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Resumen de la tesis que presenta Héctor Blancket Melchum como requisito parcial para la obtencidn
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Microbiologia.

El papel de la RhoGAP RGA-1 en la regulacidon del crecimiento de Neurospora crassa.

Resumen elaborado por:

Dra. Ernestina Castro Longoria
Director de Tésis

Las Rho GTPasas son pequefias proteinas G que juegan un papel importante en la polaridad celular en
eucariotas, desde levaduras hasta mamiferos, regulando su crecimiento y desarrollo. Las Rho GTPasas
ciclan entre un estado activo y uno inactivo, en un proceso regulado por tres clases de proteinas; los
factores de intercambio del nucleétido de guanina (GEFs), las proteinas activadoras de GTPasa (GAPs) y
los inhibidores de disociacidon del nucledtido de guanina (GDIs). En levaduras, el rol de CDC-42 y sus
reguladores es bien conocido, pero no hay un homdlogo de RAC en éstos organismos. En Neurospora
crassa, las Rho GTPasas CDC-42 y RAC son componentes claves que regulan el establecimiento y
mantenimiento de la polaridad celular por medio de la reorganizacién del citoesqueleto de actina. Por
medio de un ensayo de actividad in vitro, se ha reportado a RGA-1 como una de las tres Rho GAPs para
las Rho GTPasas CDC-42, RAC y RHO-3 en N. crassa. Sin embargo, no se han llevado a cabo mds analisis
respecto a su rol en la morfogénesis celular. Por lo tanto, para determinar los efectos morfoldgicos
causados por la falta de este regulador, se generd la cepa mutante Arga-1. La mutante Arga-1 se vié
afectada en la tasa de crecimiento, longitud de hifas aéreas y produccién de biomasa. En contraste,
Arga-1 no mostré diferencias en la cantidad de conidios y nimero de ramificaciones producidas en
comparacién con la cepa silvestre. Debido al fenotipo encontrado, se infiere que RGA-1 podria estar
regulando primordialmente a la Rho GTPasa RHO-3, sin embargo no hay informacién acerca de la
funcién de RHO-3 en N. crassa. Adicionalmente, se analizé la dindmica de la proteina GFP-RGA-1 por
microscopia confocal. GFP-RGA-1 se vié localizada en las puntas de hifas maduras y co-localizando con el
Spitzenkorper. Bajo condiciones de estrés, GFP-RGA-1 se dirige a la membrana plasmadtica, con un
patron de localizaciéon similar al de RAC. RGA-1 podria estar involucrada en regular a RAC bajo
condiciones de estrés para mantener el crecimiento polarizado en cierta direccién. GFP-RGA-1 también
se localiza en septos desde el inicio de su formacion, al igual que CDC-42 y RAC. De esta manera, RGA-1
podria estar actuando como una GAP para CDC-42 y RAC durante la formacion del septo. También se
observaron puntos de fluorescencia dispersos en el citoplasma de germinulas, sin un patrén de
localizacién especifica. En contraste, la RhoGAP BEM-3 se localiza en puntas de germinulas e hifas
maduras. Por lo que, se infiere que RGA-1 y BEM-3 podrian regular a CDC-42 y RAC de manera distintiva.

Palabras clave: RGA-1, Rho GTPasa, Crecimiento polarizado.



Abstract of the thesis presented by Héctor Blancket Melchum as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Science of the life with orientation in Microbiology.

Role of the Rho GAP RGA-1 in the regulation of N. crassa growth

Abstract approbed by:

Dra. Ernestina Castro Longoria
Thesis Director

Rho GTPases are small G proteins that play a critical role in cell polarity in eukaryotes, from yeast to
mammals, by regulating their growth and development. Rho GTPases cycle between active and inactive
states, by a process regulated by three classes of proteins: guanine nucleotide exchange factors (GEFs),
GTPase-activating proteins (GAPs) and guanine dissociation inhibitors (GDIs). In yeast, the role of CDC-42
and its regulators are well known, but there is no RAC homologue in these organisms. However, in
filamentous fungi the regulators of the Rho GTPases CDC-42 and RAC are not fully studied. In
Neurospora crassa, the Rho GTPases CDC-42 and RAC are key components that regulate the
establishment and maintenance of cellular polarity by reorganization of the actin cytoskeleton. By an in
vitro assay, RGA-1 has been reported as one of the three Rho GAPs for the Rho GTPases CDC-42, RAC
and RHO-3 in N. crassa. However, no further analysis was carried out regarding its role in cellular
morphogenesis. Therefore, to determine the morphological effects caused by the lack of this regulator,
a Arga-1 mutant was generated. The Arga-1 mutant was affected in growth rate, aerial hyphae length
and biomass production. In contrast, Arga-1 did not show differences in conidia and number of branches
produced in comparison with the wild type strain. Given the phenotype found, it is inferred that RGA-1
may be primarily regulating RHO-3, however there is no information about the RHO-3 function in N.
crassa. In addition, the dynamics of GFP-RGA-1 was analyzed by confocal microscopy. GFP-RGA-1
localized at tips of mature hyphae co-localizing with the Spitzenkorper. Under stress conditions, GFP-
RGA-1 is directed towards the plasma membrane, in a pattern similar to that observed for RAC. RGA-1
may be involved in regulating RAC under stress conditions to maintain polarized growth in a certain
direction. GFP-RGA-1 also localize in septa from the beginning of its formation, just like CDC-42 and RAC.
Thus, RGA-1 could be acting as a GAP for CDC-42 an RAC during septum formation. It was also observed
fluorescence spots dispersed in the cytoplasm of germlings, with no specific localization pattern. In
contrast, the Rho GAP BEM-3 localizes at the tip of germlings and mature hyphae. Therefore, it is
inferred that RGA-1 and BEM-3 may regulate CDC-42 and RAC in a distinctive way.

Keywords: RGA-1, Rho GTPase, Polarized growth.
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Crecimiento polarizado

Una de las caracteristicas principales de los hongos filamentosos y dimérficos es que tienen la capacidad
de crecer polarizadamente extendiendo sus hifas o filamentos con la finalidad de explorar y colonizar
nuevos sustratos en busca de nutrientes. En este proceso la célula, o espora en este caso, termina de
crecer de manera isotrépica para entrar a una etapa de crecimiento apical que le permite desarrollar
una morfologia tubular, que en primera instancia es llamado tubo germinativo, y una vez que comienza

a extenderse se genera una hifa (Wendland y Philippsen, 2001; Momany, 2002; Riquelme, 2013).

El establecimiento de la polaridad requiere de una maquinaria morfogenética que es reclutada a sitios
especificos en la membrana celular del hongo formando un eje de polarizaciéon durante la germinacién
de la espora. En levaduras esto permite la separacion de la célula madre e hija y posteriormente se
reanuda el crecimiento isotrépico. Sin embargo, en hongos filamentosos se mantiene este eje de

polaridad para que las hifas sigan extendiéndose de manera apical (Momany, 2002).

1.1 Spitzenkorper

Unos de los componentes importantes para el crecimiento polarizado en hongos filamentosos es el
Centro Suministrador de Vesiculas (VSC, por sus siglas en inglés), que se encuentra en la zona apical de
las hifas y que, como su nombre lo indica, suministra o distribuye las vesiculas hacia la punta de las hifas

(Bartnicki et al., 1989).

El Spitzenkorper (SPK), una estructura en las puntas de las hifas que se encuentra en hongos
filamentosos como N. crassa, parece estar estrechamente relacionado con el VSC por su
posicionamiento tan similar (Bartnicki et al., 1989). Por medio de microscopia electrénica de transmisidn
se ha observado que la conformacion del Spitzenkdrper es un nicleo de microvesiculas (quitosomas),
microfilamentos de actina, ribosomas y un material amorfo sin caracterizar, rodeado por un ciumulo de
macrovesiculas (Girbardt, 1969; Bourett y Howard, 1981; Riquelme et al., 2011). Se ha propuesto que el
Spitzenkorper proporciona las vesiculas, y por lo tanto, enzimas y material de membrana para sintetizar
nueva pared celular en los sitios de crecimiento, pare permitir el crecimiento de la hifa (Bartnicki et al.,

1989; Riquelme et al., 1998).



1.2 Rho GTPasas

Las Rho GTPasas pertenecen a la superfamilia de las pequefias Ras GTPasas, la cual estd compuesta por
mas de 130 miembros, divididos en las subfamilias: Ras, Rho, Arf/Sarl y Rab/Ran (Riching y Keely, 2014;
Hanna y EI-Sibai, 2013). Las Ras GTPasas en general participan en la transduccién de sefales de varias
funciones celulares, tales como el ciclo celular, la diferenciacidon celular, la organizacién del

citoesqueleto y el transporte y secrecion de proteinas (Settleman et al., 1992).

Las Rho GTPasas son pequefias proteinas G monoméricas con sitio de unién a GTP, con un tamano entre
los 20 y 40 KDa. Tienen la habilidad de regular una gran cantidad de respuestas celulares. En mamiferos
controlan rutas de sefalizacion para la generacion de protrusiones de membrana (filopodia,
lamelopodia y fibras de estrés), la polimerizacién de actina, activacion de cinasa, transcripcion de genes
o localizacién de proteinas (Symons, 2004; Riching y Keely, 2015). Como miembros de la superfamilia de
las pequeiias GTPasas Ras, las Rho GTPasas se caracterizan por ciclar entre un estado inactivo, unidas a
GDP, en el cual se encuentran secuestradas en el citosol por GDI, y un estado activo, unidas a GTP, que
les permite unirse a la membrana plasmatica. En el estado unido a GTP, las GTPasas pueden interactuar

con efectores y activar rutas de sefalizacidn rio abajo.

Para mediar el ciclo de encendido y apagado de las Rho GTPasas, son necesarias 3 clases de proteinas
reguladoras; las intercambiadoras de nucledtidos de guanina (GEFs), las cuales catalizan la reaccidn de
intercambio de GDP a GTP; las proteinas activadoras de la actividad de GTPasa (GAPs), las cuales
catalizan la reaccidn de hidrélisis de GTP; y por ultimo los inhibidores de la disociacién de nucledtidos de
guanina (GDIs), los cuales inhiben la disociacion de GDP para evitar la activacion espontanea (Hoffman
et al., 2000; Jaffe & Hall, 2005). Ademas, pueden ser reguladas por varios procesos postraduccionales,

como fosforilacion, isopropenilacion, ubiquitinacion y SUMOilacion (Murali y Rajalingam, 2013).

Las Rho GTPasas son sintetizadas como proteinas citosélicas, con la capacidad de anclarse a membrana
por medio de modificaciones postraduccionales en el motivo C-terminal CAAX, como la prenilacion,
protedlisis y metilacién de carboxilo. De esta manera, el extremo C-terminal adquiere un grupo
hidrofdbico, que le permitira anclarse a la membrana en un sitio especifico. La localizacién de las
GTPasas en la membrana es critica para su funcionamiento, obedeciendo patrones de unién que les

permitiran interactuar con sus correspondientes activadores y efectores (Symons, 2004).

Las Rho GTPasas juegan un papel importante en la regulacién de la polaridad tanto en levaduras como

en hongos filamentosos. Los sitios de crecimiento polarizado se establecen por marcadores corticales,



donde las GTPasas traducen y amplifican las sefiales para generar cambios en el citoesqueleto y dirigir la
fusion de membranas por vesiculas a la punta de la hifa permitiendo que se siga extendiendo

apicalmente (Momany, 2002; Sudbery, 2008).

Las proteinas Rho (1-4), Cdc42 y Rac pertenecen a la familia de las Rho GTPasas, en las que varios
miembros de esta familia estan involucrados en la reorganizacion del citoesqueleto de actina, de
manera que pueden regular la estructura y movilidad celular (Murali, y Rajalingam, 2013; Tanaka y
Takai, 1998). Cdc42 participa de manera conservada en varios organismos eucariotas, con la funcion de
regular la polaridad celular y el citoesqueleto de actina. Los miembros de ésta familia son de los mas
estudiados, y se ha mostrado que estimulan la formacién de filopodia en células de mamiferos, ademas
de estar involucradas en el mantenimiento de la polaridad celular (Murali, y Rajalingam, 2013; Heasman

y Ridley, 2008).

1.3 Rho GTPasas en hongos

Las levaduras S. cerevisiae y Schizosaccharomyces pombe son de los organismos modelo mas utilizados
para el estudio sobre el control del crecimiento polarizado, y se han reportado gran cantidad de GTPasas
involucradas en dicho proceso. Una de las mds estudiadas es la Rho GTPasa Cdc42 que en S. cerevisiae
es de vital importancia durante la gemacion para formar la célula hija, y la localizaciéon de Cdc42p en los
sitios de crecimiento es critica para que la yema pueda emerger y se establezca el crecimiento
polarizado (Adams et al., 1990; Ziman et al., 1993). Ademds de Cdc42p, S. cerevisiae cuenta con las Rho
GTPasas Rhol-5, algunas de las cuales se han reportado involucradas en el crecimiento polarizado. Por
ejemplo, Rholp estimula la sintesis de pared celular durante el mantenimiento de la polaridad, mientras
qgue Rho3p estd involucrada en dirigir las vesiculas secretoras a la membrana plasmatica (Cabib et al.,
1998; Adamo et al., 1999). A Rho4p, se le ha atribuido un rol en la organizacién de la actina polarizada y

en el mantenimiento del crecimiento polarizado de la yema (Matsui et al., 1992).

En la levadura S. pombe, también se encuentran las Rho GTPasas anteriormente mencionadas, Cdc42 y
Rho1-5, que tienen funciones similares a las establecidas en S. cerevisiae. Cdc42 en S. pombe es esencial
para el hongo y juega un papel importante en el crecimiento polarizado (Miller y Johnson, 1994). Rhol
esta involucrada en la localizacidon de parches de actina, en la polaridad celular, septacidon y sintesis de
pared celular (Nakano et al., 1997). En el caso de Rho3, parece regular la separacidn celular por medio
de la septacién (Wang et al., 2003). Mientras que Rho4, ademas de estar involucrada en la septacién,

también es importante para el control de la morfologia celular (Nakano et al., 2003).
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A diferencia de las levaduras, los hongos filamentosos (a excepcion de Ashbya gossypii) y dimérficos,
ademads de Cdc42 tienen un homdlogo de Racl. Las Rho GTPasas Cdc42 y Rac son necesarias para
regular el crecimiento polarizado en esta clase de hongos, ya que juegan funciones distintas durante la
morfogénesis y crecimiento apical, por lo que no puede ser sustituida una por otra, como se muestra en
N. crassa. Sin embargo las mutantes nulas de estas GTPasas no son letales pero muestran aberraciones
en el crecimiento polarizado (Lichius et al., 2014; Araujo-Palomares et al., 2011). En Aspergillus niger, la
doble mutante de Cdc42 y Rac es letal, ya que ambas Rho GTPasas son necesarias para el crecimiento y
morfogénesis (Kwong et al.,, 2011). En el caso del hongo filamentoso A. gossypii, el cual no tiene un
homoélogo de Racl, la mutante nula de Cdc42 es letal ya que esta proteina es la Unica reguladora
esencial para el cambio del crecimiento isotrépico a filamentoso (Wendland y Philippsen, 2001).
También se ha descrito a Cdc42 y Rac como formadores del eje primario de la polaridad en Aspergillus
nidulans, siendo ademas Cdc42 la encargada de la formacion de ramificaciones laterales (Virag et al.,
2007). En el hongo dimérfico Candida albicans, Rac y Cdc42 son importantes para el crecimiento

filementoso, sin embargo tienen diferentes roles en el desarrollo de este hongo.

1.4 RhoGAPs

Las proteinas GTPasas en general tienen una actividad de hidrélisis de GTP bastante lenta, por lo que, las
proteinas GAPs son requeridas para acelerar la reaccién y promover la formacion del estado unido a

GDP, la cual es la conformacidn inactiva (Bos et al., 2007).

Las GAPs tienen un dominio conservado llamado “Dominio GAP” de 20-50 KDa, y otros dominios que
permiten su interaccidon con otras proteinas o lipidos. La actividad de las GAPs pueden estar regulada
por fosforilacidn, interaccién con proteinas o lipidos, translocacién subcelular y degradacién proteolitica
(Bernards et al., 2004). El dominio GAP contiene un dedo de arginina el cual se inserta en el sitio activo
de la GTPasa correspondiente, creando una maquinaria dentro del sitio activo que hidroliza el GTP. El
resto de los aminodcidos se localizan en dos regiones del estado unido a GTP, “Interruptor 1” e
“Interruptor 2”, donde realizan un ataque nucleofilico con una molécula de agua, el dedo de arginina
estabiliza un residuo de glutamina en el “Interruptor 2” para mantener la molécula de agua en la

posicidn correcta, de lo contrario la hidrdlisis de GTP no se lleva a cabo (Bourne, 1997).



1.5 RhoGAPs de Cdc42 en levaduras y hongos filamentosos

Se han identificado mds de 70 GAPs en eucariotas, desde levaduras a mamiferos (Tcherkezian y
Philippsen, 2001). En levaduras, se han descrito las siguientes GAPs que regulan a Cdc42: Bem3p, Rgalp,
Rga2p, Lgrlp y Rgdlp. (Roumanie et al., 2001)

En S. cerevisiae se ha demostrado que las GAPs que tienen actividad compartida sobre Cdc42 son: Bem3
y Rgal, las cuales tienen dominios GAP muy similares (Smith et al., 2002). Rgal contiene dos dominios
LIM (Lin-11, Isl-1, Mec-3) en tandem que se unen a iones de zinc para mediar interacciones proteina-
proteina, mientras que Bem3 contiene el dominio “Pleckstrin homology” (PH), el cual se cree estd
implicado en permitir la interaccidon con proteinas (Smith et al., 2002; Stevenson et al., 1995; Liu et al.,
1988). En el caso de S. pombe la GAP Rga4 regula negativamente a Cdc42 y Rho2; no se han encontrado
otras GAPs para Cdc42 en este hongo (Cansado et al., 2010). En C. albicans las GAPs predictivas para
Cdc42, Bem3 y Rga2, parecen estar involucradas en la regulacién tanto del crecimiento polarizado como

en la localizacidon del anillo de septinas (Court and Sudbery, 2007).

En el hongo filamentoso y patégeno de plantas, Magnaporthe oryzae, se ha demostrado por medio de
ensayos de doble hibrido e inmunoprecipitacién que tanto MoRgal y MolLrgl pueden interactuar con las

Rho GTPasas MoCdc42 y MoRacl, lo que sugiere que actian como GAPs para éstas (Ye et al., 2014).

1.6 Antecedentes

1.6.1 Neurospora crassa

N. crassa es uno de los hongos filamentosos mas utilizados como modelo representante de los
organismos eucariotas, para estudiar una gran variedad de procesos celulares. Su genoma esta
completamente secuenciado, por lo que se pueden realizar estudios para describir o comprobar
funciones de componentes celulares a nivel de gen, RNA mensajero y/o proteina. Este hongo crece
rapidamente y es facil de manipular genéticamente integrando DNA foraneo (Deacon y Deacon, 2006;

Esser, 2006).

1.6.2 Biologia de Neurospora Crassa

El ascomiceto N. crassa, es un hongo filamentoso heterotalico con dos tipos de cepas compatibles de
apareamiento mat a y mat A, los cuales estan controlados por un solo locus con los alelos alternativos a

y A. Estos son requeridos para la reproduccion sexual, que se lleva a cabo a través de una estructura



proveniente del protoperitecio llamada hifa receptora o tricégina, la cual es fertilizada por una espora
masculina, el espermatio, perteneciente del tipo de apareamiento opuesto. El espermacio puede ser un
macroconidio, microconidio o fragmento de hifa que al fusionarse con la tricégina, inicia la formacién
del peritecio. Las células que posteriormente formaran ascas se separan en septos, donde contendran
dos nucleos haploides, uno de cada tipo de apareamiento. Las ascas comienzan a elongarse una vez que
se forma el diploide por la fusién de los dos nucleos, en cada asca ocurre la meiosis, produciendo 4
nucleos haploides que realizaran mitosis, formando un asca con 8 nucleos alineados empaquetados en
ascosporas (Figura 1) (Davis, 2000; Borkovich et al, 2004). Durante el ciclo asexual, se producen esporas
o macroconidios que contienen de uno a varios nucleos haploides, los cuales germinan y crean un tubo
germinativo que se extiende formando hifas que permanecen creciendo apicalmente, generando
ramificaciones para producir micelio. Una vez se acaban los nutrientes en el medio, las hifas comienzan
a ramificarse formando hifas aéreas que se segmentan y geman produciendo conidios que colonizaran

nuevos sustratos (Figura 1) (Davis, 2000).
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Figura 1. Ciclo de vida de Neurospora crassa. Se representa el desarrollo asexual con el desarrollo de
macroconidios y su germinacién, a partir de hifas aéreas del micelio. El ciclo sexual, desde la formacién del
protoperitecio, la fertilizacidn de la tricogina y la produccién de ascas y ascosporas (Davis, 2000).



1.6.3 Rho GTPasas y GAPs en Neurospora Crassa

En el genoma de N. crassa codifican 6 Rho GTPasas, las cuales son: CDC-42, RAC y las RHO (1-4). Se han
descrito la mayoria de estas GTPasas en N. crassa; sin embargo, hay poca informacién o nula sobre la
funcién que desempefia RHO3. Richthammer y colaboradores en el 2012, asignan a RHO1 una funcidn
en el mantenimiento de la integridad de la pared celular, ademas de estar involucrada en la
organizacion del citoesqueleto de actina a través de la interaccién con la formina BNI1. Adicionalmente,
sugieren que RHO2 tiene una funcién redundante con RHO1 en el mantenimiento de la pared celular.
Cabe mencionar, que para RHO1 ya se ha caracterizado a su GAP especifica, LGR1, esencial para la
extensién apical de la punta de la hifa, restringe la formacién excesiva de ramificaciones y esta

involucrada en la determinacion del tamafio de los compartimentos de la hifa (Vogt et al., 2008).

RHO4, parece estar involucrada en la iniciacidn del proceso de septacién, debido a que la mutante nula
de rho-4 en N. crassa no genera septos. También se sugiere que tiene un papel en el mantenimiento de
la integridad de la pared celular, ya que en la mutante de RHO4 activa se observan puntas de hifas

lisadas, ademas de generar mayor cantidad de septos (Rasmussen et al., 2005).

En el caso de las Rho GTPasas restantes, se ha identificado a CDC-42 como un importante componente
para el establecimiento de la polaridad, y por otro lado RAC estd involucrada primordialmente en el
mantenimiento de la polaridad. Las mutantes nulas de RAC y CDC-42 no son letales; sin embargo,
muestran grandes defectos en la morfologia de las hifas como hinchazén e hiper-ramificacidn,
respectivamente. Ademas, la doble mutante de éstas Rho GTPasas es letal, ya que las ascosporas
germinan de manera apolar y mueren, de manera similar a la mutante de CDC-24, la cual es el regulador
positivo o GEF de ambas Rho GTPasas (Araujo-Palomares et al., 2011). Sin embargo, como se explica
anteriormente, las Rho GTPasas requieren ciclar entre un estado activo y uno inactivo para llevar a cabo
correctamente su funcidn. Asi que, para elucidar el panorama completo de la regulaciéon de estas Rho

GTPasas, es necesario identificar y estudiar a las GAPs que las regulan.

Se han realizado ensayos de actividad in vitro de las GTPasas de N. crassa con las GAPs predictivas, y se
lograron identificar tres RhoGAPs que tienen actividad sobre CDC-42 y RAC: RGA-1, BEM-3 y RGD-1.
Ademas, RGA-1y BEM-3 comparten actividad sobre la Rho GTPasa RHO3 (Figura 2).
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Figura 2. Ensayos de actividad in vitro de Rho GTPasas con las Rho GAPs de N. crassa. En las graficas se observa la
capacidad de las RhoGAPs predictivas NCU0O0553/RGD-1, NCU02524/BEM-3 y NCU0O7688/RGA-1 de hidrolizar el
GTP en el sitio activo de las Rho GTPasas CDC-42, RAC y RHO3. W/o GAP/Control sin GAP. (Extraido de Ludwig,
2015).



1.7 Justificacion

De acuerdo a lo reportado en levaduras y al analisis de actividad in vitro en N. crassa (Ludwig, 2015), se
infiere que las RhoGAPs BEM-3, RGD-1 y RGA-1 regulan a las Rho GTPasas CDC-42 y RAC, componentes

esenciales en el crecimiento polarizado en hongos filamentosos.

Resultados anteriores indican que las RhoGAPs BEM-3 y RGD-1 son importantes en la regulacién del
crecimiento de N. crassa ya que se observa que la ausencia de cada una de estas proteinas afecta de

manera distinta el desarrollo del hongo (Castro-Longoria, sin publicar).

Por todo lo anterior es importante conocer qué efecto tiene la ausencia de la proteina RGA-1, ya que
estos datos nos sugeriran si la regulacién de CDC42 y RAC es diferente en cada etapa de desarrollo o si la

actividad de RGD-1, BEM-3 y RGA-1 es redundante.



10

1.8 Hipotesis

Debido a que la RhoGAP RGA-1 podria estar implicada en la regulacién negativa de CDC-42, al igual que
BEM-3 y RGD-1, la ausencia de tal proteina provocaria defectos en la morfogénesis y crecimiento

polarizado.

1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo general

Determinar el papel de la Rho GAP RGA-1 en el desarrollo de N. crassa.
1.9.2 Objetivos especificos

e Analizar el efecto de la delecién de rga-1 en el crecimiento de N. crassa

e Determinar la localizacion intracelular de la Rho GAP RGA-1.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Analisis bioinformatico

Se analizé la secuencia peptidica de la proteina hipotética RhoGAP RGA-1 (NCU07688) de N. crassa
obtenida de la base de datos de FungiDB Fungal and Oomycete Genomics Resources
(http://fungidb.org/fungidb/), realizando un BLAST (blastp) desde la pagina web del NCBI para obtener
los dominios conservados en este tipo de proteinas. Por otro lado, se llevé a cabo un alineamiento
multiple en Clustal Omega con las secuencias de aminodcidos del GeneBank de genes ortélogos de RGA-
1 en los siguientes organismos: S. cerevisiae (NP_014770.1), M. oryzae (EHA47270.1), C. albicans
(AOW28971.1) y A. gossypii (ACR205W) para obtener el porcentaje de identidad e identificar

aminoacidos conservados.

2.2 Cepas utilizadas en este estudio
Las cepas y plasmidos que se utilizaron en el presente trabajo se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Lista de cepas y plasmidos. Descripcidn y fuente de las cepas utilizadas en el presente estudio.

Cepa Genotipo Fuente
ORS-SL6a mat a FGSC #4200
OR74A mat A FGSC #9013
Arga-1 Arga-1::nat” Presente estudio
9718 Amus-51::bar” mat a FGSC #9718
9717 Amus-51::bar’; his-3; Mat A FGSC #9717
GFP-RGA-1 Amus-51::bar’; his-3"; Mat A; pccg::gfp::rga-1 Presente estudio
YFP-CDC-42 pgpd-yfp-cdc-42::his-3; Acdc-42::hphR A Panrﬁraar:js(,)-Z 011
YFP-RAC Pgpd-yfp::rac::his-3* Panr':raarZJs(,)-Z 011
DH50 F- ©80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U.169 recAl endAl hsdR17(rk-, Invitrogen
mk+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relAl A-
Plasmidos Genotipo Fuente
pCCG::N-GFP Pccgl::sgfp+::8xGly Honda;gglgSelker,
pETNaTR Ptrpc::natR:pgpd::trpC Feldbiirgg, 2014
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2.3 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

Las cepas de N. crassa se cultivaron a 30°C en Medio Minimo de Vogel (MMV liquido) (Vogel, 1956) que
contiene sales de Vogel 1X, sacarosa 1.5%, H,O destilada, y agar al 1.8% si se requiere medio sdlido. En
el caso de las cepas con resistencia a nourseotricina se cultivaron en MMV sdélido suplementado con
nourseotricina (100 pg/mL). Para el crecimiento de la cepa FGSCH# 9717 con auxotrofia a histidina el

medio MMV se suplementé con L-histidina a una concentracién de 0.5 mg/mL.

Las cruzas entre cepas se realizaron por induccién al ciclo sexual cultivdndolas en Medio Sintético de
Cruza (MSC) (Westergaard and Mitchel, 1947) conteniendo KNO; (0.1%), KH,PO, (0.1%), MgS0,-7H,0,
CaCl, (0.01%), NaCl (0.01%), biotina (5X107%), elementos traza (0.02%) y agar (1.8%). Primero, se
sembraron los conidios de un tipo de apareamiento a 25°C por 24 horas, para la formacion de
protoperitecios. Posteriormente, se inocularon los conidios del tipo de apareamiento opuesto y se
incubd a 25°C por 14-21 dias en oscuridad. Las ascosporas obtenidas se activaron a 60°C por 1 hora, se

inocularon en MMV sélido, y se incubaron a 30°C de 12-14 horas.

Para aislar colonias transformantes se utilizd el medio FGS (fructosa, glucosa y sorbosa) conteniendo

sales de Vogel 1X, frutosa (0.05%), glucosa (0.05%), L-sorbosa (2%) y agar (1.5%).

Las cepas de E. coli DH5a se cultivaron a 37°C en medio LB (Luria Bertani) el cual contiene bacto-triptona
(1%), extracto de levadura (0.05%), NaCl (1%) y agar (1.5%). Para la seleccidn de colonias transformantes

se utilizé medio LB suplementado con ampicilina a una concentracién de 100 pg/mL.

2.4. Biologia molecular

2.4.1 Diseio de oligonucleétidos

Se obtuvo la secuencia del gen para la proteina putativa RGA-1 por medio de la base de datos de “The
Broad’s Institute Neurospora Crassa”. Se procedié a disefiar un par de oligonucledtidos para amplificar
el marco abierto de lectura para rga-1. A cada oligo se le afiadid la secuencia de un sitio de restriccién,

una para el oligo Forward y otra diferente para el oligo Reverse, tal como se muestra en el Tabla 2.

También se disefiaron oligonucleétidos para amplificar los fragmentos de un 1Kb rio arriba y rio abajo
del marco abierto de lectura de rga-1, ademds de un par de oligonucledtidos para amplificar el gen de

resistencia a nourseotricina (Tabla 2).
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Tabla 2. Oligonucledtidos. Nombre y secuencia de los oligonucledtidos disefiados en el presente estudio.

Nombre del oligonucleétido | Secuencia del oligonucleétido (5'=>3’)

rga-1 Fw—A ggcgcgec ATG GAT GAC TAT- (Ascl)

Rv—-GG actagt T CCT TAT TCC TCA AAG- (Spel)

Rga-1 (1Kb) Fw—CGCCAAACTGAAGGTGCCTAC-

Rv—GCTGGCTATGTGCTCGAAAGTGG-

natR Fw—GCATTTTTTGGGCTTGGCTGGAGCTAGTGG-

Rv—CAGGGGCAGGGCATGCTCATGTAGAGC-

3’ RGA-1 natR Fw—
GCTCTACATGAGCATGCCCTGCCCCTGGGAGTTAGCGAGCGCGTGAGC-

5’ RGA-1 natR Rv—GCTCCAGCCAAGCCCAAAAAGGTTGCGGTGTTCACCC-

Fw 5' UTR RGA-1 Fw-CTAGACCGACGGAGCTGTTGAC

Rv en RGA-1 (5') Rv-CGCCGTCGATTCCTTCTTGTCTG

pMR12 Fw-ATAATGAACGGAAGGTAGTTGTAGAAAG

pMR13 Rv-ATGGATATAATGTGGCTGTTGAAAG

2.4.2 Extraccion de DNA gendmico y plasmidico

Para la extracciéon de DNA gendmico de N. crassa se crecid micelio en medio MMV liquido durante 72h
en total obscuridad. Posteriormente, se filtrd, se secé el micelio por liofilizacién (liofilizador LABCONCO
FreeZone 2.5) para ser triturado con mortero y pistilo. Por ultimo, se utilizo el kit de extraccion de DNA

gendmico ZR Fungal/Bacteria DNA Miniprep (ZYMO RESEARCH) con el protocolo del fabricante.

La extraccion de DNA plasmidico de las células de E. coli DH5a se llevd a cabo con el Kit Zyppy Plasmid

Miniprep Kit (ZYMO RESEARCH) y el protocolo especificado en el mismo.

2.4.3 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Las amplificaciones de DNA se llevaron a cabo con la técnica de PCR en un termociclador T100 Thermal
Cycler (BIO-RAD), utilizando la enzima Ex tag DNA Polymerase (TaKaRa) en una reaccién con las
condiciones especificadas por el proveedor. Las condiciones estandar del ciclo de PCR fueron las
siguientes: 95 °C por 5 min para la temperatura inicial, 30 ciclos de: 95 °C por 30 s para la

desnaturalizacion, 30 segundos a una temperatura de alineamiento que varié de 52 a 60 °C
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dependiendo de la Tm (melting temperature) de los oligonucledtidos utilizados y 72 °C con un tiempo de
extension a una razén de 1 min/Kb del fragmento a amplificar. Después de los 30 ciclos se dejo la
reaccién 10 min a 72 °C para una ultima extensidén y, finalmente a 4 °C por tiempo indefinido hasta

retirar la reaccion.
2.4.4 Electroforesis

Para confirmar el tamafio de los fragmentos amplificados por PCR y observar la integridad del DNA
extraido, se analizd por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1%, con buffer TAE 1X (Tris base
40mM-Acido acético 20mM-EDTA 5mM, pH 8.0) y bromuro de etidio al 0.1%. Las condiciones de corrida
para los geles fueron: voltaje constante de 85V durante 40-50 minutos en una camara de electroforesis
(Mini-Sub, Cell GT, BIO-RAD) utilizando un regulador PowerPac BasicTM de BIO-RAD. Se utilizé el buffer
de carga Gel Loading Dye Purple (6X) de BiolLabs y los marcadores de peso molecular de BIO-RAD EZ
Load 1 kb y PROMEGA 1kb DNA Ladder Molecular Weight Marker 250bp/10,000bp. Por ultimo, el DNA

en los geles se visualizd con luz UV en el transiluminador Molecular imager GelDoc Xr de BIO-RAD.

2.4.5 Construccion del vector para el etiquetamiento con GFP en el amino terminal de la RGA-

1

Se amplificd por PCR el gen de rga-1 por medio de los oligonucledtidos Fw y Rv de la Tabla 2. Se corrié
por electroforesis el producto de PCR y se cortd la banda correspondiente al gen de rga-1 para purificar
por el Kit de extraccion de DNA en gel Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (ZYMO RESEARCH).
Posteriormente, se realizd una digestion enzimatica con las enzimas de restriccién Ascl y Spel al
producto de PCR purificado del gen rga-1 vy al vector pCCG-N-GFP. Después de la digestion, se purifico el
producto de PCR y el vector para someterlos a una reaccién de ligacion con la enzima T4 DNA ligase de
New England utilizando el protocolo del proveedor. El producto de la ligacién se transformd en células
de E. coli DH5a por choque térmico y se sembraron en medio LB con ampicilina. Se seleccionaron las
colonias transformantes y se realizé extraccién de DNA plasmidico (Miniprep), para después someterlos
a reacciones de digestidon y analizar por electroforesis el patrén de bandas correspondiente a la

construccion del vector pccg-n-gfp::rga-1.

2.5 Construccion de cepas de N. crassa
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Para la obtencidn de la cepa mutante Arga-1 se transformaron 125x10° conidios de la cepa FGSC# 9718

por medio de electroporacién con el casete de reemplazo con el gen de resistencia a nourseotricina.

La construccién del casete de reemplazo se llevd a cabo amplificando a partir de DNA gendmico de la
cepa #4200 las regiones 5’ UTR rio arriba del coddn de inicio del gen de rga-1, la regién 3’ UTR después
del coddn de paro del gen, y la amplificacidon del gen de resistencia a nourseotricina a partir del vector
pETNaTR. Los fragmentos 5° UTR y 3’UTR contienen fragmentos del gen de nourseotricina para poder

unir estos fragmentos con dicho gen en una PCR de fusidn (Figura 3).

5 UTR nat 3’ UTR rga-1
T = = o)

lerronds Sy 1 Eommm
PCR = a =
2da ronda E|-_:__>|
PCR

<--- I

—r--->

Arga-1

3ra ronda

PCR s |

Figura 3. Casete de reemplazo con nat. Rondas de PCR para la construccidén del casete de reemplazo con el gen de
nourseotricina.

Para la obtencion de la cepa con la proteina RGA-1 etiquetada con GFP, se transformaron conidios de la

cepa FGSC# 9717 con la construccidon pccg-n-gfp::rga-1 (Figura 4).

FHA57006 PCCG_MGFP-rga-1

Sitio de clonacign 8414 bp

miltiple

His-3

rga-1 Promotor ccg

Sitio de clonacidn Gly

miiltiple

Figura 4. Mapa del vector PCCG-N-GFP clonado con el gen de rga-1. El vector contiene el gen de resistencia a
ampicilina, el gen la proteina verde fluorescente bajo el promotor constitutivo ccg, y los fragmentos 5’ y 3’ del sitio
de histidina en N. crassa (12,325 bp).

Los conidios fueron lavados 2 veces con sorbitol 1M y se centrifugaron 1 min a 13,000 rpm, 4°C. Después

del lavado, se agregaron 10 plL de la ligacién del plasmido pccg-n-gfp::rga-1 6 5 pg del casete de
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reemplazo, segun el caso, y se incubd 30 min a 4°C. Se pasaron 40 plL de la muestra a una cubeta de
electroporacion (0.2 cm) para darles un pulso eléctrico con los siguientes parametros: 1.5 Kvolts, 600 Q
y 25 pF. Se les afadié inmediatamente 960 uL de sorbitol 1M, y se mezcldé en un tubo Falcon
conteniendo 15 mL de solucidn de recuperacidn, la cual contiene 2% de sales de vogel. Se incubé a 30°C
y 100 rpm por 2 horas. Posteriormente, se mezclé con 15mL de medio FIGS y se plaqued en una caja
Petri conteniendo 30 mL de medio para aislar colonias (FIGS con agar al 2%) suplementado con 100

pg/mL de nourseotricina (sélo en el caso de la cepa mutante), y se incubaron a 30°C por 3 dias.

2.6 Comprobacion de la integracion en His-3 de la construccidon pccg-n-gfp::rga-
1

Se realizd un PCR con los oligos pMR12 y pMR13 (Tabla 2) para comprobar que el gen de rga-1 con la
secuencia de la GFP en el N-terminal se integrd en el sitio his-3, con DNA gendmico de las cepas con

fluorescencia (Figura 5).

— HIS-3 pcegl gfp rga-1 e HIS-3 pr—
% %
pMR12 pMR13
2,1Kb

Figura 5. Comprobacion de la integracion de gfp-pccgl::rga-1 en His-3. Esquema representativo donde se sefalan
los sitios de la amplificacidn con los oligos pMR12 y pMR13.

2.6 Caracterizacion fenotipica de las cepas de N. crassa

Cada ensayo de la caracterizacidon fenotipica de la cepa mutante Arga-1 se llevd a cabo tres veces y por

triplicado, utilizando como control y punto de comparacién la cepa parental #9718.
2.6.1 Morfologia colonial

Se inocularon 1x10* conidios de cada cepa contenidos en un volumen de 10 pL en el centro de cajas

Petri con MMV sdlido. Se incubaron a 30 °C por 24 h, y se capturaron imagenes digitales.
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2.6.2 Tasa de crecimiento

Para obtener la tasa de crecimiento de las cepas de N. crassa, se procedié a inocular 1x10* conidios de
cada cepa contenidos en un volumen de 10 uL en cajas Petri con MMV. Se monitored y marcé la
superficie de la colonia cada 2 h a partir de las 12 h de incubacién a 30 °C. Las mediciones se llevaron a
cabo tomando en cuenta la distancia desde el indculo, en un extremo de la caja Petri, hasta cada marca
de la superficie colonial. Para cada marca se midieron 10 transectos perpendiculares a lo largo de la

superficie colonial, y se promedié su crecimiento.
2.6.3 Ramificacion

Se inocularon 1x10” conidios de cada cepa de N. crassa en un extremo de una caja Petri con MMV y se
incubaron a 30 °C por 20-22 h. Se contaron el nimero de ramificaciones que se produjeron en los 500

pum apicales de 30 hifas de cada cepa.
2.6.4 Conidiacidn e hifas aéreas

Para obtener la produccién de conidios generada por cada cepa, se inocularon 1x10* conidios en tubos
de borosilicato con MMV. Se incubaron tres dias en oscuridad y dos dias en luz a 30 °C. Se recuperaron
los conidios en 1 mL de agua destilada estéril, agitando con vortex para desprender los conidios. Se

contaron los conidios producidos utilizando una cdmara de Neubauer.
2.6.5 Biomasa

La biomasa se obtuvo a partir de 1x10” conidios inoculados en matraces de 250 mL con 50 mL de MMV
liquido, incubados a 30 °C por 48 h. Se filtr6 y secé el micelio y se liofilizé por 24 h, finalmente se midié

el peso seco.
2.6.6 Microscopia de cepas de N. crassa con fluorescencia.

Las cepas que presentaron fluorescencia por la expresion de la proteina RGA-1 etiquetada con GFP
(Green fluorescent protein) se observaron en el microscopio confocal Olympus Fluoview FV-1000 con un
filtro de excitacidn de 488 nm, emisidn de 500-550 nm y un objetivo PLAN apocromatico de 60X/1.4. Las
muestras de N. crassa fueron tomadas a partir de cajas inoculadas con MMV sélido al 1.5% e incubadas
a 30 °C, 14-16 h. Se realizaron cortes en el agar tomando parte de la periferia de la colonia. El bloque
obtenido se montd sobre un cubre objetos de manera invertida (Hickey et al. 2005) y se tomaron

imagenes y videos por medio del programa FV10-ASW 4.2 Viewer.
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Capitulo 3. Resultados

3.1. Analisis bioinformatico

La secuencia de aminoacidos de la proteina predictiva RGA-1 (NCU07688) de N. crassa presenta dos
dominios LIM en el extremo amino terminal y el dominio RhoGAP en el extremo carboxilo, los cuales son
muy conservados en estas proteinas, tal como se observa en los ortdlogos en S. cerevisiae, M. oryzae, C.

albicans y A. gossypii que han sido reportados como RGAs anteriormente (Figura 6).

El alineamiento multiple revelé que las regiones con mayor identidad en las secuencias peptidicas se
encontraban en los extremos amino y carboxilo (Figura 7), acorde a la posicién de los dominios
conservados LIM y RhoGAP. Dentro del dominio RhoGAP se logré identificar el dedo de arginina
conservado en GAPs, el cual es utilizado para promover la hidrélisis del GTP en el sitio activo de las

GTPasas.

El porcentaje de identidad obtenido a partir del alineamiento multiple de la secuencia peptidica de la
RGA-1 (NCUO0O7688) con los ortélogos se muestra en la Tabla 3. El mayor porcentaje de identidad se
obtuvo con la RGA-1 de M. oryzae (63.76%), mientras que para C. albicans, A. gossypiiy S. cerevisiae fue
de 29.58%, 27.87% y 25.58%, respectivamente.

N. crassa
LIM LIM RhoGAP

1 1670 73-124 991 1164 1170

M. oryzae
LIM LIM RhoGAP

1189

1 17-71 74125 1009 1182
C. albicans
LIM LIM
1 3690 93-144 993 1171 1176
A. gossypii
LIM LIM
1 2781 84137 879 1070 1079
S. cerevisiae
LIM LIM RhoGAP

1 1367 70-123 803 1002 1007

Figura 6. Esquema representativo de los dominios de la RhoGAP predictiva RGA-1 de N. crassa y sus ortélogos en
otros organismos. Todas las RGA-1 presentan 2 dominios LIM en tdandem en el extremo N-terminal y un dominio
RhoGAP en el extremo C-terminal, tal como la RGA-1 predicha de N. crassa.
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Figura 7. Alineamiento multiple de la RGA-1 de N. crassa, M. oryzae, C. albicans, A. gossypiiy S. cerevisiae. Fondo
negro y gris indican amino acidos idénticos y similares, respectivamente. El recuadro rojo sefiala la arginina (R)

conservada en el dominio RhoGAP de las RGA-1.
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Tabla 3. Porcentajes de identidad. Valores obtenidos a partir del alineamiento multiple de las secuencias
peptidicas de los ortdlogos de la RGA-1 de N. crassa en otros organismos.

RGA-1 N. crassa
% identidad
M. oryzae 63.76
albicans 29.58
A. gossypii 27.87
S. 25.58
cerevisiae

3.2. Obtencion de la cepa mutante homocarion Arga-1

Con el motivo de obtener la cepa mutante por sustitucion del gen de rga-1, se transformé con el casete
de reemplazo que inserta el gen de resistencia a nourseotricina en el genoma de N. crassa por medio de
recombinacidn homdloga. Se procedid a seleccionar 6 colonias aisladas que lograron crecer, y se
inocularon en medio MMV sélido con nourseotricina para obtener conidios. Las mutantes
heterocariontes obtenidas presentaron una disminucidn en el didmetro de la colonia con respecto a la
cepa parental (WT), percibiendo a primera vista que la eliminacion de rga-1 en algunos nucleos de N.

crassa provoca defectos en el crecimiento (Figura 8).

Figura 8. Morfologia de la cepa heterocaridon Arga-1. Cepa silvestre parental (FGSC #9718) y la cepa heterocarién
#5, respectivamente.
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Para obtener una cepa mutante homocarién de N. crassa, en la que ningln nucleo contiene el gen rga-
1, se procedid a realizar las cruzas de las cepas het Arga-1 con la cepa silvestre FGSC# 9013 para
producir ascosporas (Figura 9), y de esta manera, determinar qué tan importante es la proteina RGA-1

para el hongo.

Figura 9. Cruza de la cepa heterocarién Arga-1. Peritecios producto de la cruza de las cepas het Arga-1 X WT, para
la obtencidn de ascosporas homocarion. Se incubaron a 25°C de 14-21 dias en MSC.

Se recuperaron las ascosporas resultantes de la cruza y se plaquearon ya activadas en una caja Petri con
medio MMV sdlido adicionado con nourseotricina, posteriormente se incubaron a 30°C para la
obtencién de conidios. Se extrajo DNA gendmico y se realizé un PCR de comprobacién con los
oligonucledtidos Fw 5" UTR RGA-1 y Rv en RGA-1 (5’) que amplifican desde el extremo 5’ UTR hasta
parte del ORF del gen de rga-1, teniendo como resultado en una cepa WT una banda de ~2,710 bp, y la

ausencia de ella en el caso de la cepa mutante homocarién Arga-1 como resultado de la delecién del

gen rga-1 (Figura 10).

Figura 10. PCR de comprobacidn de la cepa mutante homocarién Arga-1. En el ler y 2do carril se observan los
amplicones con los oligos Fw 5 UTR RGA-1 y Rv en RGA-1 (5’) de la cepa silvestre (FGSC# 9718) y Arga-1
homocarién, respectivamente. En el 3er carril se utiliza la cepa Abem-3 como otro control positivo de la
amplificacién. En el 5to carril se utiliza la cepa Arga-1 con los oligos rgd-1 Fw y Rv que amplifican ~5,200bp, para
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comprobar la integridad del DNA gendmico. Marcador de peso molecular EZ Load 1kb de BIORAD. Gel de agarosa
al 1%, con bromuro de etidio.

Las cepas homocariontes obtenidas a partir de la cruza mostraron incluso un menor didmetro que la
cepa heterocarion como se observa en la figura 11A, formando colonias con un crecimiento

drasticamente disminuido comparado con la cepa WT (Figura 11).

Figura 11. Morfologia de la cepa homocarién Arga-1. Cepa silvestre FGSC# 9718 (A) y homocarién Arga-1 (B).

3.3. Caracterizacion fenotipica de la cepa mutante Arga-1

Una vez identificada la cepa mutante homocarién se procedié a realizar su caracterizacidn al igual que la
cepa parental FGSCH 9718 para comparar el fenotipo y analizar efecto de la ausencia de la proteina RGA-

1.
3.3.1 Tasa de crecimiento

Se midié el crecimiento de las cepas silvestre y Arga-1 desde las 12 horas hasta las 28 h, y se observé
una disminucidén en el crecimiento de la cepa mutante del 48.8% comparado con la cepa silvestre (Figura
12). La mutante presenté una velocidad de crecimiento de 0.333 cm h™* comparado con la velocidad de

la cepa silvestre, la cual fué de 0.638 cm h.
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Figura 12. Crecimiento radial de la cepa Arga-1. Cepa silvestre (WT) y mutante Arga-1, la velocidad de crecimiento
de la cepa mutante Arga-1 fue 48.8% menor que la cepa silvestre. Las barras de error representan la desviacion

estandar.

3.3.2 Produccion de conidios e hifas aéreas.

La cepa mutante Arga-1 presentd una produccién de hifas aéreas de una longitud del 43.8% menor

comparado con la cepa silvestre (Figura 13). Debido a que se observé una longitud considerablemente

menor de las hifas aéreas, también se decidié evaluar si la produccién de conidios estaba afectada en la

mutante. Sin embargo, la cantidad de conidios producidos en la cepa Arga-1 no mostrd grandes

diferencias comparado con la produccién de la cepa silvestre (Figura 14).
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Figura 13. Longitud de hifas aéreas de la cepa Arga-1. (A) Imagen de la cepa silvestre y mutante Arga-1. (B) Se
compara la longitud de las hifas aéreas entre la cepa silvestre (WT) (azul) y Arga-1 (rojo). Las barras de erros
representan la desviacion estandar.
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Figura 14. Produccién de conidios. Cepa silvestre (WT) (azul) y la mutante Arga-1 (rojo). Las barras de error
representan la desviacion estandar.

Aparentemente, el producir hifas aéreas con menor longitud no afecta a la cantidad o concentracion de
conidios que puede producir la cepa mutante Arga-1, por lo que, se infiere que la RhoGAP RGA-1 no
tiene un gran efecto en esta etapa del ciclo asexual de N. crassa, sin embargo, la elongacién de las hifas

aéreas parece depender en gran medida de esta proteina.
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3.3.4 Biomasa e indice de ramificacion

Se llevd a cabo la cuantificacién de la biomasa de la cepa Arga-1, ya que se observd que la tasa de
crecimiento se vié drasticamente afectada y se infiriéd que la biomasa producida en medio MMV liquido

de la misma mutante reflejaria el efecto encontrado.

Se observé una disminucion del 27.8% en la biomasa de la cepa mutante Arga-1 comparado con la cepa
silvestre (Figura 15), comprobando que hay una relacion directa entre la capacidad de crecimiento

vegetativo y la biomasa total que puede producir el hongo.

150
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Figura 15. Produccion de biomasa. Cepa silvestre (WT) y la mutante Arga-1. Las barras de error representan la
desviacion estandar.

Otro aspecto importante durante el crecimiento polarizado en los hongos filamentosos, es que, durante
este proceso pueden generar ramificaciones de hifas que les permiten extenderse para abarcar mayor
area de la superficie de su sustrato, se generan entrelazamientos de hifas y se forma el micelio. Por lo
que, se decidié cuantificar el nUmero de ramificaciones producidas en las hifas principales de la cepa
mutante Arga-1. La cepa silvestre produjo 1 a 5 ramas por hifa principal, a diferencia de la cepa Arga-1

que produjo de 3 a 7 ramas por hifa (Figura 16).
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Figura 16. Frecuencia de ramificaciones. Hifas principales de la cepa silvestre (WT) y la cepa mutante Arga-1. Escala
500um.

3.4. Obtencion de la cepa GFP-RGA-1

Con el objetivo de observar la dindmica intracelular de la GAP RGA-1, se llevd a cabo la amplificacién por
PCR del marco abierto de lectura del gen rga-1 con los oligonucledtidos rga-1 Fw y Rv (Tabla IlI). Ademas
de la banda correcta, se observaron bandas inespecificas por lo que se procedid a purificar por kit la

banda de interés (3,911 bp) (Figura 17 Ay B).

Purificacion rga-1
1Kb - rga-1

< wad-nl i

PCR rga-1 ORF
1kb rga-1

—
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4000b
D ey S— q 3911bp
— w8 = ~ m
wescE N
e 3 - —

Figura 17. PCR y purificacién del ORF de rga-1. A) Amplicén del marco abierto de lectura de rga-1 (3,911 bp). B)

Amplicon de rga-1 después de purificar de gel de agarosa. Marcador de peso molecular 1kb DNA de PROMEGA.
Gel de agarosa al 1%, con bromuro de etidio.
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En la figura 18 se muestran las bandas de los amplicones del ORF de rga-1 después de la purificacion y

digestion, al igual que el vector pccg-N-GFP digerido.

Digestiones Ascl y Spel
ORF rga-1 pccg-N-GFP

8414bp

5000DD e
4000b‘|’:§'§. . + 3911bp

-

- - -

1Kb

Figura 18. Digestiones del ORF rga-1 y pccg-N-GFP. Gen de rga-1 (3,911 bp) y el vector pccg-N-GFP (8,404 bp)
digeridos con las enzimas Ascl y Spel. Marcador de peso molecular EZ Load 1kb de BIORAD. Gel de agarosa al 1%,
con bromuro de etidio.

Se procedid a transformar conidios de la cepa de N. crassa FGSC# 9717 con la construccidon pccg-n-
gfp::rga-1 extraida por KIT de purificacion de DNA plasmidico de una de las colonias de E. coli

transformadas.
3.4.1 Localizacion intracelular de la RhoGAP RGA-1 en N. crassa

Se realizdé un cribado de las cepas obtenidas mediante microscopia confocal buscando fluorescencia en
hifas maduras. Se encontrd fluorescencia tanto en septos, puntas y en membrana plasmatica de hifas

maduras (Figura 19).

Una vez identificadas las cepas que presentaron fluorescencia, se procedié a comprobar mediante PCR
la integracion de la construccidn pccg-n-gfp::rga-1 en el sitio de his-3 del genoma de N. crassa (Figura

20).
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Figura 19. Micrografia de la cepa transformante de N. crassa. Se observa la fluorescencia (flechas) de la proteina
etiquetada GFP-RGA-1, tomada mediante microscopia confocal. Barra de escala: 20 um.

Figura 20. PCR de comprobacidn para la integracién de la construccién pccg-n-gfp::rga-1. A la izquierda se observa
un fragmento de ~2,100 Kb que corresponde a la amplificacion del promotor ccgl mas parte de la secuencia 3’ his-
3. Marcador de peso molecular EZ Load 1kb de BIORAD. Gel de agarosa al 1%, con bromuro de etidio.
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3.4.2. Localizacién de la RhoGAP RGA-1 en la zona apical de las hifas de N. crassa

Mediante microscopia confocal se logrd localizar a la proteina GFP-RGA-1 en las puntas de las hifas
maduras de N. crassa, en la zona donde se localiza el Spitzenkdrper. Ademas, en la zona subapical se
logra observar una nube de fluorescencia de la gama del verde cercana a la punta (Figura 21A). Al tefir
con el colorante anfifilico FM4-64, éste se une a la membrana plasmatica, se internaliza y distribuye por
medio de la endocitosis y el transporte vesicular hasta llegar a las vesiculas que conforman el SPK. De
esta manera se logré observar que la GFP-RGA-1 co-localiza con el SPK en la punta de la hifa cuando se

combinan ambas sefiales (merge) (Figura 21A).

Como ya se habia mencionado anteriormente, RGA-1 tiene actividad de GAP sobre CDC-42 y RAC, por lo
gue se esperaba que la localizacion de esta proteina fuera similar a la de estas Rho GTPasas en la zona
apical, sin embargo se observé una localizacién abundante de la GFP-RGA-1 en el SPK, asi que se llevo a
cabo un andlisis de intensidad de fluorescencia (Figura 21 B y C) para saber realmente que tanto se
traslapan las sefales, comprobando de esta manera una co-localizacidn casi total de la GFP-RGA-1 vy el
SPK. Por lo que, se infiere que RGA-1 podria estar desempefiando otro papel aparte de la funcién de

GAP para CDC-42 y RAC, por su localizacién en el SPK.
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Figura 21. GFP-RGA-1 en la zona apical de hifas de N. crassa. A) Localizacién de la GFP-RGA-1 de manera
puntiforme en la punta (flecha) de una hifa de N. crassa. Tincién con FM4-64 para observar el Spitzenkorper
(flecha). Traslape de las sefiales de la GFP-RGA-1 y FM4-64, donde se observa una aparente co-localizacién de
ambas sefiales. DIC; contraste por interferencia diferencial de la hifa. B) Acercamiento de la hifa para trazar el drea
donde co-localizan las sefiales. C) Grafica de intensidad de fluorescencia donde se muestra el traslape de sefiales
de la GFP-RGA-1 (verde) y el FM4-64 (rojo), indicando una co-localizacidn parcial de la proteina RGA-1 con el
Spitzenkorper. Barra de escala: 10 um.

Adicionalmente, se realizaron analisis de la dinamica de la GFP-RGA-1 a través del tiempo durante el
crecimiento de las hifas maduras, donde se observé que la proteina se localiza cerca de la membrana
plasmatica de la zona apical de la hifa, de manera similar a la localizacién de RAC. Un dato interesante es
que esta localizacion de la GFP-RGA-1 sdlo se observa en cortos periodos de tiempo a manera de pulsos
hacia la membrana plasmatica, y cuando las hifas presentan un estrés aparente creciendo en “zig-zag”,

ademads en ninglin momento se pierde la co-localizacidon con el SPK (Figura 22).
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Figura 22. Serie de tiempo de hifa madura de la cepa marcada, en condiciones de estrés. Muestra la localizacién de
la GFP-RGA-1 en el Spitzenkérper y fluorescencia a manera de “pulsos” hacia la membrana plasmética de la punta
de las hifas (flechas blancas). Barra de escala: 10 um. Tiempo en min:seg.

3.4.3. Localizacidon de la RhoGAP RGA-1 en septos de N. crassa

Al analizar los septos de las zonas distales al margen de la colonia, se observé fluorescencia en ellos
(Figura 23A), por lo que se utilizé el marcador FM4-64 para observar si habia una completa co-
localizacién con la membrana plasmatica del septo y la GFP-RGA-1. Se logré identificar, como se observa
en la figura 23 panel C, dicha co-localizacion. CDC-42 y RAC se localizan de igual manera en septos de N.
crassa involucradas en el proceso de la formacion del septo, sugiriendo asi, que RGA-1 posiblemente

esté regulando a estas Rho GTPasas durante la formacidn del septo.
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GFP-RGA-1

Figura 23. GFP-RGA-1 en septos de N. crassa. A) Localizacion de la GFP-RGA-1 en el septo (flecha) de una hifa de N.
crassa. B) Tincién con FM4-64 para observar el septo (flecha). C) Traslape de las sefiales de la GFP-RGA-1 y FM4-64,
donde se observa una co-localizacion de ambas sefiales en el septo (flecha). D) DIC; contraste por interferencia
diferencial de la hifa. Barra de escala 10 um.

Con el motivo de averiguar en qué parte del proceso de la formacidn del septo esta involucrada RGA-1,
se procedié a analizar la dindmica de la GFP-RGA-1 en las zonas donde comienzan a formarse los septos.
Se pudo observar una acumulacién de fluorescencia cercana a la membrana plasmatica justo en los
sitios donde posteriormente comienza a invaginarse, la fluorescencia se extiende hacia el centro de la
hifa de manera constante y al mismo tiempo que la membrana plasmatica hasta que termina de
formarse el septo (Figura 24 Ay C). Sumado a esto, se logra apreciar a la GFP-RGA-1 localizada cerca de

la membrana plasmatica adyacente al septo de manera desvanecida (Figura 24 Ay C).
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Figura 24. Serie de tiempo de la formacién del septo en hifa de N. crassa. A) La proteina GFP-RGA-1 se observa
acumulandose en ambos lados de la membrana antes de comenzar a invaginarse, y se mantiene durante y después
de la formacion del septo. B) Se observa el proceso de invaginacion de la membrana durante la formacion del
septo por medio de la tincidn con el colorante FM4-64. C) Co-localizaciéon de la GFP-RGA-1 con la membrana
plasmatica invaginandose. D) DIC; contraste por interferencia diferencial. Barra de escala: 20 um. Tiempo en
min:seg.

Se realizé una reconstrucciéon en 3D del septo, con el motivo de aclarar de qué manera se encuentra
distribuida la proteina GFP-RGA-1 en dicha estructura. Se observd que efectivamente se encuentra
localizada en toda la membrana plasmatica del septo, desde la periferia hasta el centro de la hifa

excluyendo el 4rea del poro septal (Figura 25).
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Figura 25. Reconstruccién del septo en 3D con la proteina GFP-RGA-1. Se logra observar a la proteina localizada en
toda la membrana del septo. Barra de escala 10 pm.

Las observaciones realizadas nos sugieren que RGA-1 posiblemente esté regulando la formacion del
septo a través de CDC-42 y/o RAC desde el inicio de dicho proceso, ademas de que es necesario que

permanezca incluso después de haberse formado el septo.
3.4.4. Localizaciéon de la RhoGAP RGA-1 en germinulas de N. crassa

En la etapa de germinacidn de conidios de N. crassa no se observé una localizacidon determinada de la
proteina GFP-RGA-1, sin embargo, las germinulas presentan fluorescencia de estructuras puntiformes
dispersas por el citoplasma con movimiento aparente (Figura 26). El hecho de que CDC-42 y RAC estan
involucradas en la formacion de los tubos germinativos y su localizacién se encuentra en la punta de
dichas estructuras (Lichius et al., 2014) sugiere que RGA-1 no tiene una funcidon de GAP en el inicio de la

formacién de los tubos germinativos.

Figura 26. Localizacion de la GFP-RGA-1 en germinulas de N. crassa. Se observan estructuras puntiformes dispersas
en toda la germinula (flechas), sin una localizacién aparente especifica. Barra de escala 20 um.
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3.5. Localizacion de las proteinas CDC-42 y RAC en hifas de N. crassa

Debido a que CDC-42 y RAC se encuentran reguladas negativamente por la RhoGAP RGA-1, se procedié
a observar la localizacién de éstas Rho GTPasas para poder compararla con el patrén de fluorescencia de
la GFP-RGA-1 en puntas de hifas maduras. Las cepas utilizadas para observar tal localizacién, contienen a
las proteinas CDC-42 y RAC etiquetadas en el extremo amino terminal con la proteina YFP (Yellow

fluorescent protein), obtenidas del laboratorio de la Dra. Ernestina Castro Longoria.

Se logrd observar a la proteina YFP-CDC-42 en las puntas de las hifas de N. crassa, permaneciendo en un
area entre el Spk y la membrana plasmatica de la punta de la hifa en crecimiento (Figura 27A). Por otro
lado, la proteina YFP-RAC se observd localizada en la membrana plasmdtica de la zona apical excluyendo
el area donde se localiza YFP-CDC-42, formando un anillo que cubre en parte al SPK (Figura 27B), tal

como lo describe Araujo Palomares (2011).

La localizacion de la YFP-RAC parece coincidir con el de la GFP-RGA-1 cuando las hifas se encuentran en
condiciones de estrés, en el cual se observan pulsos de fluorescencia hacia la membrana plasmatica de
la zona apical, asi mismo, excluye el darea donde se localiza YFP-CDC-42. Sin embargo, YFP-RAC no co-

localiza con el SPK como se describe anteriormente para el caso de la GFP-RGA-1.

A

YFP-CDC-42 + FM4-64

YFP-RAC +FM4-64

Figura 27. Localizacion de las Rho GTPasas CDC-42 y RAC en hifas maduras de N. crassa teiiidas con FM4-64. A)
YFP-CDC-42 se logra observar localizada en la punta de la hifa (flecha blanca) en un area entre el Spk y la
membrana plasmatica. B) La fluorescencia de la YFP-RAC se encuentra adyacente a la membrana plasmatica en la
zona apical, rodeando al Spk y excluyendo la zona de CDC-42 en la punta de la hifa. Barra de escala 5 um.
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Capitulo 4. Discusion

Las Rho GTPasas son una importante familia de proteinas presentes en todos los eucariotas, estan
involucradas en diversos procesos bioldgicos importantes como el crecimiento, la organizaciéon del
citoesqueleto, diferenciacién y divisién celular. Es por ello que en hongos filamentosos es suma
importancia estudiar la regulacién de las Rho GTPasas, en particular las que participan en el crecimiento
polarizado. En la levadura S. cerevisiae se ha reconocido a la Rho GTPasa CDC-42 como el regulador
maestro del crecimiento polarizado. Sin embargo, en hongos filamentosos, y particularmente en nuestro
modelo de estudio N. crassa, ademas de CDC-42 se encuentra la Rho GTPasa RAC. Ambas GTPasas se
han reportado como importantes reguladores del establecimiento y mantenimiento de la polaridad, ya
que las mutantes nulas Acdc-42 y Arac mostraron un crecimiento drasticamente disminuido y la doble
mutante es letal (Araujo-Palomares et al., 2011). El estudio del crecimiento polarizado en N. crassa toma
importancia, ya que es un buen modelo para entender cdmo se esta regulando éste proceso en otros
organismos. En mamiferos, también se encuentra la Rho GTPasa RAC al igual que CDC-42, por lo que es
posible hacer comparaciones en las funciones que realizan éstas proteinas en organismos tan lejanos

filogenéticamente.

Dada la gran cantidad de procesos en los que participan las Rho GTPasas, estas proteinas estan
altamente reguladas. Como se describié en los antecedentes, las Rho GTPasas requieren de reguladores
positivos (GEF) y negativos (GAP) ya que funcionan como interruptores moleculares que cuando estan
unidos a GTP se encuentran activos y participan en la cascada de sefializacién que da lugar, entre otras
cosas, al crecimiento polarizado. En este sentido, la proteina CDC-24 se ha reportado como el Unico
regulador positivo o GEF para las Rho GTPasas CDC-42 y RAC en N. crassa (Araujo-Palomares et al.,

2011). Sin embargo, hay muy poca informacién acerca de los reguladores negativos o GAPs.

En el presente trabajo se investigd a la RhoGAP RGA-1 (NCU07688) para conocer cual es su posible
funcién en el crecimiento de N. crassa. Esta proteina fue identificada como GAP por medio de ensayos
de actividad in vitro, en donde, se muestra que comparte actividad sobre CDC-42 y RAC con las Rho
GAPs identificadas como BEM-3 (NCU02524) y RGD-1 (NCU00553). Sin embargo, RGA-1 y BEM-3 a su vez
presentaron actividad sobre la Rho GTPasa RHO3 (Ludwig, 2015) (Figura 2).

A pesar de la especificidad que tienen las Rho GAPs por su Rho GTPasa sustrato, se ha reportado que
algunas Rho GTPasas pueden ser reguladas por mas de una Rho GAP, e incluso una sola Rho GAP puede
tener actividad sobre mds de una Rho GTPasa. Ya que como se ha reportado en S. cerevisiae, las GAPs

Rgalp, Rga2p, Bem3p y Bem2p (homdlogo a RGD-1 en N. crassa) comparten especificidad hacia Cdc42p
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(Stevenson et al., 1995; Smith et al., 2002; Marquitz et al., 2002). Por otro lado, en el hongo filamentoso
M. oryzae la RhoGAP MoRgal, la cual tiene un 63% de identidad con RGA-1 de N. crassa (Tabla 3),
mostré interaccién con MoCdc42 y MoRacl unidos a GTP. Ademas, la falta de MoRgal en M. oryzae
produjo defectos en la morfologia de los conidios (alargados) y una disminucion en su produccidon (Ye et
al., 2014). La mutante obtenida Arga-1 de N. crassa, presentd una tendencia a la disminucién de la
produccién de los conidios. Sin embargo, no se encontré una diferencia significativa con respecto a la
cepa silvestre (Figura 13), por lo que se infiere que RGA-1 no es importante para esta etapa del ciclo
asexual del hongo. Ademas, se observaron cumulos de fluorescencia de la GFP-RGA-1 en el citoplasma
de los conidios y germinulas, pero no se logra apreciar una localizacion especifica, por lo que,
probablemente en esta etapa se esté sintetizando la proteina para realizar su funcidn ya que la hifa

alcance cierto grado de madurez (Figura 26).

Por otro lado, para la mutante nula de RGA-1 se esperaba un fenotipo con un mayor crecimiento del
micelio debido a una mayor acumulacién de los estados activos de las Rho GTPasas en la punta, en este
caso CDC-42-GTP y RAC-GTP. En S. cerevisiae, la falta de Rgalp genera células elongadas, y un aumento
en el crecimiento invasivo, en donde Cdc42p esta involucrada (Smithet al, 2002). En el hongo dimérfico
C. albicans, la pérdida de CaRgal provoca células con gemas altamente polarizadas y en condiciones
donde se producen pseudohifas, la mutante Argal genera células mas largas y delgadas como las de las
hifas (Helen y Sudbery, 2006). Sin embargo, el fenotipo de la mutante nula de RGA-1 en N. crassa
provocd una disminucién en la tasa de crecimiento y longitud de las hifas aéreas del 48.8% y 43.8%,
respectivamente (Figura 12 y 13), ademds de una disminucién en la biomasa (Figura 15) y un aumento
en el nimero de ramificaciones por hifa (Figura 16). En trabajos previos, donde se caracterizaron
mutantes nulas de GAPs de N. crassa obtenidas del FGSC (Fungal Genetic Stock Center), se observé que
la mutante nula Arga-1 igualmente disminuye la tasa de crecimiento, y la produccién de conidios se

asemeja a la WT, acorde a lo encontrado en éste estudio (Ludwig, 2015).

El fenotipo inesperado en la disminucion de la tasa de crecimiento puede ser debido a que en los
ensayos de actividad in vitro la RhoGAP RGA-1 también parece regular a la Rho GTPasa RHO-3. Es
posible que el efecto obtenido en cuanto al fenotipo sea por la funcion que RHO-3 desempefia en N.
crassa, aunado o no a la funcién de CDC-42 y/o RAC. Se ha reportado en S. cerevisiae que Rgalp
interactua in vivo preferencialmente con Rho3p unido a GTP, por lo que es posible que esté actuando
como GAP para Rho3p durante el crecimiento polarizado y la exocitosis, regulando éste proceso al
modular las funciones de Cdc42p y Rho3p de manera coordinada (Adamo et al., 1999; He et al., 2015).

Es N. crassa no se conoce la funcion de RHO-3, pero es posible que suceda algo similar que en S.
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cerevisiage. En otros hongos filamentosos se han reportado funciones distintas de Rho3, por ejemplo, en
A. gossypii es importante para el mantenimiento del crecimiento de las hifas, como lo describen
Wendland y Philippsen en el 2000, debido a que la mutante nula de Agrho3 genera un crecimiento
isotrépico en ciertos periodos del crecimiento polarizado. Por el contrario, MgRho3 no es necesaria para
el crecimiento polarizado en M. grisea, pero estd involucrada en la formacidon del apresorio (Zheng et al.,
2000). La informacién en hongos filamentos es escasa, por lo tanto, es necesario el analisis de una
mutante nula de Rho3 en N. crassa para obtener informacidn acerca de la funciéon que desempeiia en el
crecimiento del hongo, ademas de etiquetar a la proteina para conocer su localizacién e identificar si co-

localiza con el patrén de la RhoGAP RGA-1, y las Rho GTPasas CDC-42 y/o RAC.

La GFP-RGA-1 se encontré co-localizando con el SPK casi en su totalidad, y de una manera dispersa en la
zona apical cercana al SPK y a la punta de la hifa (Figura 21). Este patrdn de localizacion de la GFP-RGA-1
en el dpice, puede ser debido a que la proteina se transporte en las vesiculas, y que ademas haya una
gran concentracién en el citoplasma cercana a éste para cuando sea necesaria en su funcion como GAP
para CDC-42 y/o RAC, las cuales se encuentran en la punta de la hifa asociadas a membrana (Figura 26A
y B). Tal como se observa con CDC-24, la GEF para CDC-42 y RAC, que presenta un patron similar de
localizaciéon, en donde ademds de localizarse cerca de la membrana plasmatica de la punta de la hifa,
también se observa en el citoplasma rodeando y co-localizando parcialmente con el SPK, excluyendo el

nucleo de éste (Araujo-Palomares, 2011) a diferencia de la GFP-RGA-1.

Por otro lado, en situaciones de estrés cuando la hifa presenta un crecimiento en “zig-zag”, la proteina
GFP-RGA-1 parece asociarse a la membrana plasmatica de la punta de la hifa de igual manera que YFP-
RAC (Figura 22 y 27B). Sin embargo, esto se lleva a cabo en cortos periodos de tiempo, a manera de
pulsos de fluorescencia hacia la membrana, simultaneamente, se mantiene co-localizando con el SPK
durante éste fendmeno (Figura 22). Cabe mencionar que la GAP RGA-1 no contiene dominios
transmembranales, pero si cuenta con el dominio RhoGAP, por lo que si aparenta una localizacién como
asociada a membrana podria ser debido a la interaccidon con otra proteina como lo es RAC, la cual por
medio de su grupo prenilo hidrofébico se une a membrana plasmdtica. Esto sugiere que RGA-1 en N.
crassa efectivamente podria estar actuando como GAP de la Rho GTPasa RAC in vivo. Ademas, este
patrdon de fluorescencia se asemeja al de la RhoGAP BEM-3 etiquetada con GFP en el N-terminal, la cual
parece localizar en la zona de RAC de manera constante, pero ademas, se intercala localizandose de
forma intermitente en la zona de CDC-42 durante el crecimiento de las hifas maduras (Castro-Longoria,

sin publicar). Es posible que en casos de estrés en las hifas, RGA-1 se encargue de regular negativamente
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a RAC para mantener la polaridad de la hifa en cierta direccidn, mientras que BEM-3 es requerida para

regular a RAC durante todo el crecimiento.

Sin embargo, también existe la posibilidad de que RHO-3 esté siendo regulada por RGA-1 en la punta,
debido a la funcién que se le ha dado en la exocitosis y crecimiento polarizado en otros hongos. En
condiciones de estrés, tal vez sea requerido un mayor flujo o transporte de vesiculas hacia la membrana
plasmatica de la punta de la hifa para mantener el crecimiento por medio de la fusién de nuevo material
en la membrana, lo cual, podria estar mediado por RHO3 vy ésta, a su vez, regulada por RGA-1 y BEM-3

gue como ya se menciond anteriormente, presentaron ambas gran actividad sobre RHO3.

Adicionalmente, GFP-RGA-1 parece estar involucrada en la formacion del septo. Se lograron observar
cumulos de fluorescencia en los sitios donde, posteriormente, comienza a invaginarse la membrana
plasmatica, manteniéndose asociada a ella durante y después de la formacidn del septo (Figura 23 y 24).
Debido a que CDC-42 y RAC se encuentran localizadas desde el inicio de la formacion del septo (Araujo-
Palomares et al., 2011), se puede asumir que RGA-1 podria estar desempefiando su papel como GAP

durante dicho proceso.

De manera similar, MoRgal-GFP se localiza en el poro septal de los conidios de M. oryzae, donde de
igual manera interactia con MoCdc42 y MoRacl. Ademas, MoRgal contiene los dominios conservados
LIM (2 en tdndem) y RhoGAP, ambos son importantes para la localizacion y funcion de ésta RhoGAP (Ye
et al.,, 2014). Sumado a esto, en N. crassa, Vogt y Seiler en el 2008 describieron la localizacion de la
RhoGAP LGR1 (especifica para Rhol), la cual contiene trés dominios LIM y un dominio RhoGAP, esta
involucrada en el crecimiento polarizado y se localiza en el poro septal y en puntas de hifas. Encontraron
que, GFP-LGR1 ademas de localizarse de manera dispersa “reticulo-vesicular” en la zona apical, también
se localiza en forma de media luna en las puntas de las hifas, y que, ésta localizacion tanto en puntas
como en el poro septal, depende de los dominios LIM que contiene LGR1. Por lo que, el patrén vy
dindmica que observamos de la RhoGAP RGA-1 de N. crassa en puntas de hifas y en septos sea
posiblemente debido a los dominios LIM (2 en tdndem) y RhoGAP encontrados en su secuencia
peptidica, donde los dominios LIM le permitirian a RGA-1 interactuar con otras proteinas o
componentes para localizarla en sitios especificos donde, por medio del dominio RhoGAP interactie y

realice su funcién como regulador negativo para las Rho GTPasas, ya sea CDC-42, RAC y/o RHO3.

En contraste a la localizacién de la RGA-1 descrita anteriormente, la GAP BEM-3 etiquetada con GFP en
el extremo N-terminal, no se presenta en los septos, sino que se localiza cercana a la membrana

plasmatica en el dpice de germinulas e hifas maduras, cubriendo la zona de CDC-42 y RAC al mismo
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tiempo (Castro-Longoria, sin publicar). Por lo que, es posible que BEM-3 desempefie su funcién de GAP,
para CDC-42 y RAC, desde el inicio del crecimiento polarizado y por lo tanto tiene una funcién diferencial
a la GAP RGA-1. Quedan varias incégnitas sobre el rol que tiene RGA-1 en el desarrollo de N. crassa,
como por ejemplo si en realidad estd encargada primordialmente en regular el crecimiento polarizado
por medio de las Rho GTPasas CDC-42, RAC y RHO3 o si, estd involucrada en otro proceso, ruta de
sefializacion y/o interacciéon debido a la localizacién que presenta constantemente en el SPK y que

posiblemente de manera indirecta afecta el crecimiento del hongo.
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Capitulo 5. Conclusiones

- RGA-1 es importante en el desarrollo micelial, en la etapa de produccién de hifas aéreas y ramificacion

de N. crassa.

- La falta de RGA-1 no afecta la produccién de conidios y la ramificacién en el hongo.

- RGA-1 puede estar involucrada en otras rutas de sefializacion debido al efecto que causa en el
crecimiento la ausencia de esta proteina, ya que no presenta los defectos esperados para una GAP de

CDC-42 y RAC.

-Es posible que RGA-1 esté involucrada en la regulacidn de la Rho GTPasa Rho3.

- RGA-1 co-localiza con el SPK y se localiza de manera intermitente cerca de la membrana plasmatica de

la zona apical en hifas maduras.

- La localizacién de la GFP-RGA-1 en septos indica que posiblemente esté actuando como GAP para las

Rho GTPasas CDC-42 y RAC, durante la formacion del septo.
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