El fragmento recombinante izquierdo se disefié con cuatro
fragmentos desde el extremo 5 al 3’: Pfks-1 (fragmento UTR 5’ del gen fks-1), hph (gen de
resistencia a la higromicina), Pccg-1 (promotor ccg-1), y Ufks-1 (regidn rio arriba del marco abierto
de lectura). El fragmento recombinante derecho se genero con tres fragmentos que incluian desde
el extremo 5 al 3: Ufks-1 (igual al anterior), sgfp (gen de la variante de la GFP) y Dfks-1
(fragmento rio debajo de Ufks-1 en el marco abierto de lectura del gen fks-1). Se muestran los
sitios de alineamiento de los oligonucleétidos 401-409 y 336 (ver Tabla 4) y tamafio de cada uno
de los fragmentos. F: fragmento.

C. Se muestran las bandas de ADN F1-F5 correspondientes a los fragmentos que se indican en B,
para la generacién de los casetes recombinantes izquierdo y derecho. F1: 704 bp, F2: 1,949 bp,
F3: 984 bp, F4: 717 bp, F5: 1,042 bp.

D. Se muestran las bandas F1-2 y F3-4 correspondientes a la fusion de amplicones individuales
obtenidos en A en la segunda ronda de PCR (i.e., F1-2= F1 + F2). F1-2: 2,653 bp, F3-4: 1,701
bp.

E. Se muestran los amplicones obtenidos en la tercera ronda de PCR correspondientes a la fusion
de los fragmentos F1-2 con el amplicén F3, y los amplicones producto de la fusion del fragmento
F3-4 con el amplicon F5, generando los fragmentos F1-2-3 y F3-4-5 respectivamente. F1-2-3:
3,637 bp, F3-4-5: 2,743 bp.

Debido a que la estrategia de transformacion involucro tres sitios de recombinacion
(Pfks-1, Ufks-1, Dfks-1; Fig. 26 B), es posible que fragmentos individuales se
hubieran recombinado en el genoma de la cepa parental FGSC 9718. Para descartar
esta posibilidad, se realizaron ensayos de inmuno-precipitacion y Western blot de
extractos celulares de la transformante seleccionada FKS-1-GFP'. Se confirmé por
Western blot la expresion de una proteina de alto peso molecular ~250 kDa, la cual
coincide con el tamafio aproximado de la construccion FKS-1 (223 kDa) unida a la
GFP (27 kDa) (Fig. 27 Ay B). La integracion de los fragmentos recombinantes en la
transformante se confirmé por PCR utilizando como templado el ADN genémico de
la transformante y oligonucleétidos que amplificaban los fragmentos Pfks-1/hph y
Ufks-1 /Dfks-1 del ORF de FKS-1 (Fig. 27 C y D).
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Figura 27. Andlisis de expresion de FKS-1-GFP' y confirmacién de la integracion de fragmentos

Ay

Se

recombinantes en el genoma de transformante.

B. Deteccion de banda (~250 kDa), obtenida por inmunoprecipitacion y Western blot, de un
extracto celular de la cepa que expresa FKS-1-GFP' utilizando el anticuerpo anti-GFP (A) y
mediante tincién con azul de Coomasie en geles SDS de poliacrilamida al 10% (B). Notese la
presencia de una banda de ~27 kDa. C+: Control positivo.

Determinacion de la integracion del casete de transformacion en la cepa transformante
heterocarionte que expresa FKS-1-GFP'. Amplicones obtenidos a partir de ADN gendmico de la
transformante: Las bandas en los carriles 2 (2,106 bp y 1,389 bp) y 4 (1,559 bp) corresponden a
la amplificacién utilizando los oligonucle6tidos 464/465 y 463/YH-HPH-1-Rev, respectivamente
(ver en D). Amplicones obtenidos a partir de ADN gendémico de la cepa silvestre de N. crassa
como control: La banda 1 (1,389 bp) y el carril 3 corresponden a los productos de PCR usando
los oligonucledtidos 464/465 y 463/YH-HPH-1-Rev, respectivamente.

llustracion de la integracion del casete de transformacion en la cepa transformante que expresa
FKS-1-GFPi. Se indican los sitios de hibridacion de los oligonucleétidos (ver Tabla 4) de
comprobacion utilizados en el andlisis por PCR (ver en C).

observé a FKS-1-GFP' en la region apical de las hifas. FKS-1-GFP' se identifico

en la region macrovesicular del Spitzenkorper (Fig. 28 A, panel 1, cabeza de flecha;

Fig

reg

. 28 B) y en la superficie celular desde el domo apical extendiéndose hacia la

i6n proximal subapical de las hifas (Fig. 28 A, panel 1, flechas). En ocasiones fue

posible observar a la proteina en la region anterior del Spitzenkdrper proximo a la

membrana plasmatica (Fig. 28 A, panel 2) y en sitios de ramificacion (Fig. 28 A, panel

21

cabezas de flecha). La co-localizacion de FKS-1-GFP' y FM4-64 en el
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Spitzenkorper confirmé la posible asociacion de FKS-1-GFP' con las macrovesiculas
del Spitzenkoérper (Fig. 28 B). En la mayoria de las observaciones se determin6 que
FKS-1-GFP' se encontraba ausente en una region central reducida del
Spitzenkorper, la cual coincidia parcialmente con la region microvesicular del
Spitzenkodrper (Fig. 28 A; Fig. 28 B, panel central). Debido a la alta intensidad de la
sefial fluorescente emitida por FKS-1-GFP' en los apices de las hifas, la mayoria de
las observaciones se realizaron con niveles bajos de potencia del laser. De manera
interesante no se observo la presencia de FKS-1-GFP' en septos en formacion (Fig.
28 C). No se observé acumulacion de GFP en la superficie celular de conidios (Fig.
29, panel 1), mientras que en germinulas se observo la presencia de FKS-1 en la

superficie celular apical (Fig. 29, panel 2y 3).

A B C
FKS-1-GFPi

7

FKS-1-GFP!

FKS-1-GFPi
TRASLAPE TRASLAPE

Figura 28. Distribucién subcelular de FKS-1-GFP' en hifas en crecimiento de N. crassa.

A. Panel 1: El andlisis por LSCM revel6 la acumulacién de FKS-1-GFP' en los &pices de hifas en
crecimiento. Se observd a la proteina distribuida en la region macrovesicular del Spitzenkdrper
(Panel 1, cabezas de flecha). En algunas ocasiones la FKS-1-GFPi distribuida en la region
macrovesicular del Spitzenkérper se observé muy cercana a la superficie celular apical. FKS-1-
GFPi en la superficie celular apical y subapical de la hifa (flechas). Panel 2: Acumulacién de FKS-
1-GFP! en regiones préximas a la membrana plasmatica en sitios de ramificacién. Barras, 5 um.

B. Distribuciéon de FKS-1-GFPi en la regién macrovesicular del Spitzenkorper en hifas tefiidas con
FM4-64. Barra, 5 pm.

C. Hifa tefiida con FM4-64 mostrando septo en formacion. En ninguna ocasion se observé a FKS-1-
GFPi durante la formacién de septos (n> 20). Barra, 5 ym.
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Figura 29. Distribucién subcelular de FKS-1-GFP' en germinulas en crecimiento de N. crassa.

A. Andlisis por LSCM de FKS-1-GFP' mostraron que en conidios la proteina se localiza de manera
no especifica en el interior de la célula (flecha). Nétese la ausencia de FKS-1-GFP! en regiones
corticales del conidio. Barra, 2 pm.

B. Panel 1y 2: Andlisis por LSCM en germinulas de distintas longitudes mostrando a FKS-1-GFPi
en la superficie celular de tubos germinativos, principalmente en el domo apical (flechas) y
ademas en regiones subapicales proximales (cabezas de flecha). Barras, 5 pm.

6.4.2.3 Analisis FRAP de FKS-1-GFPi

Para determinar la tasa de recuperacién de macrovesiculas asociadas a FKS-1 se
llevé a cabo andlisis FRAP en el Spitzenkorper de la cepa que expresa FKS-1-GFP,
utilizando la misma estrategia mencionada anteriormente (ver Seccion 6.3.1).
Ninguna sefal fluorescente se detecté en la region macrovesicular del Spitzenkorper
inmediatamente después del fotoblanqueamiento (Fig. 30 A, area circular
discontinua, tiempo 0.0 s). La recuperacion de la fluorescencia de FKS-1-GFP'
ocurrié de manera progresiva después del fotoblanqueamiento en el Spitzenkérper
(Fig. 30 A, cabezas de flecha blanca), observandose la acumulacion de fluorescencia
en la region macrovesicular y en la superficie celular apical (Fig. 30 A). El tiempo
medio de recuperacion (tv2, Media + Error Estandar), de FKS-1-GFP' fue de 31.7 +
4.6 s (n=15) (Fig. 21). La prueba estadistica post-hoc Tukey-HSD [ANDEVA de una
via] revel6 diferencias significativas (F [3, 43]; P< 0.00001) entre los valores de ti2
de FKS-1-GFP'y los t12 de los marcadores de la regién macrovesicular: FM4-64,
tDIMER-2-YPT-31 y GS-1-GFP (Fig. 30 B).
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Figura 30. Analisis FRAP de las subunidad putativa del complejo B-1,3-glucano sintasa, FKS-
1.

A. FRAP en 4pice de una hifa de la cepa de N. crassa que expresa FKS-1-GFP. El
fotoblanqueamiento se realizé por 5 segundos en la region apical de las hifas (area circular) antes
de iniciar el proceso de captura continua de imagenes. Se observd la llegada rapida de
fluorescencia en la region apical de las hifas (t= 2.33s) y la acumulacién gradual de FKS-1-GFPi
en la region macrovesicular del Spitzenkérper (cabezas flecha blanca). Noétese la aparicién de
fluorescencia en el domo apical (t= ~49 s) (flechas rojas). Nétese que a los 18.6 s FKS-1-GFP! se
distribuye en el Spk formando un anillo similar al marcaje obtenido por GS-1 etiquetado con
moléculas fluorescentes (Verdin et al., 2009).

B. Analisis de Minimos Cuadrados por ANDEVA de una via de los promedios de ti12 en tDIMER-2-
YPT-3, FM4-64, GS-1-GFP y FKS-1-GFPi (ver Fig. 6B). Valores de ti2 con la misma letra (i.e., a,
b o c) no son significativamente diferentes en el test post hoc Tukey HSD (ANDEVA de una via;
F [3, 43]=24.522; P<0.00001). Las abscisas y ordenadas muestran el tiempo (en segundos) y los
valores de recuperacion de la fluorescencia normalizada, respectivamente.

Con el objetivo de analizar las caracteristicas fenotipicas de mutantes Afks-1 se
obtuvieron del Neurospora Genome Project las cepas FGSC 14884 y 14885,
registradas con la eliminacién del gen fks-1 (NCU06871.2). No se mostraron
diferencias en el crecimiento y/o morfologia de la cepa silvestre de N. crassa con
respecto a las cepas FGSC 14884 y 14885. Debido a que la mutante Afks-1 se
genero utilizando la version 2 de la anotacion del gen, se reviso la secuencia de los
oligonucledtidos (5f, 5r, 3f y 3r) utilizados para generar el casete de eliminacién. El
analisis in silico reveld que el oligonucledtido 5f se alinea ~3,300 bp rio abajo del
codon de inicio (Fig. 31 Ay B), el cual permite dejar un fragmento, después de la

traduccion, amino terminal de 412 amino acidos de la proteina. Para analizar la
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integracion de los casetes en las mutantes, estas se analizaron por PCR utilizando
oligonucledtidos disefiados para la hibridacion dentro y fuera del casete. Se logré
amplificar una banda de 2.5 kb en la cepa silvestre de N. crassa, aungque también en
las cepas FGSC 14884 y 14885 (Fig. 31 B). Ademas no se lograron obtener
amplicones correspondientes al fragmento del gen con el casete de resistencia a la

higromicina (Fig. 31 B).

A (3,308 bp)

= fks-1 ORF (6,007 bp) - Wit
e -+ - -
5f 5r 3f 3r
P mmmm———— - <
464 (2,553 bp) 462
FGSC14884-14885
 fks-1 ORF (2,328bp) NCU06871.2 (Afks-1)
— - i
— - — -
5f 5r hph 3f 3r
I — -
464 (2,189 bp)  YH-hph-Rev-1
» %) » \2)
B P P o P
> > g N

3,000 bp

2,000 bp

464 - YH-hph-Rev-1 464 - 462

Figura 31. Andlisis de la integracién del casete de eliminacién para el gen fks-1 (NCU06871.2)
en las cepas de N. crassa FGSC 14884 y FGSC 14885
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A. Esquemas que indican los sitios de hibridacién de los oligonucledtidos de comprobacion 464, 462,
y YH-hph-Rev-1 (ver Tabla 4), en la cepas de N. crassa N1 (silvestre), FGSC 14884 y FGSC
14885, para confirmar la integracion del casete de eliminacion de fks-1 (NCU06871.2). Se
muestran los sitios de hibridacion de los oligonucleotidos 5f/5r y 3f/3r disefiados por el Neurospora
Genome Project (www.dartmouth.edy/~neurosporagenome. html) para generar los fragmentos de
recombinacion flanqueantes al gen que confiere resistencia a la higromicina (hph). Notese que el
oligonucleotido 5f se alinea 3,308 pares de bases rio abajo del codén de inicio.

B. Amplicones obtenidos por PCR a partir de ADN gendmico de las cepas de N. crassa: N1
(silvestre), FGSC 14884 y FGSC 14885. Se muestran bandas de 2,553 bp amplificadas con los
oligonucledtidos 462-464; Y dos bandas inespecificas (< 2000 bp) utilizando los oligonucleétidos
464 y YH-HPH-REV-1 en todas las cepas.

La alta probabilidad de que las cepas FGSC 14884 y 14885 no fueran mutantes para
el gen fks-1, llevd a la generacion del casete de recombinacion disefiado con
fragmentos flanqueantes al marco abierto de lectura con el fin de eliminar por
completo el gen fks-1 (Fig. 32 A). Para ello se generd a través del sistema de
recombinacion en levadura (Colot et al., 2006), el vector recombinante peSL-13 (Fig.
32 B) con el casete de resistencia a la higromicina (hph) fusionado a los fragmentos
flanqueantes 5’ (5fr) y 3’ (3fr) del gen fks-1 (NCU06871.7) (Fig. 32 B-D).

A fks-1 (6,007 b
< S ( ’ p) > Wt
5’ I I 3’
— - i -
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1,047 bp 1,034 bp
B C A%‘B ),% A?’% D
A,%?* P 5 a8 o o @9' ‘ 482-484
¥ *. %, ey
/ 46’8\ 4
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6,000 bp E 6,000 bp
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=
3,000 bp u' 3,000 bp |
ESL-13
p 5,726 bp 1,500 bp _ A
1,000 bp ‘ ! 1,000 bp
pt

Figura 32. Esquemas y productos de PCR relacionados al vector de recombinacion para la
eliminacién del gen fks-1 (NCU06871.7)
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A. Esquema que indica los sitios de hibridacion de los oligonucle6tidos 482-483 y 484-485 (ver Tabla
4) de los extremos flanqueantes 5’ y 3’, respectivamente, en el marco abierto de lectura del gen
fks-1 (NCUO06871.7). Se indican los tamafios de banda esperados para cada fragmento.

B. Esquema del vector recombinante pESL-13 obtenido por el sistema de recombinacion en levadura
[Yeast Recombination Protocol](Colot et al., 2006), a partir del vector pRS426 digerido con las
enzimas de restriccion EcoRl y Xhol.

C. Amplicones correspondientes a los fragmentos de ADN flanqueantes 5’ (482-483) y 3’ (485-484)
al marco abierto de lectura del gen fks-1 (NCU06871.7), y gen de resistencia a la higromicina
(489-488, ver Tabla 4) obtenidos por PCR con los oligonucleétidos respectivos (ver en Ay B).

D. Amplicdn de ~3,516 bp correspondiente al casete de eliminacién para el gen fks-1 obtenido por
PCR del vector recombinante pESL13 utilizando los oligonucleétidos 482 y 484.

6.5 Asociacion de Rab GTPasas con cisternas de Golgi

6.5.1 Distribucion Subcelular de YPT-1, YPT-31y SEC-4

Ademas de la localizacion en el Spitzenkérper, GFP-YPT-1 se observo también en
numerosos acumulos fluorescentes a lo largo de las hifas (Fig. 16B, panel 1, cabezas
de flecha), que se distribuian principalmente en regiones subapicales y distales de
la hifa (8-49 um desde el extremo apical, n= 28); aunque algunas particulas
marcadas con YPT-1 se observaron en las regiones subapicales proximales
cercanas a la punta (7 um desde el extremo apical, n= 28). Para determinar si los
acumulos de GFP-YPT-1 correspondian a cisternas de Golgi, se examin6 la
distribucion intracelular de GFP-YPT-1 después de afiadir Brefeldina A (BFA). En
diversos estudios se ha demostrado que este metabolito flngico altera la
organizacion de Golgi en hongos filamentosos (Pinar et al., 2013a; Pantazopoulou
and Pefalva, 2011). La exposicién de BFA en hifas de N. crassa en crecimiento
indujo a la formacién de agregados con GFP-YPT-1 y a la reduccién de putativas
cisternas de Golgi (Fig. 33 A, Video S1). El tratamiento con BFA provocé ademas
una interrupcion temporal en la acumulaciéon de GFP-YPT-1, tDIMER-2-YPT-31 y
GFP-SEC-4 de los apices de las hifas, asociado a un cese del crecimiento,
hinchamiento de las puntas y desensamble del Spitzenkérper (Fig. 33 A). Bajo el
efecto de la BFA hifas que co-expresaban CHS-1-mChFP o tDIMER-2-YPT-31 y
GFP-YPT-1 mostraron la formacion de agregados de YPT-1, pero no de CHS-1 o
YPT-31 (Fig. 33 B, panel 1y 2, Video S1). De manera interesante, se observdo CHS-
1-mChFP pero no GFP-YPT-1 en el nucleo del Spitzenkorper (Fig. 33 B, panel 1).
De manera similar a YPT-31, ante la exposicion de BFA no se detecté a GFP-SEC-

4 en agregados similares a los observados para GFP-YPT-1 (Fig. 33 A). Para
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explorar a detalle la distribucion de YPT-1 en las distintas subpoblaciones de
cisternas de Golgi, se co-expres6 GFP-YPT-1 o mChFP-YPT-1 con distintos
marcadores de Golgi como USO-1, VRG-4, VPS-52 y SEC-7, en ausencia o
presencia de BFA.

A
Pypt1-GFP-YPT-1 + BFA tDIMER-2-YPT-31 + BFA Psec-4-GFP-SEC-4 + BFA

GFP-YPT-1 + BFA

04'

CHS-1-mChFP + BFA tDIMER-2-YPT-31 + BFA

TRASLAPE TRASLAPE

Figura 33. La Brefeldina A (BFA) altera la distribucién de YPT-1 asociada a cisternas de Golgi.

A. Eltratamiento con BFA en hifas que expresaban las Rab GTPasas (YPT-1, YPT-31 y SEC-4) con
etiquetas fluorescentes no provoco la acumulacién de tDIMER-2-YPT-31 o GFP-SEC-4 como se
observo en GFP-YPT-1. Notese que la localizacion de las distintas Rabs en el Spitzenkérper se
interrumpio temporalmente en los apices de las hifas hinchadas. Barras, 5 uym.

B. Panel 1: Andlisis por LSCM mostro la formaciéon de agregados con GFP-YPT-1y a CHS-1-mChFP
(Sanchez-Leodn et al., 2011) localizada en la region central del Spitzenkdrper ante la exposicion a
BFA (~7 min). Notese la ausencia de CHS-1y YPT-1 en los agregados presentes en las regiones
subapical de la hifa. Barra, 10 um. Panel 2: La exposicidn a la BFA en células que co-expresan
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tDIMER-2-YPT-31 y GFP-YPT-1 no provocd la agregacion de tDIMER-2-YPT-31 en contraste a
lo observado con la GFP-YPT-1. Barra, 5 uym.

6.5.2 Distribucion Subcelular de YPT-1y USO-1

En S. cerevisiae y en mamiferos Usolp/p115 es una proteina grande de anclaje con
dominio coiled-coil, la cual es reclutada por Yptlp/Rabl (Allan et al., 2000; Cao et
al., 1998) y es necesaria, a través de la interaccion con GM130 (Barr et al., 1998)
(Shorter and Warren, 1999; Moyer et al., 2001) para el anclaje inicial de vesiculas
secretoras derivadas de RE hacia Golgi temprano o cis-Golgi (Beard et al., 2005). La
expresion de USO-1-GFP bajo el control del promotor propio Puso-1, reveld la
distribucién de multiples estructuras fluorescentes distribuidas a lo largo de las hifas
(Fig. 34 A); la morfologia y distribucion subcelular de las estructuras marcadas con
USO-1-GFP fueron similares a las putativas cisternas de Golgi marcadas con YPT-
1 (Fig. 30B, panel 1, cabezas de flecha). En regiones distales y subapicales distales
(>36.2 um desde el extremo apical, n= 30) se identific6 a USO-1-GFP y mChFP-
YPT-1 co-localizando en mudltiples particulas, posiblemente cisternas de Golgi
temprano (Fig. 34 B, panel 1, cabezas de flecha; Fig. 34 C). Aunque ambas proteinas
co-localizaron en algunas estructuras, el patron de la sefal fluorescente exhibi6
pleomorfismos (Fig. 34 B, panel 1, 3-6; Video S2), posiblemente resultado del
comportamiento dindmico de las cisternas de Golgi durante el proceso de
maduracion de este organelo. Se identific6 ademas estructuras marcadas con
MChFP-YPT-1 que no co-localizaron con USO-1-GFP (Fig. 34 B, flechas). La
exposicién a BFA provoco un cambio en la distribucion en las cisternas fluorescentes
(Fig. 34 B, panel 2). La inspeccion visual de las sefiales fluorescentes sugirié que
casi todas las cisternas marcadas con USO-1-GFP co-localizaban con una fraccion
de las cisternas marcadas con mChFP-YPT-1 (Fig. 34 B, panel 2 inferior). Para
cuantificar el grado de co-localizacién se calcul6 el ICQ (Cociente de Correlaciéon de
la Intensidad) a partir de las imagenes de hifas con y sin tratamiento de BFA. El
indice de ICQ mide la relacion entre las intensidades relativas entre dos particulas
fluorescentes (Li et al., 2004). La distribucién azarosa de dos particulas fluorescentes
arrojan un ICQ cercano a 0, mientras que particulas que co-localizan definen un ICQ
en el rango de 0 < ICQ < +0.5 y las que no-colocalizan definen un ICQ de 0 > ICQ =

-0.5. En células no tratadas los valores de ICQ (Media + Error Estandar) fueron de
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0.144 £ 0.026 (n= 8), mientras que las células tratadas con BFA los valores de ICQ

fueron significativamente mayores 0.212 £ 0.019 (n=5) (t-Student, p< 0.01).

Puso-1-USO-1-GFP
F oo s Lo

YPT-1% USO-1 YPT-1/USO-1% 18.8*3.5um

- BFA + BFA

mChFP-YPT-1

Puso-1- B
USO-1-GFP

TRASLAPE il

D
443*8.2 um 1 362153 um

mChFP-YPT-1

VRG-4-GFP

TRASLAPE

n>30

Figura 34. YPT-1 se asocia con cisternas de Golgi temprano.

A.

B.

Andlisis por LSCM mostré a USO-1-GFP en numerosas estructuras puntuales en las regiones
subapicales distales y proximales de la hifa. Barra, 5 ym.

Panel 1: Co-expresion de mChFP-YPT-1 y el marcador de Golgi temprano USO-1-GFP (cabezas
de flecha) mostrando co-localizacion de YPT-1y USO-1 en algunas cisternas de Golgi localizadas
en las regiones distales y subapicales distales de las células. Barra: 5 ym. Panel 2: Exposicion a
la BFA indujo a la agregacion de USO-1-GFP y mChFP-YPT-1 (cabezas de flecha). Nétese que
una fraccién de agregados con mChFP-YPT-1 (flechas) no co-localizaron con USO-1-GFP. Barra:
5 um. Panel 3-6: Magnificacion digital de particulas co-localizando en panel 1 (cabezas de flecha)
mostrando como ambas proteinas ocupan distintos dominios de las cisternas de Golgi
identificadas. Barra: 1 um.

llustracion de la distribucion subcelular de mChFP-YPT-1y USO-1-GFP y sus posiciones relativas
respecto a los apices de las hifas (Media + Error Estandar).

Panel 1: La co-expresiéon de mChFP-YPT-1 y VRG-4-GFP (Bowman et al., 2012) revel6 la
presencia de una poblacién mixta de cisternas individuales (flechas) y cisternas que co-localizan
(cabezas de flecha). Panel 2: Los agregados de mChFP-YPT-1 formados por la exposicién a la
BFA co-localizaron con las cisternas de Golgi marcadas con VRG-4-GFP (cabezas de flecha).
Barras, 5 uym.

6.5.3 Distribucion subcelular de YPT-1y VRG-4

Vrg4 (Vanadate resistant gene 4) es un transportador de manosa, cuya localizacién

ha sido reportada en estructuras de Golgi en diferentes especies fungicas (Bowman
et al., 2012; Dean et al., 1997; Jackson-Hayes et al., 2008; Nishikawa et al., 2002).
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Evidencia experimental del transportador de GDP-manosa en S. cerevisiae, Vrg4p,
sugiere que la proteina se recicla entre RE y Golgi (Abe et al., 2004). Para analizar
mas a detalle las diferentes poblaciones de cisternas de Golgi se co-expresaron
MChFP-YPT-1y VRG-4-GFP. Los andlisis de imagenes revelaron la co-localizacién
de ambas proteinas en una sub-poblacion de cisternas de Golgi (Fig. 34 D, panel 1,
cabezas de flecha; Video S3). A pesar de que se observaron numerosas estructuras
co-localizando, también se observaron particulas con una sola sefial fluorescente
(Fig. 34 D, panel 1, flechas). La exposicion a la BFA indujo a la tipica morfologia
aberrante de las cisternas de Golgi, caracterizada por las agregaciones de las
cisternas de Golgi marcadas con mChFP-YPT-1 las cuales co-localizaron con todas
las particulas marcadas con VRG-4-GFP (Fig. 34 D, panel 2, cabezas de flecha). El
valor de ICQ en células no tratadas con BFA respecto a las que recibieron
tratamiento con la droga se increment6 de manera significativa de 0.091 + 0.025 (n=
12) a 0.201 + 0.025 (n= 10) (t-Student, p< 0.01).

6.5.4 Distribucion subcelular de YPT-1y SEC-7

Para determinar si las particulas con YPT-1 que no co-localizaron con USO-1/VRG-
4 en los experimentos anteriores correspondian a cisternas de Golgi tardio, se
realizaron ensayos de co-localizacién de YPT-1 y SEC-7 (NCU07658.7, ortéloga
putativa de Sec7p en N. crassa). En S. cerevisiae, SEC-7 codifica para un factor
intercambiador de guaninas (GEF) que activa GTPasas (Arfs) en cisternas de Golgi
tardio (-trans) (Sata et al., 1998; Achstetter et al., 1988). Analisis de la localizacion
intracelular y dinamica de Golgi en S. cerevisiae y A. nidulans revel6 que Sec7 puede
ser usado como un marcador genuino de cisternas de Golgi tardio (Matsuura-Tokita
et al., 2006; Losev et al., 2006; Pantazopoulou and Pefialva, 2009). La busqueda
BLAST revel6 que la proteina de N. crassa (NCUQ7658.7) codifica para una proteina
con una identidad general de 38% y 57% en relacion a Sec7p (NP_010454) de S.
cerevisiae y HypBSe¢’ (AN6709) de A. nidulans, respectivamente. Ademas la
prediccion de la secuencia de aminoacidos de NCU07658.7, contiene el dominio
Sec7 (Pfam: PF01369). Por lo tanto la proteina de N. crassa NCU07658.7 fue
designada como SEC-7. SEC-7 se etiquetdé endégenamente con GFP y se reguld su
expresion bajo su propio promotor, permitiendo identificar algunas de las estructuras
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fluorescentes, posiblemente cisternas de Golgi tardio a lo largo de las hifas (Fig. 35
A, n> 30); ocasionalmente algunas de estas estructuras se observaron cerca de las
puntas de las hifas (Fig. 35 A, cabezas de flecha). Como se esperaba, la co-
expresion de SEC-7-GFP y mChFP-YPT-1 revel6 que ambas proteinas co-
localizaban en algunas cisternas de Golgi tardio putativas (Fig. 35 B, panel 1). Esta
co-localizacion se incrementé levemente durante el tratamiento con BFA (Fig. 35 B,
panel 2). Los promedios de ICQ antes y después del tratamiento fueron de 0.122 +
0.037 (n=5) y 0.154 = 0.030 (n= 8), respectivamente. De manera inesperada, el
tratamiento con BFA provoco la acumulacion de SEC-7-GFP en el Spitzenkorper

(Fig. 35 B, panel 2; n> 20), en contraste con las células no tratadas.
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Figura 35. YPT-1 se asocia con cisternas de Golgi tardio.

A. Andlisis por LSCM del marcador de Golgi tardio SEC-7 etiquetado con GFP revel6 humerosas
estructuras puntuales fluorescentes distribuidas en regiones distales y subapicales de las hifas.
Nétese la presencia de SEC-7-GFP en los apices de las hifas. Barra, 10 um.

B. Panel 1: La co-expresion de mChFP-YPT-1 y SEC-7-GFP mostrd una co-localizacion parcial en
las cisternas de Golgi tardio (cabezas de flecha). Panel 2: Exposicién a la BFA caus6é una
reduccion y agregacion de estructuras fluorescentes con YPT-1 y SEC-7; se muestra ademas co-
localizacion parcial (cabezas de flecha). Nétese que la presencia de GFP-SEC-7 en el
Spitzenkdrper. Barra, 10 uym.

C. Panel 1: La co-expresion de GFP-YPT-1 y tDIMER-2-VPS-52 (Bowman et al., 2012) mostré que
todas las particulas con VPS-52 co-localizaron con YPT-1 en una subpoblacién de cisternas de
Golgi. Panel 2: La BFA caus6 una pérdida de la localizacion de tDIMER-2-VPS-52 en todas las
cisternas de Golgi marcadas con GFP-YPT-1. Barra, 5 um.
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D. Panel 1. SEC-7-GFP y tDIMER-2-VPS-52 se identificaron en numerosas estructuras puntuales
gue mostraron una co-localizacién parcial (cabezas de flecha). Panel 2: Agregacién de SEC-7 y
desensamble de VPS-52 ante los efectos de la BFA. Barra, 10 um. Panel 3: Magnificacion digital
de particulas fluorescentes en el panel 1 mostrando ambas proteinas en las mismas estructuras
(cabezas de flecha), pero también en estructuras individuales (flechas). Bar, 2 ym.

6.5.5 Distribucién subcelular de YPT-1y VPS-52

En estudios previos, se observdo a VPS-52 en N. crassa en cisternas de Golgi
separadas de las cisternas de Golgi temprano, las cuales estaban marcadas con el
transportador de calcio PMR-1; estas observaciones guiaron a los autores a concluir
gue VPS-52 posiblemente se encontraba en cisternas de Golgi tardio (Bowman et
al., 2012). El complejo GARP (Golgi Associated Retrograde Complex) es un factor
de anclaje “tether” multimérico involucrado en el trafico retrégrado de vesiculas
derivadas de endosomas hacia Golgi tardio o TGN (Red Trans-Golgi) (Conibear and
Stevens, 2000). Se ha demostrado que este complejo, compuesto por las
subunidades Vps51p, -52p, -53p, -54p, es reclutado por la Rab GTPasa Ypt6p/Rab6
en Golgi tardio (Siniossoglou and Pelham, 2001; Liewen et al., 2005). Sin embargo
en A. nidulans, RabC, homodlogo de Yptép de la levadura se identific6 en
compartimentos de Golgi temprano y tardio (Pantazopoulou and Pefialva, 2011). En
un estudio con S. cerevisiae se encontré a Yptlp en cisternas de Golgi tardio y se
reporté que esta Rab GTPasa podria estar regulando el trafico vesicular entre
endosomas tempranos y Golgi tardio (Sclafani et al.,, 2010). Para confirmar la
distribucién de YPT-1 en Golgi tardio, se analiz6 la distribuciéon de GFP-YPT-1 y
tDIMER-2-VPS-52 en hifas maduras de N. crassa. La localizacion de algunas de las
cisternas evidenciadas por tDIMER-2-VPS-52 coincidié con cisternas de Golgi
marcadas con GFP-YPT-1 (Fig. 35 C, panel 1, cabezas de flecha). Los andlisis de
imagenes arrojaron un ICQ de 0.177 + 0.013 (n= 4). Ante los efectos de la BFA,
tDIMER-2-VPS-52 se disperso en el citosol provocando un incremento en la sefal
fluorescente en el citoplasma, concomitante con la ausencia de la proteina en
presuntas cisternas de Golgi tardio (Fig. 21 C, panel 2). Aunque se habia sugerido
gue VPS-52 se localizaba en cisternas de Golgi tardio (Bowman et al., 2012), hasta
ahora, su distribucion en este organelo no se habia confirmado. La co-expresion de
SEC-7-GFP y tDIMER-2-VPS-52 mostr6 que ambas proteinas co-localizan
parcialmente en las mismas estructuras (Fig. 35 D, panel 1 y 3). Andlisis de co-
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localizacion arrojaron un ICQ de 0.113 + 0.017 (n= 21). El tratamiento con BFA indujo
a la agregacion de cisternas de Golgi marcadas con SEC-7-GFP y la dispersion de
tDIMER-2-VPS-52 en el citosol (Fig. 35 D, panel 2).

6.6 YPT-1 se distribuye en unared tubular

Ademas de la distribucion de YPT-1 en las cisternas de Golgi y en el nacleo del
Spitzenkdrper, se encontré YPT-1 en otras membranas subcelulares. En regiones
distales de las hifas (79.6 £ 22.8 um, n=7), se encontr6 a mChFP-YPT-1 decorando
numerosas estructuras parecidas a tabulos (Fig. 36 A, panel 1). Ninguna de estas
estructuras se observaron cerca de la region apical o distal-subapical de las hifas.
Los andlisis por microscopia TIRF revelaron que la longitud y posicién de los tubulos
con YPT-1 variaba a lo largo de la hifa (Fig. 36 B). Las estructuras tubulares
frecuentemente se arreglaban en una red poco densa de filamentos que presentaban
un comportamiento muy dinamico (Fig. 36 C; Video S4); algunas veces estos tubulos
se encontraron formando ramas o bucles (Fig. 36 C, cabezas de flecha). Para
descartar la posibilidad de que los tubulos correspondieran a alguna poblacién de
microtubulos se co-expresaron mChFP-YPT-1 y, como marcador de microtubulos,
BML-GFP. No se observd co-localizacion alguna de ambos marcadores,
confirmando que las estructuras tubulares marcadas por YPT-1 no pertenecen a
estructuras relacionadas al citoesqueleto microtubular (Fig. 36 A, panel 2-4; Video
S5).
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Figura 36. YPT-1 se asocia con estructuras tubulares en regions distales de las hifas.

A. Panel 1. Los analisis por LSCM mostaron a mChFP-YPT-1 decorando estructuras tubulares
(flechas) localizadas en regiones distales de las hifas (79.6 + 22.8 um, n=7). Nétese el gradiente
de este tipo de estructuras tubulares/vesiculares desde la region subapical distal a la region apical
de la hifa. Panel 2-4: La co-expresion del marcador de microtibulos BML-GFP y mChFP-YPT-1
mostré la ausencia de co-localizacién de los microtibulos marcados con GFP (3, flechas) con las
estructuras tubulares marcadas con YPT-1; Nétese que la longitud de las estructuras tubulares
marcadas con YPT-1 (2, cabezas de flecha) es menor en comparacion a los microtibulos
marcados con GFP. Barras, 5 ym.

B. Microscopia TIRF revel6 que las estructuras tubulares de YPT-1 se orientan de manera paralela
principalmente respecto al eje longitudinal de las hifas. Barra, 5 ym.

C. Imagenes en serie de tiempo mostrando tabulos de YPT-1 formando bucles (flechas) y ramas
(cabezas de flecha). Nétese el pandeo o encogimiento de los tibulos a través del tiempo (cabezas
de flecha sin relleno). Barra, 5 ym.

6.7 YPT-1 no selocaliza en endosomas

Estudios previos demostraron que la Yptlp/Rabl posee un papel en el trafico
endocitico (Sclafani et al.,, 2010; Mukhopadhyay et al., 2011). Mientras que la
mayoria de las observaciones indicaron que la YPT-1 de N. crassa se localizaba
principalmente en diferentes cisternas de Golgi, no se excluyé la posibilidad de que
algunas de las estructuras observadas correspondian a endosomas tempranos.
Ademas, se observé una co-localizacion parcial entre los puntos citoplasmaticos
fluorescentes de YPT-1 y membranas marcadas con FM4-64 (Fig. 37 A, cabezas de

flecha). Para descartar esta posibilidad se co-expresaron mChFP-YPT-1 y el
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marcador de endosomas tempranos YPT-52 previamente etiquetado con GFP en el
extremo amino terminal (Seidel et al., 2013). No se observé co-localizacion entre
endosomas tempranos marcados con GFP-YPT-52 y ninguna de las estructuras
marcadas con mChFP-YPT-1 (Fig. 37 B, Video S6). Cada una de las muestras
analizadas present6 un valor de ICQ de -0.5. Para verificar que las estructuras con
GFP-YPT-52 no correspondian a cisternas de Golgi se expuso las hifas a la BFA. No
se observaron cambios en la localizacion de GFP-YPT-52 con respecto a las hifas

sin tratamiento (Fig. 37 C).
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Figura 37. YPT-1 no se localiza en endosomas tempranos.

A. Se observd una co-localizaciéon parcial de FM4-64 y las estructuras marcadas con GFP-YPT-1
(cabezas de flecha). Note la distribucidon de mayor extension de FM4-64 comparado a YPT-1, en
el Spitzenkorper.
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B. La co-expresion del marcador de endosomas tempranos GFP-YPT-52 [(Seidel et al., 2013)] y
MChFP-YPT-1, no mostré co-localizacién alguna entre las estructuras asociadas a YPT-1
(flechas) y los endosomas tempranos (cabezas de flecha). Barra, 5 um.

C. La exposiciéon a la BFA no mostré alteraciones en la distribucion de endosomas tempranos
marcados con GFP-YPT-52. Barra, 5 um.

6.8 Andlisis de la distribucién de YPT-1 bajo el efecto de
inhibidores del citoesqueleto

6.8.1 Distribucion subcelular de YPT-1 bajo el efecto del Benomilo

El Benomilo provocd cambios severos en la morfologia celular tales como:
hinchamiento de los apices de las hifas (Fig. 38 A), alteraciones en la direccién del
crecimiento (Fig. 38 B, flecha roja y 38 C), distribucién anormal de ndcleos e hiper-
ramificacion (Fig. 38 B, panel 3). Ademas se observo durante los primeros minutos
del tratamiento la presencia de un gran numero de particulas fluorescentes en
regiones apicales y subapicales de las hifas, de tamafio y morfologia distinta las
observadas con YPT-1 sin el tratamiento (Fig. 38 A, panel 1, flechas). A los 15
minutos de tratamiento se observo una reduccion de las particulas fluorescentes y la
aparicion de estructuras fluorescentes de mayor tamafio, similares a las cisternas de
Golgi putativas, localizadas muy cercanas a la punta (Fig. 38 B, panel 1y 2). De
manera notable se observd que el efecto del inhibidor alter6 transitoriamente la
localizacion de YPT-1 en el Spitzenkorper (Fig. 38 B).
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Figura 38. Efecto del Benomilo en la localizacién subcelular de YPT-1.

A. Hinchamiento en region apical de hifas ante la exposicién al Benomilo (~ 8 min) (Paneles 1y 2).
Nétese a GFP-YPT-1 en la region apical, en una estructura similar al Spitzenkoérper pero de
tamafio reducido; ademas de la presencia de numerosos puntos fluorescentes acumulados en la
regién apical y subapical de las hifas. Barra, 5 ym.

B. Ante el efecto del Benomilo (> 15 min) algunas hifas mostraron alteraciones en la direccionalidad
del crecimiento (flecha rojas; ver C y D) y distribuciéon anormal de nuicleos con morfologia circular
(Panel 3). Nétese la presencia de GFP-YPT-1 en el Spitzenkérper (Panel 1y 2, cabezas de flecha)
y en cisternas de Golgi putativas, en algunas de las hifas Barra, 10 um.

C y D. El tratamiento con Benomilo (> 25 min) provoco defectos en la formacién de ramificaciones y
ausencia de GFP-YPT-1 en apices con morfologia no hifoide. Notese la acumulacion de
fluorescencia dispersa en regiones apicales y subapicales de las hifas (flechas rojas). Barras, 10
pm.

6.8.2 Distribucion de YPT-1 bajo el efecto de Latrunculina A (Lat A)

La despolimerizacion del citoesqueleto de actina, por el efecto de Lat A, provoco el
desensamble del Spk concomitante con severos cambios morfologicos de las hifas,
tales como: crecimiento isotrépico (Fig. 39, panel 1), ramificacion dicotdmica de hifas
(Fig. 39, panel 2) e hiper-ramificacién (Fig. 39, panel 3). Durante los primeros minutos

(~5 min) fue recurrente la observacion de apices hinchados, los cuales contenian un
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gran numero de particulas de tamafo reducido (Fig. 39, panel 1) similares a las
observadas en el tratamiento de las hifas con Benomilo (Fig. 38, panel 1). Fue
notable la ausencia de GFP-YPT-1 localizada en la regién del Spitzenkorper de todas

las hifas sometidas al tratamiento con Lat A.

GFP-YPT-1 + LatA

Figura 39. Efecto del Latrunculina A (LatA) en la localizacién subcelular de YPT-1.

La exposicion a LatA (> 5 min) provoc6 hinchamiento en la regién apical de hifas (Panel 1), defectos
en la formacion de ramificaciones (Paneles 2 y 3). Nétese la ausencia de YPT-1 en la region apical
en todas las hifas y la presencia de numerosas particulas distribuidas en regién apical y subapical
proximal de las hifas después de los 5 minutos del tratamiento. Barras, 5 ym.
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7 Discusion

El Spitzenkdrper es una estructura pleomorfica que estd involucrada en el
crecimiento de las hifas y la morfogénesis de numerosas especies fungicas [revisado
en (Riquelme and Sanchez-Leon, 2014)]. Estudios previos han revelado que el
Spitzenkdrper esta presente en las hifas en crecimiento de N. crassa y que posee
una alta concentracion vesiculas de distinto tamafio organizadas en distintos
estratos; ademas se ha identificado que estas vesiculas contienen enzimas de
distinta naturaleza importantes para la biosintesis de la pared celular (Verdin et al.,
2009; Riquelme et al.,, 2007). En A. nidulans dos Rab GTPasas RabC y RabO,
homologas a Rab6/Yptép y Rabl/Yptlp en mamiferos y en S. cerevisiae han sido
identificadas en el Spitzenkorper (Pantazopoulou and Pefalva, 2011; Pinar et al.,
2013a). En este estudio se pudo identificar a las Rab GTPasas de N. crassa YPT-1,
YPT-31y SEC-4 en los diferentes estratos del Spitzenkérper (Fig. 40 A), sugiriendo
qgue las distintas Rabs podrian estar regulando de modo diferencial el trafico de
diferentes poblaciones de vesiculas del Spitzenkdrper.
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Figura 40. Distribucion de Rabs en el Spitzenkérper.

A. Representacion esquemética de la distribucién de proteinas Rabs en los diferentes estratos del
Spitzenkdrper donde se han identificado previamente otros marcadores.

B. llustracion mostrando la transposicion de microvesiculas y macrovesiculas acumuladas en
estratos diferentes en el Spitzenkorper de N. crassa y el modelo de morfogénesis fungica Centro
Suministrador de Vesiculas (VSC). De acuerdo al modelo, el VSC (= Spitzenkdrper) colecta
vesiculas que arriban de regiones distales de la hifa y las distribuye en todas la direcciones de
manera equidistante hasta que las vesiculas alcanzan se fusionan con la membrana plasméatica
[modificaado de (Bartnicki-Garcia et al., 1989)].

La presencia constante de Rab GTPasas en el Spitzenkdrper sugiere que la tasa de

descarga de vesiculas desde el Spitzenkdrper es igual a la tasa de llegada de
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vesiculas hacia esta estructura, lo cual es consistente con el modelo del Centro
Suministrador de Vesiculas (VSC) para la morfogénesis fungica, el cual propone que
las vesiculas secretoras que llegan desde regiones distales de la hifa se acumulan
temporalmente en el Spitzenkorper antes de ser descargadas hacia la membrana
plasmatica (Bartnicki-Garcia et al., 1989) (Fig. 40 B). Las tasas de recuperacion de
la fluorescencia obtenidas de los analisis de los ensayos FRAP en otras especies
fungicas indican que las vesiculas secretoras putativas exhiben un comportamiento
altamente dindmico en el Spitzenkorper (Dijksterhuis and Molenaar, 2013; Jones and
Sudbery, 2010; Pantazopoulou et al., 2014). Los analisis FRAP en N. crassa
revelaron que el tiempo medio de recuperacion (ti2) para YPT-1y YPT-31 estuvo
entre los 10 y 16 s, sugiriendo la existencia de un flujo abundante de vesiculas que
arriban al Spitzenkorper, en concordancia con los célculos de Trinci (Prosser and
Trinci, 1979). En A. nidulans y C. albicans se obtuvieron ti2 de 7 y 10 s en ensayos
de FRAP para RabERABLl y Sec4, ortélogos de YPT-31, respectivamente (Jones and
Sudbery, 2010; Pantazopoulou et al., 2014). A pesar de las diferencias en las tasas
de crecimiento reportadas para N. crassa (~60 pym/min) (Hickey et al., 2002), C.
albicans (0.25 pm/min) (Jones and Sudbery, 2010) y A. nidulans (0.5-1 ym/min)
(Horio and Oakley, 2005), se obtuvieron valores promedio similares de ti2 para las
Rabs mencionadas, indicando que las tasas de recambio de vesiculas hacia el
Spitzenkdrper son independientes de las tasas de crecimiento. Los promedios de ti2
para YPT-1 y YPT-31 fueron inferiores que los obtenidos para FM4-64 y CHS-1,
sugiriendo una alta tasa de recambio de las Rabs en el Spitzenkdrper en relacién
con los otros marcadores. Los andlisis FLIP de GFP-YPT-1 en regiones subapicales
de la hifa mostraron una reduccion significativa de la fluorescencia en el
Spitzenkdrper. Se podria especular que estas Rab GTPasas se unen a las
membranas de las vesiculas secretoras antes de llegar al Spitzenkorper, y después
de arribar a esta estructura se disocian de las vesiculas. Este comportamiento podria
explicar el tiempo de permanencia reducido de las Rabs en el Spitzenkorper
comparado al de CHS-1 y FM4-64, los cuales se encuentran supuestamente
inmersos en la membrana de las vesiculas. Andlisis de la topologia de las CHS de
N. crassa revelaron la presencia de 4 a 7 dominios transmembranales (Fajardo-

Somera, 2013; Riquelme and Bartnicki-Garcia, 2008), ademas se ha demostrado
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gue la sefal fluorescente de marcadores lipofilicos como el FM4-64 depende de su

asociacion a membranas (Betz et al., 1996).

Se identificé a YPT-1 en el nucleo del Spitzenkorper de N. crassa, co-localizando
casi completamente con CHS-1. En un estudio reciente, se identifico a YPT-1 entre
proteinas que co-inmunoprecipitaron con CHS-1, CHS-4 y CHS-5 (Fajardo-Somera
et al., 2015). Ademas se encontré que GFP-YPT-1 sediments en fracciones con un
rango de densidad similar a la densidad (1.125 g/ml) de las fracciones con alta
actividad quitina sintasa reportadas en estudios previos (Bartnicki-Garcia et al., 1984;
Leal-Morales et al., 1994; Verdin et al., 2009). En general, toda la evidencia obtenida
apunta a que YPT-1 podria tener un papel en el trafico pre-exocitico de las
microvesiculas del Spitzenkdrper, incluyendo a los quitosomas. El papel hipotético
de YPT-1 en la regulacién del trafico de microvesiculas quitosomales en el
Spitzenkorper, afiade otra funcién para YPT-1, ademas del papel descrito en S.
cerevisiae y en células de mamiferos en la interfase de reticulo endoplasmatico-
Golgi, endosomas-Golgi y autofagosomas (Barrowman et al., 2010; Lynch-Day et al.,
2010). Esta “promiscuidad” funcional de YPT-1 en las distintas etapas de la ruta

secretora es probablemente finamente regulada por GEFs y GAPs correspondientes.

Ypt31/32p se han localizado en sitios de crecimiento polarizado en levaduras (Jedd
etal., 1997). Estas Rab GTPasas participan en un mecanismo de cascada reclutando
a Sec2p, proteina GEF que subsecuentemente activa a la Rab post-Golgi Sec4p, en
vesiculas secretoras (Ortiz et al., 2002). Andlisis de la secuencia de amino acidos de
las Rabs de N. crassa SEC-4 y YPT-31 revelaron un alto grado de identidad con las
Rabs Sec4p/Rab8 y Ypt32p/Rabll, respectivamente. Ademas, el alineamiento de
las secuencias mostré un alto grado de conservacion de las regiones identificadas
(motivos G, Regiones Switch 1y I, y RabSF1-4). La evidencia sugiere que tanto SEC-
4 como YPT-31 de N. crassa son en realidad proteinas homoélogas de las Rab8 y
Rabll, respectivamente. Se encontro que en N. crassa YPT-31 se distribuye en el
estrato periférico del Spitzenkdrper circundando al ndcleo marcado por YPT-1. Dada
la distribucion de FM4-64 y YPT-31 en la region periférica del Spitzenkorper se
esperd obtener tasas similares de recuperacion de la fluorescencia después del

fotoblanqueamiento tanto como para el marcador lipofilico como para la Rab
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GTPasa. Sin embargo, el ti2 de YPT-31 fue significativamente inferior que el de ti2
de FM4-64, sugiriendo que YPT-31 al igual que YPT-1 se asocia transitoriamente a
las vesiculas del Spitzenkdrper, mientras que FM4-64 permanece mas tiempo en las
membranas de las vesiculas. Aunque se requiere de una mayor evidencia
bioquimica para descifrar la asociacion diferencial de YPT-1 y YPT-31 con las
diferentes vesiculas que conforman el Spitzenkorper, los resultados de los
experimentos de localizacién y las diferencias en los ti2 indican que las Rab
GTPasas podrian estar involucradas en la estratificacion finamente orquestada del
Spitzenkdrper. Ademas, se identific6 a SEC-4 distribuida de manera similar a YPT-
31 en la capa externa del Spitzenkorper. Estos resultados son consistentes con el
papel de Ypt31/32p y Secdp en los ultimos pasos del trafico vesicular de la ruta
secretora. Sec4 ha sido previamente identificada en apices de las hifas de C.
albicans, Aspergillus fumigatus y Ashbya gossypii (Jones and Sudbery, 2010;
Powers-Fletcher et al., 2013; Schmitz et al., 2006). Notablemente, en N. crassa no
solo SEC-4, sino también YPT-31 esta involucrada en el trafico de macrovesiculas.
Recientemente, la caracterizacion del complejo del Exocisto revelé que las
subunidades SEC-3, EXO-70 y EXO-84 estan parcialmente asociadas al estrato
macrovesicular del Spitzenkorper (Riquelme et al., 2014). En C. albicans, basado en
las diferencias de la dinamica y patrones de localizacién observados para Sec4 y
componentes del Exocisto (i.e. Exo70 y Exo84), se ha propuesto que las vesiculas
secretoras del Spitzenkdrper se asocian con el Exocisto en la superficie celular
(Jones and Sudbery, 2010). En N. crassa la co-localizacién parcial de EXO-70y YPT-
31 en la region macrovesicular del Spitzenkdrper sugiere que las vesiculas
secretoras asociadas a YPT-31 se asocian a subunidades del Exocisto (i.e. EXO-70)
en la periferia del Spitzenkdrper desde donde son posiblemente dirigidas hacia sitios
de exocitosis. Se requieren estudios mas especificos para determinar si las
subunidades del Exocisto localizadas en la region macrovesicular acttan como
efectores de SEC-4 o0 YPT-31. Todos estos resultados sugieren de manera indirecta
la existencia de mecanismos regulados por las Rabs para el ordenamiento en la
entrega de vesiculas hacia el Spitzenkorper y su subsecuente descarga hacia la

superficie apical de las hifas.
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La presencia de Rab GTPasas post-Golgi en el estrato periférico del Spitzenkdrper
sugiere que las proteinas secretadas, con destino al espacio extracelular y
contenidas en las vesiculas secretoras, posiblemente se encuentren en la misma
region periférica del Spitzenkorper. Se identifico a la invertasa 1 (INV-1) en el estrato
macrovesicular del Spitzenkorper, aunque la sefal fluorescente no fue muy
abundante, sugiriendo que posiblemente en N. crassa las macrovesiculas estan
involucradas en el trafico de las proteinas que se secretan al espacio extracelular.
La localizacion apical de INV-1 en N. crassa coincide con lo observado en Aspergillus
niger , donde se determindé que la glucoamilasa y proteinas extracelulares se
secretan al medio externo desde los apices de las hifas localizadas en el margen de
la colonia (Wdsten et al., 1991). La localizacion intracelular de la glucoamilasa de A.
niger en los apices de las hifas fue confirmada por microscopia de fluorescencia con
una version truncada de la proteina etiquetada en el carboxilo terminal con GFP
(GLA::GFP) (Gordon et al., 2000).

Ademas de la localizacién apical en N. crassa, INV-1-SFGFP también se encontro
en la superficie celular de conidios, y algunas hifas y septos (de regiones alejadas
de la zona de crecimiento). La distribucién observada de invertasa en la superficie
celular y septos coincide con analisis bioquimicos anteriores donde demostraron la
retencion de invertasa en paredes celulares de micelio y conidios de N. crassa
(Eberhart, 1961; Trevithick and Metzenberg, 1966). Mediante analisis
microautoradiograficos de micelio en crecimiento se determind que en A. niger y
Phanerochaete chrysosporium la secrecion de proteinas al medio extracelular ocurre
también en regiones centrales de la colonia (Wdsten et al., 1991). La distribucion de
proteinas secretadas en la superficie celular y en septos se ha reportado también
para A. niger y Aspergillus oryzae; para esta Ultima especie la a-amilasa fue
localizada en la regién periplasmica de los septos (Gordon et al., 2000; Hayakawa et
al.,, 2011). La presencia de invertasa en la superficie celular y septos de hifas
alejadas del borde de la colonia sugiere la existencia de mecanismos de secrecién

no apicales en hongos filamentosos.

En los analisis de sedimentacion se detectd a INV-1-SFGFP en fracciones de baja y

alta densidad, principalmente en las densidades de 1.088 g/mL y 1.147 g/mL;
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presentandose una concentracion significativamente mayor de la proteina en la
fraccion (soluble) de menor densidad, sugiriendo que una fraccion de la invertasa
obtenida de los extractos se encuentra en estructuras membranosas mientras que la
otra en forma libre o soluble. Es posible que el alto contenido de invertasa en la
fraccion soluble corresponda a la proteina del espacio periplasmico liberada después
de la homogenizacién. En las fracciones mas densas la baja concentracion de INV-
1-GFP encontrada posiblemente corresponda a la proteina contenida en vesiculas
secretoras; la ausencia de actividad invertasa en las fracciones mas densas
posiblemente se deba a que las membranas de las vesiculas secretoras impidieron

la exposicion de la proteina al substrato.

Otra de las proteinas que se identificaron en el estrato macrovesicular del
Spitzenkorper de N. crassa fue la subunidad catalitica del complejo -1,3-glucano
sintasa, FKS-1. La cual conserva un alto grado de identidad (64%) en su secuencia
de aminoacidos comparado a sus homélogos en otras especies fungicas; ademas
posee los dominios: FKS-1 (Pfam 14288), 3-1,3-glucano sintasa (Pfam02364) y ~16
DMTs, comunes en este grupo de proteinas. En S. cerevisiae, este complejo esta
compuesto de al menos dos componentes: la subunidad catalitica, Fkslp, y la
subunidad reguladora, Rholp (Kang and Cabib, 1986). Posteriormente se determiné
gue la GS-1 de N. crassa tiene también posiblemente un papel regulador en la
sintesis de -1,3-glucanos (Enderlin and Selitrennikoff, 1994; Tentler et al., 1997), al
igual que la Rho GTPasa Rho-1 (Richthammer et al., 2012). En otro estudio en esta
misma especie, se encontr6 a GS-1-GFP en el estrato macrovesicular del
Spitzenkdrper de las hifas (Verdin et al., 2009); ademas en gradientes de densidad
GS-1-GFP co-sediment6 principalmente en las fracciones con actividad (-1,3-
glucano sintasa (Verdin et al., 2009). Hasta ahora no se ha resuelto si FKS-1, GS-1
y/o RHO-1 forman parte del complejo macromolecular necesario para la sintesis de
B-1,3-glucanos; sin embargo, la evidencia bioquimica indirecta y de microscopia
apuntan a su existencia (Verdin et al., 2009; Richthammer et al., 2012).

Uno de los obstaculos para el andlisis de la localizacion subcelular de FKS-1 en N.
crassa ha sido la dificultad para etiquetar a la proteina tanto en el extremo amino

como carboxilo terminal (Riquelme, M. comunicacion personal). De manera similar
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en Schizosaccharomyces pombe el etiquetamiento con GFP en los extremos de
Bgs4p, proteina ortdloga a Fks1p, resultd en transformantes no viables (Cortés et al.,
2005). La insercion de gfp dentro del marco de lectura abierta de fks-1 de N. crassa,
permitié obtener transformantes que expresaban a FKS-1 fusionada “internamente”
a la GFP, fusidon que fue confirmada por Western blot. Esto sugiere que la sefal
fluorescente observada en los analisis de microscopia de fluorescencia,
corresponden verdaderamente a la construccién FKS-1-GFP'. Los intentos por
obtener transformantes homocariontes que expresaran FKS-1-GFP' no fueron
exitosos, sugiriendo la posibilidad de que la construcciéon no sea funcional Sin
embargo, en S. pombe usando una estrategia parecida se logré obtener el

etiquetamiento funcional de Bgs4p (Cortés et al., 2005).

El desarrollo de septos en hongos filamentosos involucra procesos finamente
regulados por la maquinaria citoesquelética y de biosintesis de pared (Mourifio-
Pérez, 2013; Mourino-Perez and Riquelme, 2013). Estudios de la estructura y
desarrollo de los septos en N. crassa, revelaron que la quitina es el principal
componente fibrilar de la pared septal (Hunsley and Gooday, 1974), ademas se
determind que en el septo ocurre incorporacion de glucosa, el monémero de los B-
glucanos, aunque de modo no especifico (Hunsley and Gooday, 1974). La presencia
de CHS durante el proceso de formacion de septos refuerza la hipétesis de que la
sintesis de quitina ocurre durante este proceso (Sanchez-Leo6n etal., 2011; Riquelme
et al., 2007). En este estudio no se logré observar a FKS-1-GFP' en los procesos de
formacion de septos en hifas maduras de N. crassa, sugiriendo que no hay sintesis
de B-1,3-glucanos en la pared del septo. Este resultado coincide con la resistencia a
laminarinasa (B-1,3-glucanasa) de las microfibrillas de los septos de N. crassa
(Hunsley and Gooday, 1974); Ademas, ninguno de los componentes del complejo
glucano sintasa en N. crassa (i.e. GS-1 o0 RHO-1) se han observado en septos en
formacion (Richthammer et al., 2012; Verdin et al., 2009). En contraste con esta idea,
en S. cerevisiae y S. pombe se ha observado B-glucano sintasas en los septos
(Cortés et al., 2005); ademas, la presencia de B-endoglucanasas (i.e. EGL-2 y EGL-
1) durante la septacion sugiere que estas enzimas posiblemente participan en la
hidrolisis de [B-glucanos de la pared septal (Martinez-Naiez, 2011).

Alternativamente, se podria especular que el contenido de $-1,3-glucanos del septo
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es relativamente bajo y en consecuencia no se requeriria altas concentraciones de
FKS-1. Se requieren estudios mas especificos para determinar la presencia de [3-
1,3-glucanos en la pared del septo y el posible papel de la FKS-1 de N. crassa en la

formacioén de esta estructura.

Debido a la distribucion de FKS-1-GFP' en el estrato macrovesicular del
Spitzenkorper, se pensé que el comportamiento dinamico de las macrovesiculas con
FKS-1-GFP! seria similar al observado con las vesiculas asociadas a YPT-31. Sin
embargo, la tasa de recuperacion de la fluorescencia (t12) para FKS-1-GFP' (~31.7
s) fue significativamente mayor comparada a las tasas de recuperaciéon de tDIMER-
2-YPT-31 (~9.9 s) o GS1-GFP (~10.2 s), mientras que para estos dos ultimos
marcadores no se encontro diferencias. Las diferencias entre los valores de ti2 de
GS-1y FKS-1, sugieren que ambas proteinas podrian estar interactuando de manera
transitoria. Aunque el valor promedio de t12 de FKS-1-GFP', respecto a los obtenidos
para otros marcadores, se puede explicar por la naturaleza de la interaccion de FKS-
1 con las macrovesiculas. La FKS-1 de N. crassa posee ~16 dominios
transmembranales, que le permitirian permanecer unida a las membranas de las
vesiculas y posteriormente a la membrana plasmatica del apice de las hifas; esta
dltima idea coincide con la distribucion observada de FKS-1-GFP! en la superficie del
domo apical de las hifas. Estos resultados sugieren la existencia de un flujo constante
de vesiculas con FKS-1 hacia el Spitzenkdrper, que posiblemente se acumulan en
esta estructura antes de fusionarse en la superficie celular. La localizacién en la
regibn macrovesicular del Spitzenkérper de GS-1-GFP y tDIMER-2-YPT-31 y los
valores promedios, casi idénticos, de ti2 (~10 s) obtenidos para ambas proteinas
sugieren que YPT-31 podria estar involucrada en el trafico de macrovesiculas con

GS-1, aunque se requiere experimentos mas detallados para confirmar esta idea.

FKS-1-GFP' se observé también en tubos germinativos (> 22 ym). FKS-1-GFP' se
identificd en la superficie celular apical y subapical proximal de las células, aunque
no se observo en alguna estructura similar al Spitzenkérper. En N. crassa se
determind que la aparicion del Spitzenkorper no ocurre en hifas con longitudes
menores a 150 uym (Araujo-Palomares et al., 2007). Analisis de la distribucion de

CHS en germinulas de N. crassa revelaron que estas proteinas no se acumulan a
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un nivel detectable en la regién apical de las germinulas (Sanchez-Ledn et al., 2011).
La acumulacion de FKS-1-GFP' a niveles detectables podria explicarse por la
necesidad de sintetizar concentraciones altas de (-1,3-glucano en éapices de las
germinulas. En N. crassa se ha demostrado que el contenido de B-1,3-glucano de la
pared celular es relativamente alto (~87%) (Maddi and Free, 2010; Free, 2013). La
observacion de FKS-1 en germinulas indica la existencia de biosintesis de (-1,3-

glucanos en etapas tempranas de la germinacion.

Es generalmente aceptado que el aparato de Golgi tiene un papel clave en el sistema
secretor de células eucariotas (Mowbrey and Dacks, 2009). A diferencia de la
organizacion apilada del aparato de Golgi observada en algunos organismos, las
cisternas de Golgi en algunas especies fungicas estan dispersas, es decir,
separadas en compartimentos de Golgi temprano y tardio, los cuales se pueden
resolver dpticamente por microscopia de campo claro (Wooding and Pelham, 1998).
De acuerdo al modelo propuesto de maduracién de las cisternas de Golgi, las
proteinas que atraviesan la ruta de secrecion son modificadas por un set de enzimas,
las cuales cambian en el tiempo dentro de una misma cisterna (Losev et al., 2006;
Matsuura-Tokita et al., 2006). Este modelo asume que las enzimas utilizadas en
Golgi temprano retornan, a través de vesiculas, a estas mismas cisternas después
de que son trasladadas a Golgi tardio efectuando de esta manera un proceso de
trafico retrogrado; de acuerdo a esto, las cisternas de Golgi tardio corresponden a
cisternas de Golgi temprano “maduras” que han adquirido proteinas de Golgi tardio.
Dentro de las diversas especies flngicas existe una amplia evidencia en la variacion
y morfologia del aparato de Golgi. Por ejemplo al contrario de las cisternas apiladas
de Golgi observadas en Schizosaccharomyces pombe y Pichia pastoris, S.
cerevisiae, N. crassa y A. nidulans poseen cisternas de Golgi dispersas (Mogelsvang
et al., 2003; Suda and Nakano, 2012; Bowman et al.,, 2012; Pantazopoulou and
Pefialva, 2011; Pinar et al., 2013a). Los procesos de secrecién proteica en Golgi
requieren un conjunto de funciones orquestadas por distintas Rabs para asegurar la
direccionalidad de las vesiculas hacia los distintos organelos (Hutagalung and
Novick, 2011). La proteina Yptlp de S. cerevisiae y la Rabl de mamiferos estan
involucradas en la regulacion del trafico vesicular desde y hacia las distintas

estructuras de Golgi (Barrowman et al., 2010). Ademas de la localizacion de YPT-1



115

en las puntas de las hifas de N. crassa, se identificO a la proteina en mdultiples
estructuras puntuales fluorescentes, a lo largo de las hifas; este patron de
distribucion fue similar a las estructuras previamente identificadas con marcadores
de Golgi (Bowman et al., 2012; Hubbard and Kaminskyj, 2008; Pinar et al., 2013a).
Los analisis de co-localizacion de YPT-1 con diferentes marcadores de Golgi
temprano y tardio confirmaron que esta Rab GTPasa se asocia con cisternas de
Golgi y participa en eventos de trafico en la interfase de Golgi en N. crassa. Un
estudio reciente en A. nidulans mostré que la BFA afecta la morfologia de Golgi
induciendo a la agregacion de las cisternas (Pinar et al., 2013a). En N. crassa, la
exposicion a la BFA indujo a la formacion de agregados de las cisternas de Golgi,
las cuales estaban marcadas con GFP-YPT-1 pero no de tDIMER-2-YPT-31,
confirmando que YPT-1 participa en los eventos de trafico de membranas a nivel de
Golgi. La ausencia de YPT-31 en estructuras similares y su localizacion exclusiva en
las puntas de las hifas sugiere que en N. crassa YPT-31 participa en etapas post-
Golgi de la ruta secretora, como previamente se ha reportado para Ypt31/32p en S.
cerevisiae (Jedd et al., 1997) y para RabERa11 en A, nidulans (Pantazopoulou et al.,
2014). Ante la exposicion a la BFA, el arribo de YPT-1y YPT-31 al Spitzenkorper fue
parcialmente interrumpido, mientras que la organizacion de cisternas de Golgi fue
drasticamente alterada. La llegada de YPT-1y YPT-31 al Spitzenkdrper a pesar de
la desorganizacion de las cisternas de Golgi, sugiere que las alteraciones en el
sistema de secrecion convencional posiblemente no afectan al trafico de las
vesiculas que se dirigen hacia el Spitzenkoérper y a las cuales estan asociadas estas
Rabs. Esto sugiere que YPT-1y YPT-31 se asocian cada una a las vesiculas por
una ruta alternativa a la ruta convencional de secrecion, como previamente se ha
sugerido para las CHS (Riquelme et al., 2007); otra explicacion alternativa, supone
gue la recuperacién gradual de las cisternas de Golgi de los efectos de la BFA
permite la salida de vesiculas secretoras con destino al Spitzenkorper.
Recientemente, el ortélogo de Yptlp en A. nidulans RabORaP! se detecto en distintos
compartimentos identificados como cisternas de Golgi temprano y tardio, cuya
distribucion estaba determinada a regiones especificas de las hifas (Pinar et al.,
2013a). En N. crassa YPT-1 y el marcador de Golgi temprano USO-1 co-localizaron

parcialmente dentro de las mismas cisternas de Golgi, aunque ambas ocuparon
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distintas regiones en las hifas, lo cual sugiere la progresion de las cisternas de Golgi
en las etapas de maduracién. La distribucion asimétrica de las cisternas de Golgi
marcadas con YPT-1/USO-1 a lo largo de las hifas indica de un sistema de secrecién
organizado que avanza y al mismo tiempo mantiene cierta distancia desde la zona
apical. En este estudio también se identificé que el marcador de Golgi temprano
VRG-4 co-localiz6 con YPT-1 en algunas cisternas de Golgi. Recientemente, en C.
albicans Vrg4 fue visualizado en cisternas de Golgi, las cuales estaban localizadas
en regiones de la punta durante la formacion de las hifas (Rida et al., 2006). En S.
cerevisiae el transportador de manosa VRG4 ha sido identificado en cisternas de
Golgi temprano (Abe et al., 2004; Losev et al., 2006). Los valores promedio de ICQ
de VRG-4/YPT-1, fueron inferiores a los obtenidos para USO y YPT-1. Estas
diferencias entre las cisternas de USO-1/YPT-1 y VRG-4/YPT-1 podrian explicarse
por los distintos tiempos de residencia de cada una de las proteinas en las cisternas
de Golgi. Mientras que para USO-1 podrian requerirse eventos de anclaje en las
membranas de Golgi temprano (Beard et al., 2005), VRG-4 podria necesitarse en las
cisternas de Golgi por mayor tiempo, debido a su participacion necesaria para el
transporte de manosa (Jackson-Hayes et al., 2008). En A. nidulans RabORa! se
identific6 en cisternas de Golgi (Pinar et al., 2013a). Consistente con estas
observaciones, en N. crassa YPT-1 exhibi6é co-localizacion parcial con la GEF SEC-
7, marcador “genuino” de cisternas de Golgi tardio, sugiriendo que una fraccion de
la poblacién de cisternas de Golgi marcadas con YPT-1 corresponden a Golgi tardio.

También se encontré una co-localizacién parcial de SEC-7 y VPS-52.

Los bajos promedios de ICQ obtenidos para YPT-1/SEC-7 con respecto a los
obtenidos para YPT-1/VPS-52 se podrian explicar por la posibilidad de que VPS-52
también se encuentre en otras estructuras ademas de cisternas de Golgi tardio.
Aungue el complejo GARP estéa principalmente asociado al TGN (Perez-Victoria et
al., 2008), también se ha detectado en endosomas (Liewen et al., 2005). Excepto
para VPS-52, la exposicibn a la BFA incrementd la co-localizacion entre los
diferentes marcadores de Golgi y YPT-1, en los agregados de Golgi. En A. nidulans
la observacion detallada del destino del marcador PHOSBP reveld que las cisternas
de Golgi tardio son estructuras temporales que se disipan en cargadores de

membrana post Golgi asociados a RabERa1! (Pantazopoulou et al., 2014).
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YPT-1 también se encontré decorando estructuras tipo-tubulos altamente dinamicos
en regiones distales de las hifas, los cuales podrian corresponder a tubulos del
sistema secretor endomembranal previamente reportados (Sanchez-Leon et al.,
2011; Bowman et al.,, 2009; Riquelme et al., 2007). Estas estructuras tubulares
podrian corresponder a los equivalente fungicos de Agregados Tubulares
Vesiculares (Vesicular Tubular Clusters, VTCs) observados en mamiferos, también
referidos como compartimentos intermedios de RE-Golgi o ERGICs (Sesso et al.,
1994). Hasta ahora, la existencia de los VTCs en hifas fangicas no se ha explorado.
Analisis posteriores se requieren para identificar la naturaleza de los tubulos

decorados por YPT-1.

Varios estudios han revelado que las Rab GTPasas tienen un papel importante en la
autofagia (Bento et al., 2013). Previamente en S. cerevisiae que el complejo de
anclaje TRAPPIII actia como un GEF especifico de Yptlp en la autofagia, siendo la
Rab GTPasa esencial para el proceso (Lynch-Day et al., 2010). La interaccion de
Yptlp y su efector Atgllp, proteina de andamiaje requerida para la autofagia, se
requiere para el ensamble de estructuras pre-autofagosomales (PAS) (Lipatova and
Segev, 2012). Recientemente, se demostré que la autofagia en A. nidulans es
dependiente de RabORab! (Pinar et al., 2013b), que llevd a proponer el papel en
hipotético de RabORa"! en la homeostasis entre el Spitzenkorper y autofagosomas
(Pinar et al., 2013b). El estudio de la relacion de YPT-1 de N. crassa con los
autofagosomas esta fuera de los objetivos de este trabajo, y se requiere de mas

estudios para probar el papel de esta proteina en la autofagia de N. crassa.

Rab5 es una pequefia Rab GTPasa previamente identificada en endosomas
tempranos (Chavrier et al., 1990). Los distintos roles atribuidos a esta Rab incluyen
la coordinacion del desensamble de vesiculas con cubierta de clatrina, reclutamiento
de proteinas cargo, regulacion de la fusion entre membranas endociticas y el
movimiento por microtubulos de endosomas tempranos (Stenmark et al., 1994;
Rubino et al., 2000; Kimmel and Ungermann, 2014; Nielsen et al., 1999). Ortélogos
fungicos de la Rab5 se han identificado en endosomas tempranos y estan
involucrados en la ruta de secreciéon de membranas endociticas (Abenza et al., 2010;

Seidel et al., 2013; Singer-Krlger et al., 1994). La Yptlp de la levadura tiene un papel
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en la interfase de Golgi tardio basado en una revision de mutantes de yptl
interrumpidas en el trafico de endosomas tempranos-Golgi tardio (Sclafani et al.,
2010). En N. crassa no se encontr6 co-localizacion entre el marcador de endosomas
tempranos YPT-52 (Seidel et al., 2013) y las estructuras marcadas con YPT-1. A
pesar de la ausencia de co-localizacion, no descartamos la posibilidad de que YPT-
1 participe en eventos del trafico vesicular entre endosomas tempranos y Golgi tardio
en N. crassa. Se requieren estudios posteriores con cepas mutantes y ensayos
bioquimicos para entender de la manera en que YPT-1 esta involucrada en el trafico

endocitico.

Hasta ahora poco es lo que sabe acerca de la relacién de las Rab GTPasas vy el
trafico de vesiculas del Spitzenkorper. Un mejor entendimiento del papel de las Rab
GTPasas en los eventos tardios del trafico vesicular ayudarian a descifrar las
diferencias organizacionales encontradas en el Spitzenkdorper de diversas especies

de hongos filamentosos.

En hongos filamentosos el citoesqueleto de actina y microtubular, asi como los
motores moleculares asociados, tienen un papel clave en el crecimiento polarizado,
morfogénesis, distribucion de organelos, y transporte intracelular de vesiculas
endociticas y secretoras (Lichius et al., 2011; Torralba et al., 1998; Steinberg, 2014;
Horio and Oakley, 2005; Riquelme et al., 2000). El papel de los cables de actina en
el transporte apical de vesiculas secretoras en hongos filamentosos se ha
demostrado mediante la utilizacion de metabolitos toxicos como la citocalasina A o
latrunculina (A o B), que alteran la formacioén de los cables de actina (Torralba et al.,
1998; Taheri-Talesh et al., 2008; Delgado-Alvarez et al., 2010; Sanchez-Leon et al.,
2011). En este estudio se observo que la despolimerizacion de cables de actina con
latrunculina A provoco la desaparicion de GFP-YPT-1 del Spitzenkérper de las hifas
de N. crassa concomitante con la ausencia de la proteina en las putativas cisternas
de Golgi; ademas se observaron numerosas particulas acumuladas en la regién
apical y subapical de las células morfolégicamente afectadas. De manera similar en
A. nidulans la exposicion a latrunculina B afect6 la localizacion de la Rab GTPasa
RabERab11 de| Spitzenkdrper (Pantazopoulou et al., 2014). En hifas de C. albicans, la

distribucion de Sec4 en el Spitzenkorper fue rapidamente afectada (< 90 s) ante el
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tratamiento con citocalasina A, ademas que se mostraron numerosas particulas
fluorescentes a lo largo de los tubos germinativos (Jones and Sudbery, 2010). La
acumulacion citoplasmatica de particulas fluorescentes con GFP-YPT-1 en N.
crassa, ante la despolimerizacion de los cables de actina, coincide con el efecto
provocado en GFP-Sec4 por la citocalasina A, en C. albicans. El tamafio y morfologia
de estas estructuras en N. crassa, fueron distintos con respecto a las cisternas de
Golgi observadas en las células sin tratamiento, sugiriendo que posiblemente estas
particulas correspondan a vesiculas secretoras asociadas a YPT-1. En S. cerevisiae,
defectos causados en el citoesqueleto de actina indujeron a la acumulacion de
vesiculas (40-60 nm) que contenian Yptlp (Mulholland et al., 1997). Los defectos en
la localizacion apical de YPT-1 por alteraciones en el citoesqueleto de actina, sugiere
la necesidad en el mantenimiento de la integridad del citoesqueleto de actina para la

acumulacioén de vesiculas secretoras en el Spitzenkorper de N. crassa.

Las miosinas son los motores moleculares asociados a los cables de actina (Taheri-
Talesh et al., 2012; Akhmanova and Hammer Ill, 2010). Alrededor de 35 familias de
miosinas se han identificado mediante analisis de gendmica comparativa (Odronitz
and Kollmar, 2007). En N. crassa, hasta ahora, se han reportado 3 miosinas: MYO-
1 (NCU02111), MYO-2 (NCUO0051) y MYO-5 (NCU01440) que corresponden a las
clases I, Il y V, respectivamente (Echauri-Espinosa, 2013). Se ha sugerido que el
papel de la MYO-5 en N. crassa es en el trafico vesicular en los apices de la hifas y
en la formacién del septos (Echauri-Espinosa, 2013; Ramirez-del Villar, 2014). Los
analisis de co-expresion revelaron que SEC-4 y YPT-1 mantienen una co-
localizacion parcial con MYO-5 en el Spitzenkdrper. Mientras que las Rabs GTPasas
se distribuyeron en regiones especificas, MYO-5 se detectd, al igual que SYN-1, en
las regiones macro y microvesiculares del Spitzenkdrper; de manera notable no se
observd a ninguno de los marcadores vesiculares en la region externa fuera del
Spitzenkdrper donde se encontro a MYO-5. La distribucion de MYO-5 sugiere que
esta miosina participa posiblemente en el transporte de las macro- y microvesiculas.
En analisis FRAP de la region apical, la MYO-5 de N. crassa tarddo ~ 2 min en
recuperar el 50% de la sefal fluorescente inicial (Ramirez-del Villar, 2014). La posible
asociacion temporal de las Rabs (t12 ~ 10 s) con las vesiculas contrasta con los

tiempos de recuperacion de MYO-5-GFP (Ramirez-del Villar, 2014), donde esta



120

Ultima tarda ~12 veces mas en recuperarse que YPT-1. Esta distribucion coincide
con la hipotesis de que las Rab GTPasas se asocian temporalmente con las
vesiculas hasta su llegada al Spitzenkorper; sugiriendo ademas, que las vesiculas
gue son transportadas desde esta estructura hacia los sitios de exocitosis
permanecen mas tiempo asociadas a MYO-5 que las Rabs. Alternativamente, es
posible que los altos valores obtenidos para ti2 de MYO-5-GFP, se deban a que el
area del fotoblangueamiento excedio el area ocupada por el Spitzenkorper (Ramirez-
del Villar, 2014).

En hongos filamentosos, la participacion de los microtibulos en el crecimiento
polarizado al parecer no es tan relevante como el transporte dependiente de actina
(Riquelme et al., 2011; Takeshita et al., 2014). Esta idea se basa en observaciones
donde el crecimiento polarizado de las hifas no es interrumpido por el tratamiento
con Benomilo, mientras que la despolimerizacién de los cables de actina si detienen
por completo el crecimiento polarizado y provocan defectos en la localizacién de
marcadores vesiculares del Spitzenkorper (Zhang et al., 2011; Horio and Oakley,
2005; Pantazopoulou et al., 2014; Sdnchez-Leon et al., 2011). En N. crassa, ante la
exposicién al Benomilo, la localizacion de YPT-1 en el Spitzenkorper en la mayoria
de las hifas no fue afectada; ademéas se observé una acumulacion de particulas
fluorescentes en regiones apicales y subapicales de las células. Esto sugiere que los
microtubulos no tienen un papel importante en la acumulacion de vesiculas
secretoras asociadas a YPT-1, en el Spitzenkorper de hifas de N. crassa. En un
estudio previo, se demostrd que la localizacion de CHS-1-GFP en el Spitzenkdrper
no fue afectada ante la despolimerizacion de microtibulos (Sanchez-Leén et al.,
2011). El comportamiento similar de YPT-1 y CHS-1, ante la despolimerizacién de
microtubulos, refuerza la hipétesis de que YPT-1 posiblemente participa en el trafico
de quitosomas. Es posible que ante la ausencia de microtubulos el flujo
citoplasmatico tenga un papel en el transporte activo de vesiculas secretoras hacia
el apice de las hifas. Se ha propuesto que en hifas de N. crassa, el flujo
citoplasmatico es el responsable de transporte pasivo de los nucleos (Ramos-Garcia
et al., 2009). Otros autores han propuesto que la aproximacion de las cisternas de
Golgi en regiones apicales de A. nidulans, permite tener un suministro suficiente de

vesiculas secretoras en el apice, las cuales no dependen del transporte microtubular
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(Pantazopoulou et al., 2014). Hasta ahora la informacion sobre el papel de los
distintos motores moleculares en el trafico de vesiculas en las distintas etapas de la
ruta de secrecion es escasa,; la expresion de Rab GTPasas (YPT-1, SEC-4y YPT-
31) con etiquetas fluorescentes en fondos mutantes del citoesqueleto ayudaria a
entender el papel de los distintos motores en los mecanismos de secrecion. Se
requieren mas estudios para entender el papel del citoesqueleto en el trafico

vesicular de N. crassa.
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8 Conclusiones

e En laregion apical de las hifas de N. crassa la Rab GTPasa YPT-1 se distribuye
en la regiébn microvesicular del Spitzenkérper y posiblemente se asocia a los
guitosomas.

e Las proteinas YPT-31 y SEC-4 de N. crassa son Rab GTPasas post-Golgi y se
localizan en el estrato macrovesicular del Spitzenkorper.

e Los analisis FRAP-FLIP de Rab GTPasas y marcadores del Spitzenkdrper
demuestran que las vesiculas del Spitzenkdrper exhiben un comportamiento
altamente dinamico.

e La diferencias en las tasas de recuperacion de la fluorescencia de las Rab
GTPasas y los marcadores del Spitzenkorper, obtenidos por FRAP, posiblemente
esté relacionada al tipo de asociacion de las proteinas con las vesiculas.

e En N. crassa YPT-1 se localiza en cisternas de Golgi temprano, Golgi tardio y en
estructuras tubulares/vesiculares de regiones distales de las hifas.

e La proteina de anclaje USO-1 y la GEF SEC-7 se asocian a Golgi temprano y
Golgi tardio, respectivamente.

e La subunidad catalitica del complejo B-1,3-glucano sintasa, FKS-1, es una
proteina transmembranal que se distribuye en la region macrovesicular del
Spitzenkdrper y la superficie del domo apical de las hifas maduras de N. crassa.

e En hifas maduras la proteina secretada invertasa-1, INV-1, se encontré en el
estrato macrovesicular del Spitzenkorper, y en superficie celular y septos de hifas

alejadas del borde de la colonia.
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Anexos

Leyendas de Videos Suplementarios

Video S1. Efecto de la BFA en la distribucidn subcelular de tDIMER-2-YPT-31
y GFP-YPT-1.

Serie de tiempo mostrando que tDIMER-2-YPT-31 no se encuentra en los agregados
de GFP-YPT-1 formados por el efecto de la BFA. Noétese que tDIMER-2-YPT-31 no
se acumula en alguna estructura a lo largo de la hifa, pero si localiza al igual que la
YPT-1 en el Spitzenkorper.

Video S2. Co-localizaciéon de YPT-1y USO-1 en cisternas de Golgi temprano.

La co-expresion de mChFP-YPT-1 y el marcador de Golgi temprano USO-1-GFP
mostré que ambas proteinas co-localizan en una subpoblacion de cisternas de Golgi.
Nétese la co-localizacion parcial de ambas proteinas en cisternas individuales y en
movimiento.

Video S3. Co-localizacion parcial de YPT-1y el marcador de Golgi temprano
VRG-4.

Serie de tiempo de la co-expresion de mChFP-YPT-1y VRG-4-GFP (Bowman et al.,
2012) mostrando a YPT-1 y VRG-4 en una poblacién mixta de cisternas de Golgi
donde ambas proteinas co-localizan mientras que otras mantienen el marcaje
individual.

Video S4. Dindmica de estructuras tubulares de YPT-1.

Microscopia TIRF revelando cambios en la morfologia de tubulos marcados por YPT-
1, que se encuentran distribuidos paralelos al eje longitudinal de las hifas. Notese la
presencia de cisternas de Golgi y vesiculas en el mismo plano de observacion.

Video Sb5. Estructuras tubulares de YPT-1 no corresponden al citoesqueleto
microtubular.

Serie de tiempo mostrando en regiones distales de la hifa, la ausencia de co-
localizacion entre la YPT-1 y los microtubulos marcados con GFP.
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Video S6. YPT-1y el marcador de endosomas tempranos YPT-52 localizan en
distintas estructuras.

Serie de tiempo mostrando la co-expresion de mChFP-YPT-1y GFP-YPT-52 (Seidel
et al., 2013). En ningln momento durante la observacion se observaron estructuras
en donde co-localicen YPT-1y YPT-52.

Video S7. Distribucién Subcelular del motor molecular.

A. Serie de tiempo mostrando la distribucion de MYO-5-GFP en el domo apical de
las hifas. Nétese la nube de vesiculas siempre detrds de la regién de mas alta
concentracion de la proteina.

B. Serie de tiempo mostrando la localizacion pleomérfica y muy dinamica MYO-5-
GFP aproximandose a regiones anteriores del Spitzenkdrper.

C. Serie de tiempo obtenida con escaneo con rebanadas o6pticas delgadas,
mostrando la localizacion de MYO-5-GFP en la region del Spitzenkdrper.

Video S8. Distribucidon subcelular de INV-1-SFGFP en los apices de las hifas.

Serie de tiempo mostrando a INV-1-SFGFP en la region del Spitzenkorper. Notese
la baja concentracion de la proteina localizada en las puntas de las hifas.

Video S9. INV-1-SFGFP se distribuye en la region macrovesicular del
Spitzenkdorper.

Serie de tiempo mostrando el marcaje de la region externa del Spitzenkérper por
INV-1-SFGFP.

Video S10. INV-1-SFGFP se localiza en Septos.

Proyeccién de imagen tri-dimensional mostrando la localizacién de INV-1-SFGFP en
septos de N. crassa.

Medios de Cultivo

Medio Minimo de Vogel (MMV, Vogel 1956)

a) Sales de Vogel* [1 X]
b) Sacarosa 15 g/L

c) Agar 15 g/L

d) Agua Deionizada
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*Sales de Vogel 50X (100 ml): 12.35 g de Citrato de Sodio (NasCsHs07 x 2H20), 25
g de Fosfato de Potasio Monohidratado (KH2PO4), 10 de Nitrato de Amonio (NHa
NOs3), 0.49 g de Sulfato de Magnesio Anhidro (MgS0Oa4), 0.38 g de Cloruro de Calcio
Anhidro (CaClz). 500 ul de elementos traza, 250 ul de solucion de Biotina (0.1 mg/ml).

Medio Completo de Vogel (MCV)

a) Sales de Vogel [1 X]

b) Sacarosa 15 g/L

c) Extracto de Levadura 0.5 %
d) Casaminoécidos 0.5%

e) Agua Deionizada

MMV con Fructosa-Glucosa-Sorbosa (MMV-FGS)

a) Sales de Vogel [2 X]
b) Agar Bacteriol6gicol%
c) Agua Deionizada

d) Solucion FGS* [1 X]

*Solucién FGS 10X: Fructosa 0.5%, Glucosa 0.5%, Sorbosa 20%. Esterilizado por
filtracion.

Medio Sintético de Cruzas (MSC) (Westergaard and Mitchel, 1947)

a) Medio SC stock* [1 X]
b) Sacarosa 2%
c) Agua deionizada

*Medio SC stock 5X (1L): 5 g KNOs, 3.5 g K2HPO4, 2.5g KH2PO4, 5 g MgSO4 7H20,
0.5 g NaCl, 0.5 g CaClz, 25 mg Biotina, 0.5 ml Elementos traza, agua destilada.
Mantener a 4° C.

Medio de Caldo Lisogénico (LB) (Bertani, 1951)

a) Triptona o Peptona 1%
b) Extracto de Levadura 0.5%
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c) Cloruro de Sodio 0.5%
d) Hidréxido de Sodio 1mM
e) Agar Bacteriolégico 1.4%

Medio Completo Yeast Peptona Dextrosa con Adenina (YPDA)

a) Triptona o Peptona 2%
b) Glucosa 2%

c) Extracto de Levadura 1%
d) Adenina ~80 mg/l

e) Agar Bacteriologico 2%

Medio Definido de Seleccidon sin Uracilo (SD-URA)

a) Triptona o Peptona 2%

b) Levadura Base de Nitrégeno (sin aminoé&cidos) 1.7 mg/l

c) Sulfato de Amonio 5 mg/l

d) Solucion de Aminoéacidos* [1 X] sin Uracilo

e) Aminoacidos [1 X]: L-Histidina, L-Leucina, L-Triptéfano, L-Adenina
f) Agua deionizada H20

g) Glucosa 2%

h) Agar Bacteriolégico 2%

Ajuste de la mezcla a-f a pH to 5.8 con NaOH [1 M].

Solucién de Aminoéacidos [10 X]: L-Arginina-HCI [200 mg/I], L-Isoleucina [300 mg/l],
L-Lisina [300 mg/l], L-Fenilalanina [500 mg/l], L-Treonina [2 g/l], L-Tirosina [300
mg/l], L-Valina [1.5 g/I], Metionina [200 mg/l]. Esterilizados por filtracion y

mantenidos a 4° C.

Suplementos de aminoacidos individuales [100 X]: L-histidina [15 g/I], L-Leucina [10
g/l], L-Triptofano [2 g/l], L-Adenina [80 mg/l]. Esterilizados por filtracion y

mantenidos a 4° C.



Reactivos y Condiciones de Reacciones de PCR

Reacciones de PCR para Amplificar Fragmentos de ADN

5 ul Amortiguador LA PCR Buffer Il (sin Mg?*) [10 X]
5 ul MgCl [25 mM|]

8 ul dNTPs [2.5 mM]

1.0 ul ADN genémico

1.5 pl Oligonucleodtido sentido [10 uM]

1.5 ul Oligonucleétido anti-sentido [10 uM]

0.2 ul enzima TAKARA LA Taq [5 U/ul]

Llevar a 50ul con H20 deionizada estéril

94° C 2 min

94° C 30s/55°C30s/72°C 2min 30 s*[30 X]
72°C10min 30 s

4° C
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*Tiempo de extension en funcién de la longitud del fragmento a razén de 1 kb/min

Reacciones de PCR de Colonia

3 pl Amortiguador GoTaq® Buffer (Promega) [5 X]
1.5 pl MgClI [25 mM]

0.6 pl dNTPs [2.5 mM]

0.3 pl Oligonucleodtido sentido [10 uM]

0.3 pl Oligonucleodtido anti-sentido [10 uM]

0.2 ul enzima ADN polimerasa

Llevar a 15ul con H20 deionizada estéril

94° C 5 min
94° C30s/55°C30s/72°C 1min 30 s*[30 X]
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72°C5min30s
4° C

*Tiempo de extension en funcion de la longitud del fragmento a razén de 1 kb/min

Reacciones de PCR de Fusion

5 ul Amortiguador LA PCR Buffer Il (sin Mg?*) [10 X]
5 pl MgClI [25 mM]

8 ul dNTPs [2.5 mM]

1.0 ul Amplicén purificado fragmento 1

1.0 ul Amplicén purificado fragmento 2

1.5 pl Oligonucleotido sentido [10 uM]

1.5 pl Oligonucledtido anti-sentido [10 uM]

0.2 ul enzima TAKARA LA Taq [5 U/ul]

Llevar a 50ul con H20 deionizada estéril

94° C 3 min

94° C 3 min/58° C 3 min/72° C 3 min 30 s [30 X]
72°C10min 30 s

4° C

Digestion vy Ligacion de Amplicones o Vectores Recombinantes

Condiciones de Digestion de Amplicones o Vectores Recombinantes

2 ul BSA [10 X]

1yl Enzima 1l

1 ul Enzima 2

2 ul Amortiguador de las Enzimas [10X]

10-14 ul Amplicon purificado fragmento o vector
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Llevar a 20ul con H20 deionizada estéril

Incubar a 37° C 3 horas. Adicionar 1 ul de Fosfatasa Alcalina [SAP, 5 U/ul] e
Incubar a 37° C 45 min. Adicionar 1 ul EDTA [0.5 M] y purificar con kit comercial.

Condiciones de Ligacién de Amplicones con Vectores Recombinantes

Afadir al tubo de reaccion el inserto y el vector a una razén molar de (1:3). Se

puede determinar la cantidad de ambos usando la siguiente ecuacion:

ng inserto= 3 x ng vector x kpb inserto) / kpb vector

1 ul Ligasa T4
1 ul Amortiguador de Ligasa [10X]

Llevar a 20ul con H20 deionizada estéril

Incubar a 16° C por 16 horas. Inactivar con temperatura a 65° C por 10 min.

Transformar inmediatamente con el producto de ligacion en E. coli.

Reactivos y Condiciones para Transformar E. coli quimio-competentes por
Choque Térmico

a) Descongelar células quimio-competentes en hielo

b) Afadir 2-10 ul of ADN plasmidico o producto de ligaciéon DNA a 50 pl de
KCM [5X] frio

c) Adadir el mismo volumen de células quimio-competentes que la mezcla
anterior

d) Mantener en hielo por 30 minutos

e) Incubar a 42° C por 2 minutos y luego pasar al hielo

f) Afadir medio LB liquido e incubar a 37° C por 1 hora a 220 rpm

g) Sembrar en placas con medios de seleccién* e incubar a 37° C
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*Sembrar todas las células transformadas si la reaccion lleva el producto de
ligacion. Se puede concentrar a 13 krpm por 1 minuto. Sembrar una dilucion de

1:10 si el objetivo de la reaccion es de clonar un vector.

Solucion KCM: KCI [100 mM], CaClz [30 mM], MgCl2 [50 mM]. Preparar a partir de
stocks [1 M] esterilizados por filtracion. Almacenado a -20° C.

Extraccion de ADN plasmidico de Levadura (Rose et al., 1990)

1. Anfadir 1-2 ml de medio YPD en la placa con levaduras transformadas;
estriar las colonias con un sobre-objetos y pasar la suspensién de células a
un tubo de 1.5 ml

2. Centrifugar a 4500 rpm por 1 min y desechar el sobrenadante; eliminar
células si el volumen de ellas excede los 50-75 pl

3. Anfadir al precipitado 0.2 ml de Solucién de Lisis S&G, 0.2 ml
fenol/cloroformo y 0.3 g de perlas de vidrio (0.45-0.5 mm). Homogeneizar
con agitador de vortice Mini Bead-Beater

4. Centrifugar por 10 minutos a maxima velocidad y remover 100 pl del
sobrenadante a un tubo nuevo. Evitar la interfase.

5. Afadir 1:10 de Acetato de Sodio o Potasio pH 5.2 [3 M]

6. Afiadir 2.5 volumenes de etanol absoluto frio

7. Centrifugar por 5 min a maxima velocidad; desechar el sobrenadante y lavar
con etanol al 70% frio; Centrifugar nuevamente

8. Secar a 37° C por 15 min y resuspender el vector en solucién amortiguadora
de elucion

9. Transformar con 1-2 pl del vector en E. coli

Solucion de Lisis S&G: Triton X-100 2%, SDS 1%, Cloruro de Sodio [100 mM], Tris
pH8.0 [10 mM], EDTA [1 mM].

Soluciones Amortiguadoras

Soluciones Amortiguadora de Lisis para IP o WB

a) Tris Base pH 7.4 [50 mM]
b) Cloruro de Potasio [100 mM]
c) Cloruro de Magnesio [10 mM]
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d) Tritén X-100 [1%] 0 NP-40 [0.1%]

Inhibidor de proteasas: Aprotinina [10 ng/ul], Leupeptina [10 ng/pl], Dithiotreitol [2

mM], Pepstatina [2 ng/ul], Pefabloc [1 mM], Benzamidina [0.35 ug/ul], Fluoruro de
Sodio [NaF, 5 mM], Ortovanadato de Sodio [NasVOas, 1 mM], B-Glicerofosfato [25

mM)]. Para WB se utilizé también cOmplete ULTRA Tablets EDTA free (Roche, ref
05892953001).

Soluciones Amortiguadora para SDS-PAGE

Solucion Amortiguadora de Corrimiento

a) 60.6 g Tris Base
b) 288.2 g Glicina
c) 20 g Sodio Dodecil Sulfato (SDS)

d) Llevar a 2 litros con agua deionizada.

Solucién para Gel de Separacion [4X]

a) Tris Base [1.5 M]
b) SDS [0.4%]
c) LlevarapH 8.8

Para preparar 10 ml de gel de poliacrilamida se afiade la solucién de poliacrilamida
para la concentracion deseada y se complementa con: 2.5 ml de solucion de
separacion [4X], 50 pl de Persulfato de Amonio [APS, 10%], 9.5 ul de TEMED y 4.1

ml agua deionizada estéril.

8.1.1.1 Solucion para Gel de Concentracion [4X]

d) Tris Base [0.5 M]
e) SDS [0.4%)]
f) LlevarapH 6.8

Para preparar 5 ml de gel de poliacrilamida se afiade la solucion de poliacrilamida

para la concentracion deseada y se complementa con: 2.5 ml de solucidon de
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concentracion [4X], 25 ul de Persulfato de Amonio [APS, 10%], 4 ul de TEMED y

1.875 ml agua deionizada estéril.

Solucién Amortiguadora Laemmli [4X]

a) 2.4 mlde Tris HCI pH 6.8 [1M]

b) 0.8 g SDS

c) 4 ml de Glicerol [100%]

d) 1 mg Azul de bromofenol

e) 1 ml de B-mercaptoetanol

f) 2.8 ml de Agua deionizada estéril

Mantener a -20° C y hervir la solucion antes de usarla.

Soluciones Amortiguadoras para Western blots

Solucién Amortiguadora para Transferencia de Proteinas

a) 100 ml de Solucién Amortiguadora de Transferencia [10X]
b) 200 ml de Metanol
c) 700 ml de agua deionizada.

Preparar la solucion fresca y mantenerla a 4° C. Solucion Amortiguadora de
Transferencia [10X]: 15 g Tris Base, 72 g Glicina, 1 g Sodio Dodecil Sulfato (SDS),

llevar a 2 litros con agua deionizada.

Solucién Amortiguadora TBS-T

a) TBS[1X]
b) Tween [0.1%)]

Preparar la solucion fresca con agua deionizada estéril, esterilizarla y mantenerla a
4° C. Solucién Amortiguadora TBS [10X]: 24.2 g Tris Base, 80 g Cloruro de Sodio,

llevar a 2 litros con agua deionizada y ajustar el pH a 7.6 con HCI.



