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Localizacion de la permeasa general de aminoacidos en Neurospora crassa

Resumen aprobado:

Dra. Meritxell Riquelme Pérez

Los hongos son capaces de concentrar solutos del exterior al interior de la
celula. Estos solutos son introducidos por permeasas y canales que se
encuentran en la membrana plasmatica de la célula. El transporte de
aminoacidos en el hongo filamentoso Neurospora crassa ocurre a través de dos
tipos de sistemas: los especificos, que son capaces de introducir aminoacidos
quimicamente relacionados y los generales con gran afinidad por la mayoria de
los aminodacidos. Asi en N. crassa se presentan 5 sistemas de los cuales en
solo 3 se ha identificado el locus correspondiente y estan nombrados con
numeros romanos: el | o también llamado Neutral (N), representado por el gen
mir, es el encargado de transportar aminoacidos aromaticos alifaticos neutrales;
el Il o General (G), expresado por el gen pmg, acarrea todos los aminoacidos
(a excepcion de la pro6lina que no posee grupo amino alfa) y el lll o Basico (B),
figurado por el gen pmb, transporta aminodacidos catiénicos.

En este trabajo se estudid el sistema Il de aminoacidos en N. crassa
encargado de la obtencion de una amplia variedad de aminoacidos para su uso
como fuente de nitrébgeno, cuya localizacion y distribucién no ha sido descrita.
En Saccharomyces cerevisiae la permeasa general de aminoacidos esta
codificada por el gen GAP1 y su marcaje a permitido observar que esta proteina
se localiza en vacuolas o en la membrana plasmatica dependiendo de la fuente
de nitrégeno en el medio. El analisis bioinformatico del genoma de N. crassa
permitio la identificacion de varios genes con alta homologia al GAP1 de S.
cerevisiae. Se selecciono la secuencia con mayor homologia y se fusioné el gen
de la proteina verde fluorescente (gfp) para analizar la distribucion de la
permeasa general en hifas de N. crassa creciendo en distintas fuentes de
nitrégeno. El gen seleccionado fue el gen con nimero de acceso NCU10262.3
el cual se denominé neurospora general amino acid permease-1like (ngap-
1l). Para fusionar el gen a la proteina verde fluorescente esté fue amplificado y
clonado en un vector de expresiéon que contiene la secuencia de la gfp. El
vector fue utilizado para la transformacion de conidias de N. crassa. Las
colonias transformadas fueron seleccionadas y analizadas por microscopia



confocal de escaneo con laser. Los resultados obtenidos indican que ngap-1/ a
pesar de ser el gen mas parecido al gen descrito en levaduras, no codifica para
la permeasa general de aminoacidos, ya que no se observa en membrana
plasmatica. Sin embargo, la proteina NGAP-1 presenta respuesta al cambio de
fuente de nitrégeno, mostrando diferente patrén e intensidad de marcaje en
urea, una fuente pobre de nitrégeno. Es necesario hacer estudios bioquimicos
para determinar si NGAP-1 es una permeasa vacuolar.
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Esquema modelo de la organizacion celular en una hifa
vegetativa con crecimiento polarizado como es el caso de N.
crassa. Se observan: las vesiculas secretoras (MV, mv) que
contienen los materiales para la formacion de la pared celular
y se originan en la regiéon subdpical, los microtibulos (MTs)
por los cuales viajan las vesiculas secretoras hasta el
Spitzenkorper (Spk) donde se acumulan a lo largo de los
cables de actina (A) para después fusionarse con la
membrana plasmatica (MP), vesiculas de endocitosis (VE) que
brotan de la MP que migran hacia el endosoma (E) el cual
distribuye las particulas endocitadas, vacuolas (V), Aparato de
Golgi (G), reticulo endoplasmatico (RE) y nucleo (N).
Modificado de Riquelme y Bartnicki-Garcia, 2008.

Modelo esquematico de la regulacién de Gap1p en el MVE,
endosoma multivacuolar (por sus siglas en inglés) de S.
cerevisiae. Modificado de Rubio-Texeira y Kaiser, 2006.

Ciclo de vida de Neurospora crassa. En el ciclo interno
asexual se esquematiza la formacién de macroconidias a partir
de hifas aéreas y su germinacion para formar un nuevo
micelio. El ciclo externo muestra la fase sexual de N. crassa, la
cual se inicia con el protoperitecio y su fertilizacién via
tricogina por un conidio de tipo de apareamiento distinto al de
la colonia formadora del protoperitecio. Esto conlleva a la
formacién de ascas conteniendo ascosporas (modificado de
Deacon, 2000).

Sistemas sensores de aminoacidos en Saccharomyces
cerevisiae. Los niveles de la proteina Gendp dentro de la
célula se controlan de diferentes formas dependiendo de la
cantidad de aminoécidos disponibles en el medio. El sistema
SPS es un sensor de proteinas, Gen2p se encuentra unido al
ribosoma y monitorea la cantidad de ARNts cargados con
aminoacidos, Pcl5p y TOR monitorean la disponibilidad de
nutrientes. Todos los sistemas estan conectados a rutas de
trasduccion de sefiales que al final determinan la cantidad de
Gendp en la célula. SPS y TOR determinan si es Gap1p la que
internalizard aminoacidos o serdn otros transportadores
especificos (ST) los que se distribuiran a las membranas.
Modificada de Braus et al. 2004.
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modificado de Freitag, et al. 2005).
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Roberson (2000).
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1. INTRODUCCION

1.1 Los Hongos: Estructura celular

Los hongos son organismos eucariotas, heterdtrofos, multicelulares,
formadores de esporas y con reproduccién sexual y asexual. Estan
comunmente formados por estructuras filamentosas ramificadas o hifas,
rodeadas por paredes celulares formadas por quitina y glucanos, entre otras
moléculas organicas (Alexopoulos ef al. 1996). Al conjunto de hifas se le llama
micelio, que se extiende por crecimiento apical de las hifas, las cuales
presentan diametros que van de 1 pm a 30 pm y ramifican en cualquier
direccién (Alexopoulos et al. 1996; Deacon, 1997). Como unidades somaticas,
las hifas, salvo algunas excepciones, exhiben diferenciacion parcial o muestran
muy pobre division de trabajo. Sin embargo, la mayor parte de las estructuras
son capaces de generar un nuevo individuo si son fragmentadas (Alexopoulos

et al. 1996).

Internamente, el citoplasma en las hifas puede estar interrumpido por
extensiones transversales de la pared celular llamadas septos. Los septos
dividen al organismo en compartimentos y varian en complejidad, los septos
tipicos de los ascomicetos presentan poros o perforaciones que comunican los
compartimentos, por los cuales fluyen protoplasma, membranas, organelos,
mitocondrias e incluso, nucleos. Sin embargo, en hongos filamentosos menos

evolucionados se presentan septos confinados a ciertas regiones, mientras el



resto de la hifa es aseptada o cenocitica (Gow y Gadd, 1995; Alexopoulos et al.
1996). Los nucleos son numerosos, pequefios (1-3 pm de diametro) y
adquieren formas globulares o elongadas. Su estructura es similar a la de otros
eucariotas (Somers et al. 1960; Namboodiry y Lowry, 1967; Gow y Gadd, 1995;
Alexopoulos et al. 1996). Los hongos cuentan con los organelos y estructuras
que se encuentran comunmente en todos los eucariotas (Alexopoulos et al.
1996). La estructura del Aparato de Golgi en los hongos es diferente a la de
otros organismos eucariotas. Se observan como cisternas redondeadas, en
lugar de sacos apilados (Sewall et al. 1989; Alexopoulos et al. 1996). Las
mitocondrias de los hongos son particularmente alargadas, tienen crestas tipo
plato y se alinean paralelamente al eje longitudinal de la hifa (Alexopoulos et al.
1996; Deacon, 1997). En el apice de la célula se encuentra una estructura
densa, formada de vesiculas, y que rige el crecimiento apical de la hifa,
conocida, como Spitzenkérper (del aleman cuerpo apical) (Figura 1). Estas
vesiculas contienen enzimas y moléculas preformadas que son responsables
de la sintesis de la pared celular (Brunswik, 1924; Girbardt, 1957; Bartnicki-

Garcia, 1989, 1990).
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Figura 1. Esquema modelo de la organizacion celular en una hifa vegetativa
con crecimiento polarizado como es el caso de N. crassa. Se observan: las
vesiculas secretoras (MV, mv) que contienen los materiales para la formacién
de la pared celular y se originan en la region subdpical, los microttbulos (MTs)
por los cuales viajan las vesiculas secretoras hasta el Spitzenkérper (Spk)
donde se acumulan a lo largo de los cables de actina (A) para después
fusionarse con la membrana plasmatica (MP), vesiculas de endocitosis (VE)
que brotan de la MP que migran hacia el endosoma (E) el cual distribuye las
particulas endocitadas, vacuolas (V), Aparato de Golgi (G), reticulo
endoplasmatico (RE) y nucleo (N). Modificado de Riquelme y Bartnicki-Garcia,
2008.

La pared celular en los hongos es una estructura compleja y dinamica. Tiene
una estructura basica microfibrilar que se encuentra embebida en una matriz
amorfa que se extiende hasta el exterior (Alexopoulos, et al. 1996). Los
componentes estructurales de la pared celular son materiales cristalinos e
hidrofilicos, como los B-glucanos (con enlaces B-1,3 y B-1,6) y la quitina. Por
otra parte la matriz esta conformada por polisacaridos hidrofilicos, ademas de

a-glucanos y glucoproteinas. Sin embargo la composicion puede variar y ésta



puede presentar otros compuestos como lipidos y melaninas, entre otros
(Alexopoulos, et al 1996; Deacon, 1997; Davis, 2000). La pared celular juega
un papel importante en el crecimiento de la hifa, ya que le confiere soporte para
mantener su estructura mientras crece. Como se mencioné anteriormente las
hifas crecen solo en la region apical; este tema ha sido ampliamente estudiado
por diversos autores y por lo tanto existen tres teorias que describen el
crecimiento apical de las células flingicas. La primera apoyada por Wessel
(1988) es conocida como la teoria del “estado estacionario”; esta teoria propone
que la pared celular es sintetizada sobre una base rigida y cilindrica de pared
celular. La pared recién afadida es plastica debido a que no existen enlaces
entre el B-1,3-glucano con la quitina y con el tiempo esta va ganado rigidez
conforme se van dando enlaces covalentes entre el B-1,3-glucano y la quitina.
La segunda teoria (Heath, 1994) supone que la hifa crece como un protozoario
con una coraza cilindrica, y que la forma de la hifa estd dada por el
citoesqueleto de F-actina en conjunto con moléculas parecidas a espectrinas e
integrinas. Estos tres se encuentran asociados en un complejo esquelético que
se encuentra muy concentrado en la punta de la hifa. Y por Gltimo se encuentra
la teoria del centro suministrador de vesiculas o VSC por sus siglas en inglés,
propuesta por Bartnicki-Garcia y colaboradores en 1989. Esta teoria postula
que el crecimiento y la forma de la hifa estan determinados por la distribucién
polarizada de las vesiculas que se encargan de la sintesis de la pared celular.

Este modelo asume que hay un equilibrio entre los procesos de sintesis y



deposicion de la pared celular, el aflojamiento de la pared por actividad

enzimatica y la presion de turgor.

En cuanto a su ecologia y nutricion, como ya se menciond anteriormente, los
hongos son heterotrofos y, para poder alimentarse, liberan enzimas al medio
para digerir su alimento, una vez digerido, es introducido al citoplasma
(Alexopoulos et al. 1996). Asi mismo, una gran cantidad de hongos son
saprobios y tienen la capacidad de obtener carbono de diversos tipos de
moléculas (Alexopoulos et al. 1996; Deacon, 1997). Estas dos caracteristicas
les permiten degradar la materia organica, integrandola a la cadena alimentaria,
ocupando asi un nicho muy importante para cualquier ecosistema. Otro gran
numero de ellos viven como parasitos, ya sea de plantas, animales u otros
hongos. Sin embargo la mayor parte de éstos son facultativos (Alexopoulos et
al. 1996; Deacon, 1997). Existen también interesantes relaciones bibticas
positivas con animales y plantas, como ejemplos se pueden mencionar las
micorrizas, en el caso de las plantas, y las hormigas cultivadoras, en los

animales (Alexopoulos ef al. 1996; Deacon, 1997).

1.2 Transporte de solutos

Los hongos son capaces de concentrar solutos del exterior de la célula en su
interior a través de transporte activo. La forma en la que estos solutos ingresan
activamente a la célula es a través de los canales y permeasas transportadoras;

éstos pueden pertenecer a dos tipos de sistemas: los de alta afinidad y los de



baja afinidad (Gow y Gadd, 1995). Los de alta afinidad facilitan la introduccién
de nutrientes abundantes en el medio a un bajo costo energético, pero en
menores cantidades; mientras que los de baja afinidad concentran los solutos
dentro de la célula con costos energéticos mas elevados, cuando la
concentracion de los solutos en el medio es baja (Gow y Gadd, 1995; Sanders,
1988). La presencia de dos sistemas para un solo nutriente confiere al
organismo capacidad adaptativa. Los sistemas de transporte le permiten a la
célula aprovechar cationes, aniones, azlicares y aminoacidos (Gow y Gadd,
1995; Garrill et al. 1994; Bowman et al. 1983; Lagunas, 1993; Bisson et al.

1993, Sanders, 1988; Horak 1986).

1.3 Transporte de aminoacidos

Seguin Pall (1969), el grupo de compuestos organicos que mas se
transportan activamente mediante permeasas son los aminoacidos. El
transporte de aminoacidos en los hongos se da por dos tipos de sistemas: los
especificos, que interactian con aminoacidos bioquimicamente relacionados; o
por sistemas generales, que tienen afinidad por todos los aminoacidos (Gow y
Gadd, 1995; Horak, 1986). El nimero de permeasas presentes en los hongos
varia segun la especie. En el caso de Neurospora crassa, un hongo modelo
altamente estudiado, se presentan 5 sistemas identificados con nUmeros
romanos |, Il, lll, IV y V, de éstos se han identificado al menos 3 genes

asociados a los sistemas: el | o también llamado Neutral (N), representado por




el gen mir, es el encargado de transportar aminoacidos aromaticos alifaticos

neutrales; el Il o General (G), expresado por el gen pmg, acarrea todos los

aminoacidos (a excepcion de la prolina que no posee grupo amino alfa) y el lll o
Basico (B), figurado por el gen pmb, transporta aminoacidos catiénicos. Cabe
mencionar que Horak (1986), sefiala como el sistema Il a B y al G como |l
(Gow y Gadd, 1995; DeBusk y DeBusk 1980; Pall, 1968). Los sistemas N, By
G son constitutivos y de éstos, B y G se observan activos solo en condiciones
de escasez de azufre y nitrégeno (Gow y Gadd, 1995). Por otra parte en la
levadura Saccharomyces cerevisiae, se reportan dos clases de permeasas de
aminoacidos, una encargada de importar aminoacidos especificos o amino
acidos relacionados quimicamente y otra clase de permeasas, que importan
amino acidos como fuente de nitrégeno. De esta Ultima clase, Rubio-Texeira y
Kaiser (2006) reportan que la mas importante es la permeasa general de
aminoaciods Gap1p, que al igual que el sistema Il de N. crassa no es capaz de
transportar prolina, pero si los demas aminoacidos, la otra es Putdp, que es
especifica para prolina. Existen varios estudios que indican que la Gap1p juega
un papel importante en el metabolismo del nitrdgeno en S. cerevisiae. Se sabe
también que Gap1p sufre regulacion postraduccional, ya que ésta solo se
localiza en membrana plasmatica cuando las células son cultivadas en urea o
glutamato (Grenson, et al. 1970; Vandebol, et al. 1989; Jauniaux y Grenson,
1990; Magasanik, 1992 ; Stanbrough Magasanik, 1995; Rubio-Texeira y Kaiser,

2008).



Rubio-Texeira y Kaiser (2006) proponen un modelo de la regulacion
postraduccional de la proteina Gap1p en S. cerevisiae, orquestada por varios
genes. Inicia en el aparato de Golgi (trans Golgi), donde dependiendo de la
cantidad de aminoacidos en el medio Gap1p sera enviado a la membrana
plasmatica o a la vacuola para su degradacién o posible uso inmediato, si la
cantidad de aminoacidos en el medio es mayor que la del interior de la célula
Gap1p es enviada a la membrana plasmatica, pero si no, es ubiquitinada por el
complejo de ubiquitinacion Rsp5/Bul1p/Bul2p, después pasa al compartimento
prevacuolar, donde una vez mas pueden ocurrir dos cosas, entrar al endosoma
multivesicular (MVE por sus siglas en inglés) o ser reciclado y enviado a la
membrana plasmatica por la accion de las proteinas Lst4p y Lst7p. Sin
embargo, se desconoce si el reciclaje se da por medio del trans Golgi o es una
ruta directa desde el MVE a la membrana, la proteina Doa, es la encargada de
la deubiquitinacion de Gap1p antes de entrar al lumen del MVE; eventualmente
el MVE se fusiona con una vacuola liberando a Gap1p para su degradacion
(Figura 2). Es también importante sefalar que los experimentos realizados
localizan la permeasa Gap1p etiquetada con proteina verde fluorescente en la
membrana en fuentes pobres de nitrégeno como urea (GFP por sus siglas en

inglés) en transformantes de S. cerevisiae.
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Figura 2. Modelo esquematico de la regulacién de Gapip en el MVE,
endosoma multivacuolar (por sus siglas en inglés) de S. cerevisiae. Modificado
de Rubio-Texeira y Kaiser, 2006.

1.4 Neurospora crassa como modelo de estudio

Los organismos modelo, representan solo una infima parte de los
organismos presentes dentro de sus reinos y su representatividad va
aumentando conforme se va bajando en la jerarquia taxonémica. Sin embargo
aunque estadisticamente estos representen solo una pequefia proporcién de los
organismos de la tierra, muchos de los procesos como los genéticos y
fisiologicos, son esencialmente los mismos en una amplia gama de organismos
y por lo tanto, los estudios realizados en ellos son la base del conocimiento

sobre el funcionamiento y el entendimiento de la vida. En tiempos recientes la



definicién de “organismo modelo” se limitaba a organismos como Drosophila o
el raton, que se caracterizan por su tamafio reducido y su ciclo de vida de
periodos breves. Sin embargo con los proyectos de secuenciacion de genomas,
se han ido agregando otros organismos de los cuales se ha secuenciado su
genoma y cuyo ciclo de vida es alin mas corto. Dentro de los hongos existen
cuatro especies que se han destacado por sus aportes a la genética, S.
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, N. crassa y Aspergillus nidulans

(Hedges, 2002).

Shear y Dodge (1927) y Dodge (1927) en diversos experimentos
demostraron que N. crassa es un buen modelo eucariota por ser haploide,
susceptible a mutagénesis y facil de cultivar. Ademas sus estructuras
asexuadas y sexuadas son facilmente reconocibles. Por su susceptibilidad a la
mutagénesis existen disponibles un gran numero de mutantes (por ejemplo en
el Fungal Genetics Stock Center), que permiten el estudio de ciertos genes o
incluso de algunas rutas metabdlicas. El ciclo de vida de N. crassa (Figura 3)
es relativamente corto; le toma 10 dias completarlo y produce millones de
esporas ya sea por reproduccion sexual o asexual; las ascas contienen una
carga genética haploide, lo que permite relacionar directamente el fenotipo con
el genotipo. Otra de las ventajas de N. crassa es que su genoma ha sido
secuenciado y se sabe que tiene entre 10,000 y 13,000 genes (Galagan, et al.
2003).  Neurospora tiene requerimientos nutricionales simples, los

requerimientos nutricionales son tan simples que solo necesita una fuente de
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carbono como sacarosa o glucosa, una fuente de nitrogeno (se han utilizado
amonio o sales de nitrato, e incluso ambas), sales de fosfato, sulfato, potasio,
magnesio, calcio, algunos elementos traza como zinc y una pequefia cantidad

de biotina (Davis, 2000).
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Figura 3. Ciclo de vida de Neurospora crassa. En el ciclo interno asexual se
esquematiza la formacién de macroconidias a partir de hifas aéreas y su
germinaciéon para formar un nuevo micelio. El ciclo externo muestra la fase
sexual de N. crassa, la cual se inicia con el protoperitecio y su fertilizacion via
tricogina por un conidio de tipo de apareamiento distinto al de la colonia
formadora del protoperitecio. Esto conlleva a la formacién de ascas conteniendo
ascosporas (modificado de Deacon, 2000).
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2. ANTECEDENTES

La mayor parte de los organismos se encuentran limitados por la
concentracion de nitrégeno disponible en el medio. Este se encuentra en una
gran cantidad de compuestos simples y en casi todos los compuestos organicos
complejos; por esta razén la presion evolutiva para desarrollar sistemas de
obtencion de nitrégeno ha sido fuerte y los ha llevado a utilizar gran parte de los
recursos de la célula para la obtencion de este elemento. N. crassa no es la

excepcion (Horak, 1986; Davis, 2000).

Se han realizado diversos trabajos sobre permeasas de aminoacidos en
las dltimas décadas pero no fue hasta 1968 que la permeasa general de
aminoacidos fue descrita tanto en N. crassa como en S. cerevisiae por Pall,
Grenson y colaboradores, respectivamente. Estos estudios se basan en la
cinética de toma de aminoacidos en el medio asi como el uso de homélogos
toxicos de estos aminoacidos. Los homologos permitieron la descripcion de
permeasas especificas y sistemas de permeasas para aminoacidos
quimicamente relacionados. Pall (1968 y 1970) reporta que la toma de
aminoacidos por los distintos sistemas de transporte en N. crassa estan sujetos
a inhibicién competitiva por otros aminoacidos a los cuales las permeasas son
mas afines. EI mismo autor reporta que la funcién del sistema Il es la de
remover trazas de aminoacidos del medio y tiene una gran afinidad tanto para o

como 3 aminoacidos asi como L y D-aminoacidos. Posteriormente Sanchez y
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colaboradores (1972) reportan la posible dependencia del sistema Il a la fuente
de nitrébgeno. Grenson y colaboradores (1970), por otra parte reportan una
permeasa general de aminoacidos y la llaman gap (permeasa general de
aminoacidos por sus siglas en inglés) en la levadura S. cerevisiae. Describe que
la actividad de esta permeasa depende de la cantidad de iones de amonio en el
medio. En este trabajo también comparan una mutante gap con una mutante
llamada aap (permeasa de aminoacidos por su siglas en inglés). Esta mutante
es insensible a los homélogos téxicos de arginina, lisina y metionina, la
canavanina, tiosina y etionina. Sin embargo la mutante de gap sola no confiere
resistencia a estos compuestos, resaltando asi la presencia de permeasas

especificas.

En N. crassa el sistema general de transporte de aminoacidos se hizo
evidente durante el estudio de la doble mutante Pm™ AB, la cual era deficiente
en los sistemas Neutral (pma) y Basico (pmb). En este estudio se observo que a
pesar de la transinhibicion de los sistemas Neutral y Basico, existia transporte
de aminoacidos tanto basicos como neutrales (Wolfinbarger y DeBusk, 1971).
Gracias al trabajo de Rao y colaboradores (1975) el funcionamiento del sistema
general en N. crassa fue caracterizado mediante el analisis de la triple mutante
pm-nbg (deficiente en los tres sistemas, con resistencia a la p-fluoro-
fenilalanina, en medio minimo de Vogel deficiente en amonio. Al mismo tiempo
se comprobdé que su regulacién genética era mediada por un solo locus con la

obtenciéon de una mutante deficiente solo en el sistema general (pm-g). Estos
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descubrimientos confirmaron las sospechas de que el sistema general tiene un
papel importante en la obtencion de nitrégeno; esto debido al hecho de que la
Vmax del sistema general es muy alta en medios con fuentes de nitrégeno
pobres como el KNO3 y se suprime en presencia de fuentes como el glutamato,
la glutamina y el amonio que son los principales donadores de nitrogeno en N.
crassa. De igual manera esta informacion confirma las sospechas de que el
sistema general tiene funcion homologa a la de la permeasa general de
aminoacidos (Gap1ip) de S. cerevisiae (Pall, 1970% Grenson, et al. 1970;
Wolfinbarger y DeBusk, 1971; Sanchez, et al. 1972; Grenson y Hou, 1972; Rao,
et al. 1975; Roon, et al. 1975; DeBusk y DeBusk 1980; Courchesne y
Magasanik, 1983; Grenson, 19832; Grenson 1983 Davis, 2000; Magasanik y
Kaiser, 2002). Ademas la capacidad del sistema general de transportar todos
los aminoacidos biolégicamente activos e incluso D-aminoacidos a una baja
velocidad en condiciones de inanicion de nitrogeno, indica que este sistema no
contribuye significativamente en el transporte de aminoacidos para la célula y
por lo tanto no juega un papel en la regulaciéon de la concentracién de

aminodcidos (DeBusk y DeBusk, 1980).

Se sabe que el sistema Il en N. crassa es constitutivo sin embargo, se
conoce poco acerca de su regulacién postraduccional y sobre su biologia
molecular. Esto se debe a que hay muy pocos trabajos que han tratado de
secuenciar el locus pmg, el cual es responsable de la regulacién de dicho

sistema (Pall, 1970%; Rao, et al. 1972). En el 2001 Margolis-Clark vy
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colaboradores lograron identificar un gen (denominado gap) con alto grado de
similitud con el gen GAP1 de S. cerevisiae (41% de identidad). Ademas el gen
gap codifica para una proteina con 12 regiones de acoplamiento, lo cual es
caracteristico de la superfamilia de permeasas, asi mismo la mutante

desarrollada denominada GAPR'" se comporta de manera similar a la mutante

pm-g.

En S. cerevisiae se han realizado gran cantidad de estudios sobre la
regulacion y control de la concentracién de nitrégeno y por lo tanto existen mas
trabajos enfocados en el funcionamiento de la gap. La regulacion de la fuente
de nitrogeno en los hongos esta controlada por la ruta de discriminacion de
nitrégeno (NDP por sus siglas en inglés). En la NDP participan factores de
transcripcion GATA como GIn3p (codificado por el gen GLN3) en levaduras y el
gen nit-2 en N. crassa y otros factores no GATA como el factor Ure2p (en
levaduras) que es un inhibidor de GIn3p (Braus, et al. 2004). Sin embargo la
activacion de la ruta NDP (también llamada represion de catabolitos de
nitrégeno o NCR en inglés) necesita de sensores que sean capaces de percibir
la calidad y concentracion de las fuentes de nitrégeno disponibles dentro y fuera
de la célula. Estos sensores estan conectados a los distintos sistemas de
permeasas responsables del transporte de aminoacidos. Uno de estos sistemas
es el sensor SPS de S. cerevisiae el cual recibe su nombre de las tres proteinas
que lo componen: Ssy1p, Pir3p, Ssy5p. Este sensor es el encargado de la

modulacién de la expresion del gen GAP1. Internamente existe otro sensor
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importante a nivel ribosomal, es el caso de la proteina Gen2p en levaduras y el
homologo de esta proteina en N. crassa la proteina CPC-3 se encarga de
monitorear la cantidad de ARNt cargados con aminoacidos. Otro de los
reguladores importantes es el sistema Diana de Rapamicina (TOR por sus
siglas en inglés), compuesto principalmente por estas cinasas que se encargan
de la regulacién de la proliferacion celular, la traduccion de ARNm, al igual que
la nutricion, entre otras. Alguna mutacion en el sistema TOR deriva en un
comportamiento de inanicion. Estos tres sistemas descritos (SPS, Gen2p vy
TOR) estan ligados armoniosamente y se encargan de la compleja regulacion
de los distintos transportadores de aminoacidos, en la Figura 4 se muestra un

modelo esquematico de la regulacion de nitrégeno en levaduras (Jgrgensen, et

al. 1997; Cardenas, et al. 1998; Sattlegger, et al 1998; Klasson, et al. 1999;

Forsberg y Ljungdahl, 2001; Forsberg, et al. 2001, Braus, et al. 2004).
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Figura 4. Sistemas sensores de aminoacidos en Saccharomyces cerevisiae.
Los niveles de la proteina Gen4p dentro de la célula se controlan de diferentes
formas dependiendo de la cantidad de aminoéacidos disponibles en el medio. El
sistema SPS es un sensor de proteinas, Gen2p se encuentra unido al ribosoma
y monitorea la cantidad de ARNts cargados con aminodcidos, Pcl5p y TOR
monitorean la disponibilidad de nutrientes. Todos los sistemas estan
conectados a rutas de trasduccion de sefiales que al final determinan la
cantidad de Gen4p en la célula. SPS y TOR determinan si es Gap1p la que
internalizara aminoacidos o seran otros transportadores especificos (ST) los
que se distribuiran a las membranas. Modificada de Braus et al. 2004.
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3. JUSTIFICACION

Muchos de los avances en el conocimiento del funcionamiento del cuerpo
humano, e incluso en el entendimiento de la vida, se han derivado a partir del
estudio de organismos modelo como es el caso de N. crassa y Drosophila
(Hedges, 2002). Ademas entender los procesos celulares en estos organismos
no es solo de importancia para entender el fenémeno de la vida, también es un
campo de importante valor en la sociedad, ya que comprender algunos de estos
procesos puede traducirse en mejorias econémicas y sociales, como es el caso
de la biotecnologia y la medicina. Los aminoacidos son los precursores de las
proteinas y de otros compuestos precursores de sustancias como los
antibidticos con anillos B-lactamicos (Braus et al. 2004). El estudio del
transporte de aminoacidos a través de la membrana flingica ha permitido
descubrir sistemas de proteinas sensores que estan involucradas en la
regulacion de permeasas y proteinas encargadas de la obtencion de nutrientes

y por lo tanto de la regulacién del metabolismo celular (Fosberg et al. 2001).

Las permeasas de aminoacidos se han utilizado desde hace algunos afios
como medios para estudiar el movimiento de moléculas a través de la
membrana eucariota, por su capacidad de ser reguladas fisiologica y
genéticamente (DeBusk y DeBusk, 1980). Este tipo de estudios permiten
entender la fisiologia de organismos eucariotas. En el caso de N. crassa la

importancia de estudiar sus procesos fisiologicos estriba en su estatus de
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modelo cientifico y para el entendimiento de la fisiologia de los hongos
filamentosos. Ya que en estos ultimos han resurgido brotes de organismos
patégenos de plantas de importancia econémica y en humanos, de los cuales

algunos son hongos filamentosos (Agrios, 1997; Walsh, et al. 2004).

En los hongos filamentosos no se sabe si el transporte de aminoacidos se da
exclusivamente en el apice o a largo de toda la membrana plasmatica. A su vez
también se desconoce si la integracion de la permeasa a la membrana
plasmatica es a través del Spitzenkorper. Para responder esto se marcd GAP-1

con GFP en N.crassa y se analizé su regulacion postraduccional en distintas

fuentes de nitrégeno.
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4. HIPOTESIS

El homologo de la permeasa general de aminoacidos de S. cerevisiae
GAP1, se localiza en vacuolas o membrana plasmatica de las hifas de

Neurospora crassa dependiendo de la fuente de nitrodgeno.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

° Marcar con GFP y localizar GAP-1 en la cepa 9717 de N. crassa.

5.2 Objetivos especificos

1. Analisis in silico de ortélogos de GAP1 en N. crassa.

2. Obtener un vector que contenga el gen gap-1 fusionado en fase con el
gen de la GFP.

3. Obtener transformantes que contengan la construccion pMF272-GAP-1
integrada correctamente.

4. Analizar la localizacion de GAP-1::GFP mediante microscopia confocal

de escaneo con laser en presencia de diferentes fuentes de nitrégeno.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas, medios y condiciones de cultivo

Para las transformaciones se utilizo la cepa de N. crassa SMRP24 (FGSC
#9717, con el genotipo Amus-51::bar+, his-3) y como control negativo la cepa
SMRP25 (FGSC #9718 con el genotipo delta mus-51::bar+). La cepa SMRP24
(FGSC #9717) ademas de tener mutado el gen his-3, tiene escindido el mus-51,
el cual es homologo al gen ku70 el cual es responsable de la unién terminal no-
homoéloga en mamiferos (NHEJ por sus siglas en inglés), este fenémeno
permite que el ADN exdgeno se inserte en regiones no homologas. La remocion
del gen mus-51 evita este fenémeno y por lo tanto asegura la integracion del
gen en el sitio diana (Ninomiya, et al. 2004). En este trabajo se utilizé medio
minimo de Vogel (MMV) liquido y solidificado con 1.5% de agar (AGARMEX)
(Vogel, 1956). Para los experimentos de distribucion de GAP-1 se modificé la
fuente de nitrégeno en el MMV (NH4NOs3), por cantidades equimolares (en
funcion del NH4sNO3) de NH4Cl y de KNO3 por separado, esto para variar la
calidad de la fuente de nitrégeno del medio (siendo el NH4Cl la mejor fuente de
nitrégeno para N. crassa) (Horak, 1986) y asi poder inducir a la proteina GAP-1

a expresarse en la membrana o en vacuolas.

Para mantener las transformantes de 9717 se agregaron 300 pg/ml de L-
histidina esterilizados por filtracion al medio. Para la selecciébn de las

transformantes de N. crassa se utilizd MMV-FGS (2% sales de Vogel, 10%
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FGS, 1% agar). El FGS se prepara mezclando 20% de sorbosa, 0.5% de

fructosa y 0.5% de glucosa esterilizados por filtracion.

Para el crecimiento de las bacterias electro competentes de Escherichia coli
(DH5a) se utilizd el medio Luria-Bertani (LB) que esta compuesto por 1% de
triptona, 0.5% de extracto de levadura y 1% de cloruro de sodio. Para
seleccionar la células de E. coli transformadas se afiadi® 100 pg/ml de
ampicilina a las placas con medio LB. Las células electro competentes se
prepararon, primero estriando células de la cepa DH5a en una caja con medio
LB y se incub6 a 37°C toda la noche. Se tomé después una colonia aislada del
cultivo y se inoculé en 10 ml de LB liquido. Este se incub6 a 37°C con agitacion
de 250 RPM, toda la noche. Los 10 ml se usaron de in6culo para un cultivo de
1L de LB precalentado a 37°C y éste se incub6 a 37°C con agitacién de 250
RPM, hasta obtener un Densidad Optica (ODggo) de entre 0.4 y 0.6 (2-3 horas).
Una vez obtenida la densidad optica requerida se pasoé el cultivo a matraces
estériles y se enfriaron en hielo por 30 minutos. Se centrifugaron en tubos de
polipropileno de 45 ml a 6000 RPM a 4°C, durante 10 minutos y se descart6 el
sobrenadante. Posteriormente las células (pastilla) se resuspendieron en
glicerol al 10% frio y esterilizado. Se centrifugaron a 6000 RPM a 4°C por 10
minutos y se desechd el sobrenadante y se repitio este paso. Las células se
resuspendieron en 1 ml de glicerol, al 10% frio y estéril. Se hicieron alicuotas de
20 pl y se congelaron en un bafio de hielo seco y etanol. Estas se mantuvieron

a -80°C hasta su uso.
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6.2 Extraccion de ADN

Se extrajo ADN de la cepa silvestre N1 (FGSC #988) que sirvio para
amplificar el gen gap-1 y también de la cepa transformante tJCD-1 para
comprobar la integracion. EI ADN se extrajo inoculando conidias de dichas
cepas en 100 ml de MMV liquido en matraces de 250 ml. Estos se incubaron
cubiertos para no permitir el paso de la luz, a una temperatura de 30°C de 4 a 5
dias. Después los micelios se recuperaron en papel filtro Whatman® estéril de
125 mm de diametro por filtraciéon y haciendo vacio. Una vez recolectado el
micelio se seco a presiéon con otro papel filtro estéril. EI micelio se enrollé y se
colocd en un tubo eppendorf de 1.5 ml. Se perfor6 la tapa y se sumergio en
nitrégeno liquido durante 45 segundos. La muestra se liofilizé 24 horas a -40°C
a una presion de 0.02 mbar. El liofilizado fue molido con palillos de madera
estériles y después colocados en un mortero esterilizado y se pulverizé. El
pulverizado se recolectd en un eppendorf nuevo de 1.5 ml. La extraccion se

realizé con el kit de extraccion de ADN DNeasy Plant Mini Kit de QIAGEN®.

6.3 Identificacion del gen gap-1 vy diseiio de oligonucleétidos

Los genes ortdlogos de GAP17 en N. crassa se identificaron realizando un
alineamiento local basico (BLAST) de la secuencia de GAPT descrita por
Jauniaux y Grenson (1990) en S. cerevesiae (YKR039W en el SGD) contra el

genoma de N. crassa en el portal http://www.broad.mit.edu. Se seleccion6 la
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secuencia con mas puntaje de las arrojadas por el BLAST cuyo nimero de
acceso en el National Center for Biotechnology Information (NCBI) es

NCU10262.3.

Una vez definido el gen con el que se trabajaria se disefiaron los
oligonucleédtidos para la reaccion de PCR tomando en cuenta el sitio de
clonacion multiple del plasmido pMF272 (Figura 5). Para el oligonucleotido
sentido se agregd la secuencia de restriccion de la enzima Xbal (T/CTAGA)
antes del codon de inicio, tomando en cuenta los requerimientos de corte para
la enzima, indicados por la compafia New England Biolabs. Para el
oligonucleédtido antisentido se utilizo la secuencia de corte de la enzima Pacl
(TTAAT/TAA), sin tomar el codén de paro (TGA) del gen, tomando en cuenta
los requerimientos de corte para la enzima, indicados por New England Biolabs.
Se utilizo el programa FastPCR® version 3.8.3.0 para analizar la calidad de los
oligonucleétidos antes de ser pedidos. Ademas se analizaron las secuencias
con el software Vector NTI 10.1.1, para evitar cortes intermedios en el gen con
las enzimas de restriccion seleccionadas y para asegurar que la secuencia
insertada se encuentre dentro del sitio de clonacion del plasmido pMF272 y
mantener el marco de lectura abierto. También se utilizaron los oligonucleétidos
pPMF272F y pMF272-R2 para las PCR de colonia. Ademas se utilizaron los
oligonucledtidos MRp10, MRp11, MRp12 y MRp13 para comprobar la

integracion del gen en el locus de la Histidina-3 de la cepa 9717 de N. crassa.
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En la Tabla | se muestran las caracteristicas de los oligonucleotidos utilizados

en este trabajo.

5" his-3 8460-6359

bla468-1328

sgfp 5013-5732
3’ his-3 4059-4980

ccg-14059-4980
B pMF272 (Pccg-1-sgfp) 8479 bp

Xbal Spel BamHlI Xmal Pac | sgip
4981 4987 4993 4998 5008

T3-... [TC TAG AAC TAG ATCldcc A AAlC ATG -...T7

Ndel Dral Dral
(81) (677) (1369, 1388)
| I

EcoRl Apal
(5733) (5779)

B-lactamasa 3' his-3 flank P ccg-1 sgip 5'A-his-3

Figura 5. Mapa del plasmido pMF272. (A) construcciéon del plasmido: el
plasmido contiene el gen de la proteina fluorescente sgfp, la cual se encuentra
regulada por el promotor de N. crassa ccg-1, las secuencias 5’ his-3 y 3’ his-3
flanco son para dirigir el plasmido y recuperar la funcién del locus his-3 de N.
crassa. Asi mismo porta el gen de la B-lactamasa (bla) que confiere resistencia
a ampicilina en bacterias. (B) Sitio de clonacion muitiple del plasmido. Se
observan los sitios de corte para varias enzimas de restriccién que pueden ser
utilizadas (B modificado de Freitag, et al. 2005).
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Tabla I. Lista de oligonucleétidos utilizados en este estudio.

Nombre Secuencia 5'-3" ;I;rcr;) ;I'Kal;r; ano del fragmento Referencia
Gap1-F GCT CTA GAATGG CCG CTT ACG GC 62.2 21 Este estudio
Gap1-R CTT AAT TAA ACA AAA AAA CCG ATAAAC C 52.6 ) Este estudio
pMF272F CAA ATC AAC ACA ACA CTC AAA CCA 54.5 Degendiette dl st Freitag ef al, 2002
pMF272-R-2 | AGA TGA ACT TCA GGG TCA GCT TG 62 Riquelme ef al 2007
MRp10 AGA GAC AAG AAAATTACCCCCTTCTT 62 3.9 Riquelme et al 2007
MRp11 AAC TAC AAC AGC CAC AAC GTC TAT ATC 62 ) Riquelme et al 2007
MRp12 ATA ATG AAC GGA AGG TAG TTG TAG AAA G 61 21 Riquelme et a/ 2007
MRp13 ATG GAT ATAATG TGG CTG TTG AAA G 61 ' Riquelme et al 2007
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6.4 Amplificaciones de ADN

El gen gap-1 se amplificd del ADN genémico de la cepa silvestre de N,
crassa N1 previamente extraido. Las reacciones se prepararon en un volumen
final de 50 pl conteniendo: 1 pl de ADN (100 ng/pl), 1 pl de oligonucledtido
sentido y 1 pl de oligonucledtido antisentido (10 uM), 5 pl de una mezcla de los
deoxinucledtidos (adenina, guanina, citosina y timina a una concentracion de
25 M), 2 pl de de sulfato de magnesio (50 mM) y 0.2 pl (1 unidad) de
Platinum® High Fidelity Taq polimerasa (Invitrogen®) de alta fidelidad, y 5 ul de
solucion buffer Platinum® HiFi 10x y después se completaron los 50 Ml con
agua desionizada estéril. Las reacciones se colocaron en un termociclador Nyx
Technik modelo ATC 401 con el siguiente programa: el primer paso de 94 °C
por 2 minutos para desnaturalizar el ADN, el segundo paso de 94 °C por 30
segundos, tercer paso de 55 °C (esta temperatura depende de los
oligonucledtidos, ver Tabla 1), un cuarto paso de 68°C por 2 minutos (el tiempo
del ciclo depende del tamarfio del amplicén), se repiten los pasos 2, 3y 4, 30
veces y por ultimo 5 minutos a 68°C. Las comprobaciones se realizaron con
otra polimerasa, la GoTag®. Estas reacciones se llevaron a cabo en un
volumen final de 20 pl en el cual se afadieron: 0.3 pl de ADN (50-100 ng/ul) o
células en caso de PCR en colonias, 3.0 ul de solucion amortiguadora GoTaq
5x [incluye , 1.5 pl de cloruro de magnesio (25 mM)], 0.6 pl de una mezcla de
deoxinucledtidos (2.5 mM), 0.3 ul de cada oligonucléotido, 0.2 pl de GoTaq

polimerasa (5U/ul) (Promega®). El programa es el previamente mencionado
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solo con diferencias en el paso 4 donde la temperatura de extension se cambio
a 72°C y el tiempo cambia dependiendo del tamafio del amplicon, y en el paso

6 la temperatura cambié a 72°C.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de
agarosa al 1% (grado analitico, Promega®) con 0.1 pg/ml de bromuro de etidio
(Invitrogen®). Se utilizo como marcador de peso molecular ADN del fago
Lambda digerido por EcoRI + Hindlll (Promega®). El gel fue colocado en una
celda de electroforesis modelo Mini Sub Cell GT (Biorad®). Los productos de
PCR 'y el marcador de peso molecular fueron mezclados individualmente (56:1)
con amortiguador de carga Gel Pilot 5x (QlAgen®) y después depositados en
los pozos del gel con una micropipeta. Se corri6 la electroforesis a un voltaje de
70 Viem, utilizando la fuente de poder Molecular Imager Gel Doc XR System
(Biorad®). Cuando fue necesario purificar el ADN, las bandas fueron cortadas
del gel y purificadas utilizando el kit Qiaquick Gel extraction kit® (Qiagen®). Las
eluciones finales se realizaron en 30 ul de solucion de elucion para aumentar la

concentracion de ADN.
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6.5 Construccion de la fusién gap-1::gfp

En este estudio se utilizé el plasmido pMF272 (Figura 5-A) de 8,479 pares
de bases (Freitag, ef al 2002). Esté plasmido tiene el promotor ccg-1 de N.
crassa (McNally y Free, 1988). Este plasmido permite la recuperacion del locus
his-3 en la cepa Mus 51 #9717 por recombinacion homéloga. Ademas contiene
el gen que codifica para la B-lactamasa que confiere resistencia contra la

ampicilina.

Tomando en cuenta la secuencia de nucleétidos en el sitio de clonacion
multiple del plasmido pMF272 (Figura 5-B) se disefiaron los oligontcleotidos
Gap1-F y Gap1-R para la obtencién del plasmido recombinante. En la Tabla 1
se muestra la secuencia de los oligontcleotidos resultantes, los cuales

contienen la secuencia de corte de las enzimas Xba | y Pac |.

Para la fusion de gap-1:.gfp los amplicones de gap-1 que fueron aislados
anteriormente se ligaron al vector pMF272. Para esto se digirieron el vector y el
gen amplificado con Xbal y Pacl, para crear extremos cohesivos para ligar el
gen al vector. Para la reaccion de digestion se mezclé en hielo: 1 pl de Pacl (10
U/pl) y 1 pl de Xbal (20 U/ul) (New England Biolabs®), 2 pl de solucion de
amortiguacion #2® (10x, New England Biolabs), 2 ul de suero bovino de
albumina a una concentracion de 10x (New England Biolabs) y de 3-13 pl de
ADN (14 en caso de ser el amplicon de gap-7, y 3 en caso de ser el vector

PMF272). La mezcla de 20 pl con el vector y el inserto se incubaron a 37°C por
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la noche (overnight). Para evitar posteriormente la ligacién de los fragmentos
se anadié a la mezcla 1 pl de fosfatasa alcalina de camarén (1 U/ul, Promega®)
y se incubd a 37°C por 1 hora. Después se afiadio EDTA (0.5 M, pH 8) para
desactivar la fosfatasa. Los productos de la digestion se corrieron en un gely se
purificaron utilizando el kit Qiaquick Gel Extraction Kit® (QIAGEN) y fueron
recuperados en 30 pl de solucién de elucion. Después de ser purificados, el
vector y el inserto se mezclaron a una razon 1:3 y se afiadié 1 pl de ligasa T4 (3
U/ul, Promega) més 3 ul de solucién amortiguadora T4® (5x, Promega). Se

incubd la reaccion a 16°C por una hora y después a 4°C por 24 horas.

El producto de la ligacion se utilizd6 para transformar células de FE. coli
electrocompetentes por electroporacién y aumentar la concentracion de las
construcciones. Para esto, células electrocompetentes de E. coli DH5a se
descongelaron (se mantienen a -86°C) en hielo. Un volumen de 20 pl de células
se mezclo con 1 pl del producto de la ligacién. Posteriormente se vertié en una
cubeta de electropacion (de 2mm) previamente enfriada en hielo y se le dié un
pulso con el programa predeterminado para E. coli en el electroporador Gene
Pulser Xcell, Biorad® (1.8 kV, 25 pF, 200 Q, 14 milisegundos). Inmediatamente
después se agregd 1 ml de medio LB y se transfirié a un tﬁbo Eppendorf de 1.5
ml. Se incub6 con agitacion (225 rpm) a 37°C por una hora. El cultivo fue
esparcido en un placa con medio LB sélido con 100 pg/ml de ampicilina. Varias
de las colonias que crecieron, por haber ganado resistencia a la ampicilina,

fueron tomadas para comprobar que el plasmido habia sido internalizado por la
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célula. Las colonias fueron tomadas con una punta de micropipeta y se
resembraron (presionando la punta en el agar levemente) en una placa
cuadriculada y numerada para conservar las colonias transformadas, el resto de
las células fueron mezcladas con los oligonucleétidos pMF272-F y pMF272-R-2
(Tabla 1) reactivos necesarios en tubos de 0.2 pul para realizar una PCR de
colonia. Se programé el termociclador para correr un ciclo de 95°C por 5
minutos, un segundo ciclo de 95°C por 30 segundos, otro tercer ciclo de 55°C
por 30 segundos, otro mas de 72°C por 2 minutos y un ultimo ciclo de extension
de 10 minutos. Las colonias que resultaron portadoras del vector portando el
inserto (10,639 pb), fueron sometidas al proceso de extraccion de ADN con el
kit QlAprep spin Miniprep Kit® de Quiagen a partir de cultivos con medio LB

liquido.

6.6 Secuenciacion del plasmido

El' plasmido purificado fue enviado a Eton Bioscience Inc. para la
secuenciacion terminal de las fusiones. Esto permiti6 asegurar que la
construccion gap-1::gfp no haya sufrido mutaciones. Para esto se prepard una
reaccion de 8 pl  (segin las indicaciones de la  pagina

http://www.etonbio.com/faq.php#eton), con 250 ng/ul de ADN y 1 pl (2.5 uM) de

primer (una reaccion con pMF272-F y otra con pMF272-R-2, Tabla ) y se llevo

a 8 ul con agua destilada estéril. Para el analisis de la secuencia se utilizé el
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programa FinchTV, Version 1.4.0 (Geospiza Inc.) y el programa ApE (A plasmid

Editor por M. Wayne Davis) version 1.1.0.4.

6.7 Transformaciones en Neurospora crassa

Las macroconidias de la cepa SMRP24 se sembraron en 100 ml de MMV
solido con 0.5 mg/ml de L-histidina y se incubaron a 30°C. Una vez se observo
micelio abundante, este se colocé en la luz para inducir la conidiacion. Cuando
la colonia se torné de color anaranjado fuerte, se vertieron 50 ml de agua
deionizada estéril en condiciones estériles y se agité el matraz para despegar
las conidias, concentrandolas en el agua. Una vez desprendidas las
macroconidias, éstas se vertieron en un tubo estéril de polipropileno de 50 ml
hasta obtener alrededor de 35 ml. Se lavaron 3 veces por centrifugacién a 5,000
rpm por 5 minutos a 4°C (centrifuga, modelo Multifuge 1 S-R, Heraeus). En
ambos lavados se desecho el sobrenadante y se resuspendi6 en sorbitol estéril

(1M). Posteriormente se resuspendié la pastilla en sorbitol y se guardo a -20°C.

Las macroconidias cosechadas se utilizaron para el proceso de
electroporacion. Antes de esto el vector con el gen insertado se linearizé para
mejorar la eficiencia de la transformacion. Para esto se prepar6 una reaccion de
20 pl de volumen final, con 3 pl de plasmido, 1 pl de enzima Ssp /a 5 U/ul (New
England Biolabs), 2 ul de NEBuffer 4® (5x, New England Biolabs) y 14 pl de
agua desionizada estéril. La enzima fue desactivada de la forma ya descrita y

fue purificada en gel por el kit ya mencionado. Una vez comprobado el tamafio
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del vector linearizado y su concentracion en gel de agarosa al 1%, el vector
linearizado (1 pg) se mezclo con 40 pl de suspension de conidias. La mezcla
se transfiri6 a una celda de electroporacion estéril de 2 mm enfriada en hielo
(Daigger®) y se mantuvo en incubacion a 4°C por 10 minutos. La celda se
coloco en el electroporador (Gene Pulser Xcell, Biorad®) y se programé un
protocolo de 600 Ohms, 25 pFD y 1.5 kV para obtener un tiempo constante de
12-14 milisegundos. Inmediatamente después se afiadié 1 ml de sorbitol (1M),
y las conidias se transfirieron a un tubo de polipropileno de 15 ml y se afadi6 1
ml de solucion de recuperacion [Sales de Vogel (50x) 12 ml, 12 gr de extracto
de levadura en 600 ml de agua y 1.2 ml de L-histidina (500x)]. El tubo con las
conidias se incubé en agitacién a 30°C y 250 rpm por 4 horas. Posteriormente
las macroconidias transformadas se sembraron en 6 cajas petri con medio
MMV-FGS (este medio limita el crecimiento de las colonias). La solucién de
conidias se dividi6 en volimenes iguales para la siembra. Estas cajas se

incubaron a 30°C hasta que se observaron colonias (2-3 dias).

Las colonias se transfirieron a tubos de vidrio con agar inclinado y se
incubaron por 2 dias a 30°C. Una vez crecieron lo suficiente se sacaron y se
dejaron varios dias en la luz para inducir la conidiacion. Una vez que las cepas

conidiaron se guardaron en el refrigerador para su conservacion.
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6.8 Microscopia Confocal

Para observar y analizar las células las muestras se sembraron en cajas petri
con MMV o MMV sin NH4NO3 y diferentes fuentes de nitrégeno, después se
incubaron a 25 o 30°C de 6-12 horas y se prepararon conforme al método de

bloque invertido de Hickey y colaboradores (2002).

Para la observacion de las muestras se utilizé un microscopio confocal de
banda con laser invertido modelo Zeiss LSM-510 META de la marca Carl
Zeiss® en el cual se uso el objetivo Neofluar 100X (N.A. 1.3 de Carl Zeiss®) y
aceite de inmersion, Immersol 518 (Carl Zeiss®). Se utilizé el laser de 16n Argon
de la linea 480 con el filtro d bandpass de emisién de (505-530). Para ver y
capturar las imagenes se us6 el programa LSM 520 image examiner (Version

3.2, Carl Zeiss®).

6.9 Regiones de la hifa

En este estudio se utilizara la definicion de las regiones de la hifa descritas
por McDaniel y Roberson (2000) que consiste en tres regiones: La region |, que
son los primeros 2 a 5 um del apice de la hifa, donde se encuentra el
Spitzenkorper; La region Il, tambien llamada subapical, que inicia en donde
termina el Spitzenkdrper y termina donde comienzan los nicleos; y La region I,
inicia donde termina la distribucion de los ntcleos, hasta el resto de la hifa

(Figura 6).
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Figura 6. Esquema de la regionalizacion de la hifa segun McDaniel y Roberson
(2000).

6.10 Analisis de crecimiento

Para saber si los efectos de la fuente de nitrégeno utilizada en los medios de
cultivo afectaban especificamente a la cepa transformante tJCD-1, se crecieron
simultaneamente conidias de la sepa tJCD-1 y la cepa FGSC #9718 como
control por triplicado en MMV, MMV con nitrato de potasio como fuente de
nitrégeno y MMV con urea como fuente de nitrégeno. En las cajas se trazaron
8 lineas partiendo del punto de inoculacién y el crecimiento de las hifas se
marco siguiendo el contorno de la colonia después de 4 horas de crecimiento y
posteriormente cada 2 horas por 24 horas. Una vez transcurridas las 24 horas
se midio el crecimiento en milimetros desde el punto de partida hasta cada una
de las lineas de crecimiento marcadas. Estos datos se graficaron y se

calcularon los intervalos de confianza con un nivel de confianza del 95%.
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7. RESULTADOS
7.1 Analisis in silico

El BLAST se hizo comparando la secuencia de aminoacidos predicha para el
gen GAP1 de S. cerevisiae contra la base de datos de genes de N. crassa del
instituto Broad, esto para buscar homologia en funcién. Se obtuvieron 13 genes
de los cuales se selecciond el que tenia el puntaje mas alto y un valor de
expectativa (valor-E) de 0.0: El gen con el nimero de acceso NCU10262.3, el
cual estéa marcado como una permeasa de aminoacidos y como miembro de la
familia de permeasas, por sus caracteristicas (Tabla Il). Posteriormente la
proteina Gaplp (tedrica) de S. cerevisiae se aline6 con las primeras 3
secuencias de aminoacidos arrojados con el BLAST y una mas correspondiente
a la proteina NAAP-1 descrita por Margolis-Clark y colaboradores (2001) y que
reportan como la permeasa general de aminoacidos en N. crassa que fue
encontrada buscando literatura después de haber relizado el marcaje de la
proteina NCU10262.3. El alineamiento mostro los mismos resultados que el
BLAST la secuencia mas parecida a Gap1p fue la proteina codificada por el gen
NCU10262.3, sin embargo se encontré que la proteina depositada como NAAP-

1 (g9ap) es la misma que el tercer hit del blast (Figura 7).
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Figura 7. Alineamiento de los primeros tres hits resultantes del BLAST y la
proteina depositada como NAAP-1 (gap).
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Tabla Il. Resultado del BLAST contra la proteina Gap1p de S. cerevisiae.

Gen Puntaje (Bits) Valor E aEiZ:ni?eﬁteo
NCU10262.3 489.574 0 543
NCU05830.3 462.225 0 534
NCU03509.3 445.662 0 518
NCU05168.3 359.762 0 526
NCU07129.3 308.961 0 499
NCU04435.3 280.411 0 532
NCU00721.3 274.633 0 499
NCU10276.3 262.307 0 497
NCU05198.3 243.432 0 490
NCU04468.3 192.2 0 364
NCU02195.3 40.817 9.88423x10™ 260

7.2 Obtencion del plasmido recombinante

Una vez realizada la miniprep para la obtencion de ADN genémico (Figura
8), se tomd 1 ul de ADN genémico y se realiz6 una PCR para obtener el gen
llamamos ngap-1l. Se obtuvo una banda de aproximadamente 2.1 kb. El
tamafio esperado del amplicon que incluye el marco de lectura abierto
NCU10262.3 y los sitios de corte de las enzimas de restriccion es de 2,083 pb
(Figura 9). Después de purificarlo, el amplicon se sometié a digestion con las

enzimas Xba |y Pac | y simultdneamente se digirié el plasmido pMF272. La
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electroforesis mostré6 una banda de un tamarfio de 2075 pb y el plasmido
linearizado (Figura 10). Tras ligar y transformar se obtuvieron 19 colonias de E.
coli que resistieron la ampicilina, y de éstas se encontraron 8 colonias que
contenian una banda del tamafio esperado para el gen gap-1 (Figura 11). El
ADN plasmidico obtenido por Minipreps se sometié nuevamente a una digestion
para comprobar la integracion del gen en el sitio de clonacion multiple del
plasmido, con las enzimas de restriccion ya mencionadas y se observd una
banda correspondiente al tamafio del gen gap-1 (Figura 12). Se selecciond uno
de los clones y el plasmido resultante pJCD-1 fue secuenciado. Se verificd que
el gen ngap-11 se encuentra en la posicion esperada y sin mutaciones dentro

del plasmido.
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e o
Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del ADN genémico N. crassa
tefiido con bromuro de etidio. En el primer carril se observa el marcador de peso
molecular (MPM), que es ADN de fago lambda digerido con EcoR I'y Hind IIl.
En el segundo carril se observa el ADN genémico obtenido de la cepa silvestre

de N. crassa N1.
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MPM  (-)  ngap-1l

B " .
et
3,350 pb

2,027 pb — 2,080 pb
1,904pb

Figura 9. Electroforesis en agarosa al 1% del amplicon correspondiente al gen
ngap-1l, tefiido con bromuro de etidio. En el primer carril se observa el
marcador de peso molecular (MPM), En el segundo carril se observa el control
negativo (se utilizo agua) (-) y en el tercer carril el amplicén correspondiente al

gen ngap-1l.
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ngap-11
ngap-11 Digerido , pMF272
digerido PMF272
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5,148 pb

2,027pb
1,904pb

Figura 10. Electroforesis en agarosa al 1% de las digestiones para la ligacion
de ngap-1ly el plasmido pMF272, tefiido con bromuro de etidio (Digeridos con
Xba 'y Pac I). En el primer carril se observa el marcador de peso molecular
(MPM), los carriles marcados como ngap-11y pMF272 son sin digerir.
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2,027 pb

2,027 pb

Figura 11. Electroforesis en agarosa al 1% que muestran el producto de la PCR
de las clonas positivas que contienen el gen (ngap-1/), ADN tefiido con bromuro
de etidio. En el primer carril se observa el marcador de peso molecular (MPM).

Las colonias fueron numeradas del 1 al 14 (C1-C14).
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8,479 pb

2,075 pb

Figura 12. Electroforesis en agarosa al 1% de la digestion del plasmido pJCD-
1, tefiido con bromuro de etidio. En el primer carril se observa el marcador de
peso molecular (MPM), en el segundo se observa que el plasmido ha liberado
una banda correspondiente al gen ngap-11 (2,075 pb) resultado de la digestion,
comprobando asi la integracion.
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7.3 Transformaciones en N. crassa y seleccion de transformantes

En la Figura 10 se observa el plasmido pMF272 linearizado para la
transformacion en N. crassa. Este fue utilizado para la transformacion por
electroporacion de macroconidias de las cepa SMRP24, en donde se obtuvieron
14 transformantes. Todas mostraron fluorescencia, sin embargo, la
transformante llamada tJCD-1 fue seleccionada por ser la que mas mostraba

fluorescencia.

La transformante tJCD-1 en MMV tiene la misma morfologia y tasa de
crecimiento que la cepa silvestre N1, sin embargo, se encontré que ésta, al
igual que la mayoria de las transformantes analizadas tiende a formar gran

cantidad de micelio aéreo.
7.4 Localizacion de la proteina GAP-1 en distintos medios de cultivo

En MMV (NH4NO3) la proteina marcada se observé en vacuolas tubulares y
en vacuolas de gran tamafio en regiones a inicios y lejanas al apice de la
region Il respectivamente (Figura 13). Al ser sembrada en MMV con urea
[CO(NH2)2] se observod fluorescencia en regiones mas cercanas al apice
localizadas en vacuolas tubulares en la regiéon Il y de la Ill rodeando a los
nucleos, pero nunca en la punta. En este medio de cultivo se observo que las
colonias tienen mayor expresion de la GFP y por lo tanto se observé un color
mas intenso en las vacuolas marcadas. (Figura 14, 15). En el caso de los

cultivos en MMV con nitrato de potasio (KNO3;) como fuente de nitrogeno al igual
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que en el MMV y MMV con urea, la proteina se localizd principalmente en la

region 1l sin embargo, la fluorescencia era mas intensa que en el caso del

MMV, pero menos que en MMV con urea (Figura 16). Asimismo en MMV con

KNOs3 la fluorescencia no es perdurable, esta parecia perderse en todas las

hifas después de unos minutos de ser observada en comparacioén con las

colonias observadas en MMV con urea. En la Tabla Ill se muestran los

resultados de la microscopia.

Tabla Ill. Localizacion de la proteina GAP-1 en los distintos medios de cultivo.

Fuente de N

Localizacio

NH4NO3

KNO3

Urea

Membrana

Vacuolas
globulares

Aot

Vacuolas
tubulares

e

+4+

La cantidad de simbolos + indica la cantidad de estructuras observadas y asi como la

intensidad de la fluorescencia.
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Figura 13. Hifa creciendo en MMV (NH;NOs) observada por microscopia confocal de escaneo laser. (a-c)
corresponden a las regiones | y Il de la hifa. (a) Canal de fluorescencia (b) contraste de fases y (c) superposicion
de (a) y (b). (d-f) corresponden a la regién Ill de la misma hifa (a-c). (d) Canal de fluorescencia, (b) contraste de
fases y (c) superposicién de (d) y (e).
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Figura 14. Hifa creciendo en MMV con urea como fuente de nitrdgeno observada por microscopia confocal de
escaneo laser. (a-c) corresponden a las regiones | y Il de la hifa. (a) Canal de fluorescencia, (b) contraste de
fases y (c) superposicion de (a) y (b). (d-f) corresponden a la region Ill de la misma hifa. (d) Canal de
fluorescencia, (b) contraste de fases y (c) superposicion de (d) y (e).
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Figura 15. Hifas creciendo en urea observada por microscopia confocal de escaneo laser. Se observa la cercania
del marcaje al apice de la hifa asi como la intensidad del marcaje. a) canal de fluorescencia, b) Contraste de fase,
C) superposicion de a) y b).
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Figura 16. Hifa creciendo en MMV con KNO; como fuente de nitrégeno
observada por microscopia confocal de escaneo laser. (a-c) corresponden a las
regiones | y Il de la hifa. (a) Canal de fluorescencia, (b) contraste de fases y (c)
superposicion de (a) y (b). (d-f) corresponden a la region Il de la misma hifa. (d)
Canal de fluorescencia, (b) contraste de fases y (c) superposicion de (d) y (e).
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7.5 Comprobacion de la integracion

Para comprobar si el casette de gip, gap-1y el promotor ccg-1 se integraron
en el sitio correcto del genoma se utilizaron los Oligonucleotidos pMR10,
pMR11, pMR12 y pMR13. Los oligontcleotidos pMR10 y 11 amplifican una
region de 3.2 kb que comprende desde el gen His-3+ hasta el inicio de la GFP.
Los oligontcleotidos pMR12 y 13 amplifican una region de 2.1 kb y abarca
desde la region flanqueante 3’ del gen His-3" hasta el final del promotor ccg-1
(Figura 17). Los amplicones obtenidos por medio de PCR utilizando estos

oligontcleotidos fueron del tamafio esperado de 3.2 kb y 2.1 kb (Figura 18).
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Figura 17. Esquema de comprobaciéon de la integracion por medio de los
oligontcleotidos pMR10, 11, 12 y 13.
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3,350 pb
2,027 bp

Figura 18. PCR comprobatoria. Se observan los amplicones resultantes con los
oligontcleotidos pMR10-pMR11 y pMR12-pMR13.

7.6 Crecimiento de la cepa tJCD-1 en las distintas fuentes de nitrogeno

Antes de iniciar con el andlisis de crecimiento se crecieron conidias de la
cepa tJCD-1y 9718 para observar si el crecimiento de la cepa transformante no
se vio afectado por la integracion de la construccion. En la Figura 19 se
observa que la morfologia colonial es similar y que la cepa transformante no se

vio afectada en el proceso de transformacion.
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Figura 19. Morfologia de la cepa FGSC #9718 (a) y la cpa transformante
tJCD-1 (b), tomadas a las 32 horas.

En la Grafica 1 se muestra el crecimiento de las colonias en MMV con
distintas fuentes de nitrégeno. Se observd que ambas cepas se comportaron de
manera similar en cada uno de los medios, indicando que la cepa transformante
no fue afectada por la transformacion. Estos resultados concuerdan con la
literatura, ya que indican que el amonio es la fuente preferida por N. crassa el
cual se encuentra en el MMV en forma de nitrato de amonio. En este medio se
encontré que la colonia crecioé 1.2 veces mas que en el medio con nitrato de
potasio y 1.6 veces mas que en el medio con urea, siendo esta ultima la fuente

de nitrégeno mas dificil de metabolizar.
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Grafica 1. Crecimiento total de las colonias tJCD-1 (tonos azules) y la cepa FGSC #9718 (tonos marrones)

crecidas en Medio Minimo de Vogel (MMV, nitrato de amonio como fuente de nitrégeno), MMV con nitrato de
potasio (KNO3) y MMV con urea.



8. DISCUSIONES

Margolis-Clark y colaboradores en el 2002 describieron el gen denominado
gap en N. crassa, que segun los analisis realizados se trata del gen que codifica
para la permeasa del sistema general (ll) del locus pmg en N. crassa. Esta
proteina fue encontrada accidentalmente mientras se buscaba una proteina
vacuolar. Los autores realizaron estudios bioquimicos, utilizando
fluorofenilalanina (FPA) como agente selector, que es un homologo tdxico de la
fenilalanina y compararon una cepa mutante por induccién repetida de
mutaciones puntuales (RIP). En contra de una triple mutante deficiente en los
tres sistemas de transporte de aminodacidos en N. crassa (pmapmbpmg’), en
esta ultima se transformd con una copia del gen denominado gap y se observo
que la cepa se hacia sensible a la FPA en el medio. Este estudio fue
encontrado en una etapa avanzada del trabajo por lo que no se tomo en cuenta
este gen para el marcaje, sin embargo, la secuencia del gen gap depositada
como NAAP1 en el GeneBank fue utilizada para realizar un BLAST de la
proteina hipotética contra el genoma de N. crassa para conocer si la secuencia
de gap era similar o se esta relacionada con los datos del primer BLAST hecho
del genoma contra Gap1p de levaduras. Encontramos que el gen ngap-1/
marcado por nosotros es muy parecido a la proteina gap. En concecuencia se
alinearon las primeras tres secuencias obtenidas en el primer realizado BLAST

(Tabla 2) y se encontrd que el gen gap fue el tercer hit, solo que con el numero
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de acceso NCU03509.3. Los dos genes (ngap-1/ y gap) estan designados como
gap-1. Esto también influyo en la seleccion del gen, ya que hay mas de una
proteina anotada como gap-1 en la base de datos del BROAD Institute. Las
caracteristicas gendémicas del gen gap y el gen ngap-17| son similares, ambos
son del mismo grupo de unién (linkage group Il), tienen 12 regiones de
acoplamiento a membrana y tienen un alto grado de similitud con la proteina

Gap1p de S. cerevisiae.

Mediante la bioinformatica se puede analizar la conservacion de las
secuencias de diferentes organismos. Esto permite agrupar a las proteinas en
familias que comparten dominios que permanecen conservados de taxén a
taxon. Estos dominios estan relacionados con la estructura tridimensional de las
proteinas. Los dominios conservados a nivel de estructuras primarias dan como
resultado similitudes en estructuras secundarias, terciarias y cuaternarias, y por
lo tanto en funcién (Hegyi y Gerstein, 2002; Lodish et al. 2007). Se ha
encontrado similaridad entre las permeasas generales de aminoacidos de
organismos como Candida albicans, S. cerevisiae, Aspergillus nidulans, N.
crassa, Amanita muscaria e incluso en plantas como Arabidopsis thaliana.
Ademas se ha encontrado que el parecido no es solo entre los sistemas
generales de aminodcidos, sino que se ha reportado que existen similaridades
significativas (30-60%) entre la mayoria de los transportadores de organismos
eucaridticos inferiores y algunas bacterias, también se ha encontrado que las

superfamilias que usan sistemas acoplados de H" como es el caso de las
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permeasas generales se encuentran conservados en S. cerevisiae, A. thaliana y
Homo sapiens (Horak, 1986; Frommer et al. 1993; Sophianopoulou y Diallinas,
1994; Fischer et al. 1998; Nehls et al. 1999; Margolis-Clark et al. 2001; Wipf et
al. 2002; Biswas ef al. 2003; Rubio-Texeira y Kaiser, 2006). Basados en estos
estudios se decidid utilizar el gen codificante de la proteina mas parecida a la

del gen GAP1 de S. cerevisiae en N. crassa.

El estudio de localizacion y transporte in vivo se hizo posible con el
descubrimiento de la GFP. Esta proteina proviene de la medusa Aequorea
victoria y no necesita de substratos ni cofactores para emitir fluorescencia
(Chalfie et al. 1994). En los estudios realizados por Rubio-Texeira y Kaiser
(2006) en S. cerevisiae mencionados previamente se describe el patron de
distribucion de Gapip, la cual es dependiente de la fuente de nitrégeno
utilizando una cepa que portaba el gen GAP1 marcado con gfp. En este estudio
tomando en cuenta los patrones de distribucion para Gap1p y las descripciones
hechas previamente para el sistema Il de N. crassa se utilizaron medios de
cultivo con fuentes de nitrbgeno preferidas y supeditadas para observar la
distribucion de la proteina putativa codificada por el gen NCU10262.3 marcada
con GFP. Los resultados obtenidos mediante microscopia indican que a pesar
de la similitud del gen NCU10262.3 con el gen GAP1, éstos no son ort6logos.
Ninguna de las fuentes de nitrégeno provoco que la proteina se localizara en la
membrana plasmatica como se esperaba que ocurriera al crecer N. crassa en

MMV con fuentes pobres de nitrébgeno. A pesar de esto se observo
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fluorescencia en vacuolas tubulares cercanas al apice de la célula, pero sélo en
los medios de cultivo con fuentes de nitrégeno relegadas por N. crassa como la
urea y en nitrato de potasio. Sorprendentemente en el medio de cultivo con urea
como unica fuente de nitrégeno la fluorescencia en las vacuolas tubulares fue
mas marcada y perdurable, ademas de observase en vacuolas tubulares muy
cercanas al apice. Estos hallazgos no concuerdan con el patron de distribucion
para la Gap1p en levaduras, donde es enviada a la membrana plasmatica para
cumplir con su funcién en condiciones con fuentes pobres de nitrégeno (como la
urea o amonio) o inanicion del mismo. No obstante, se encontré diferencia en la
expresion dependiendo de las fuentes de nitrégeno utilizadas, indicando que es
probable que la proteina marcada tenga relaciéon con el metabolismo del

nitrégeno y/o el metabolismo de aminoacidos.

Las vacuolas estan asociadas al transporte y almacenamiento de nutrientes y
otros compuestos. Esto ha hecho necesario para la célula desarrollar sistemas
necesarios para la introduccion y expulsion de estos compuestos. Por lo tanto la
célula debe ser capaz de controlar estos dos procesos para mantener un
equilibrio metabdlico entre lo que esta siendo utilizado y lo que sera
almacenado. Uno de los nutrientes almacenados en vacuolas mas estudiados
son los aminoacidos por su importancia metabdlica. Se sabe que existen dos
poblaciones de aminodacidos en los hongos: una esta en el citoplasma siendo
activamente utilizada para la sintesis de proteinas o en el metabolismo del

nitrbgeno; mantiene una concentracién pequefa constante y otra en las
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vacuolas donde se mantiene la mayor concentracion de aminodacidos dentro de
la célula (Wiemken y Durr, 1974 ; Wiemken y Nurse, 1973; Huber-Walchli y
Wiemken, 1979). Se ha encontrado también que existen diversos sistemas de
transporte vacuolares en S. cerevisiae que funcionan como transportadores de
aminodacidos. Algunos de estos transportadores son antiporters H*/aminoacidos,
sin embargo no hay registros de algun transportador general en la vacuola. En
el caso de N. crassa y S. cerevisiae el transporte de arginina es de los mas
estudiados debido a que es el aminoacido con mayor cantidad de nitrégeno y
constituye del 25-60% de los aminoacidos basicos almacenados en la vacuola.
En el caso de S. cerevisiae existen tres sistemas para la acumulacion de este
en la vacuola. Esto indica que las reservas de aminoacidos son importantes
para la célula como fuente de nitrégeno. Esto ha quedado comprobado por
experimentos donde se ha demostrado que las reservas de arginina y otros
aminodcidos basicos se vuelcan al citoplasma al inducir a las células a un
estado de inanicién de nitrogeno y glutamato, pero no puede ser inducido por
inanicién de algunos aminoacidos como la prolina (Durr, et al. 1979; Huber-
Wailchli y Wiemken, 1979; Legerton y Weiss, 1979; Cramer y Davis, 1983;
Legerton y Weiss 1984; Okorokov, et al. 1985; Zerez, et al. 1985; Kitamoto, et
al. 1987; Paek y Weiss 1988; Klionsky, et al. 1990). Estos datos sugieren que la
proteina codificada por el gen NCU10262.3 podria ser un transportador de
aminoacidos vacuolar relacionado con el metabolismo del nitrégeno al igual que

los transportadores de arginina, sin embargo se necesitan estudios adicionales
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de indole bioquimico para determinar qué tipo de transportador puede ser,
tomando en cuenta que los analisis bioinformaticos realizados predicen que la

proteina funciona como una permeasa de aminoacidos.

Otra posible explicacion para los resultados obtenidos puede ser que la
estructura funcional de la proteina este modificada por la fusién con la GFP y
por lo tanto esta sea enviada a la vacuola para su degradacion. Sin embargo, el
hecho de que la proteina sea expresada de una forma dependiente a la fuentes
de nitrégeno y sea localizada en vacuolas tubulares, ademas de que la
secuenciacion y la comprobacion por PCR indican que es muy probable que la
proteina esta siendo expresada de manera correcta y el hecho que en en
algunos de los trabajos realizados en este laboratorio se siguié una estrategia
de marcaje similar y no se observoé interferencia con la distribucién y funcion de
las proteinas se descarta la no funcionalidad de la fusién (Beltran-Aguilar, 2006;
Rubio-Texeira y Kaiser, 2006; Delgado-Alvarez, 2008; Ramirez-Cota, 2008;

Echauri-Ezpinoza, 2008).
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9. CONCLUSIONES

e La proteina NCU10262.63 llamada ngap-7/ no es el ortélogo del sistema
general de aminodcidos de levaduras, a pesar de ser la mas parecida en
estructura a Gap1p.

e La proteina ngap-1/ es expresada dependiendo de la fuente de nitrogeno
en el medio. La expresion es localizada en vacuolas tubulares cercanas
a la punta.

e Los estudios realizados indican que es probable que se trate de una
permeasa relacionada con el metabolismo del nitrégeno. Para determinar
si se trata de una permeasa que se expresa en vacuola, es necesario
realizar otro tipo de estudios.

e En el caso de la permeasa general de aminoacidos en organismos de
diferentes clases taxondmicas, la similitud en secuencia no es indicador
de homologia en funcion, a pesar de ser genes conservados.

o El estudio de la localizacion de la permeasa general de aminoacidos
podria ayudar en el entendimiento de la ruta de secrecion en N. crassa,

gracias a su regulacion postraduccional.
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10. PERSPECTIVAS

En el proceso de electroporacion no todos los nticleos son transformados. La
transformante analizada en este trabajo es un organismo heterocarionte, por lo
que no todos los nucleos se encuentra la construccion gap1like::gfp, por esto,
es necesario cruzar esta cepa con otra de tipo de apareamiento
complementario para obtener ascosporas uninucleadas y poder asi obtener
colonias homocariontes, es decir con todos los niicleos transformados con la
construccion gapflike::gfp. La cruza de la transformante con otras cepas cuyas
vacuolas han sido marcadas es otro experimento a realizar. De esta manera se

podria saber en qué tipo de vacuola esta siendo expresado el gen gap1like.

Para comprobar que la proteina ngap-1/ es una permeasa de aminodacidos es
necesario hacer estudios de incorporacion de aminoacidos radioactivos, para
esto se podria seguir una estrategia similar a la de los estudios realizados por
Ohsumi y Anraku en 1981 y Shimazui y colaboradores (2004). Estos estudios
serian realizados para afirmar que se trata de una permeasa de aminoéacidos y

si lo es, cuales son los aminoacidos que son transportados por esta permeasa.

Otra parte del estudio a futuro seria el marcaje con gfp de la proteina
designada como gap por Margolis-Clark y colaboradores en el 2001
(NCU03509) y del gen NCU05830.3 los cuales fueron el tercer y segundo hit en

el BLAST respectivamente. Con esto se pretende observar la localizacion y
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distribucion del sistema general (Sistema Il) en N. crassa en las fuentes de

nitrégeno utilizadas en este estudio.
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12. APENDICE

Sales de Vogel 50 x (1 L)

En 750 ml de agua destilada, agregar en orden y mezclar en a temperatura
ambiente:

Na, citrato, 5 2 H,O 150 g
KH,PO4 anhidrido 250 g
NH4NO3, anhidrido 100 g
CaCl,, 2H,0 59
Solucién de elementos traza 5 ml
Solucion de biotina 2.5ml

Agregar 2 ml de cloroformo como preservativo
Almacenar a 4 °C.

Medio Completo de Vogel-agar 1.5 % (1 L)

Sales de Vogel 50 X 20 ml

Sacarosa 209
Agar 159
Extracto de levadura 0.5¢g
Caseina 05¢g
Agua destilada Aforara 1L

Esterilizar por autoclave
Medio Completo de Vogel liquido (1 L)

Sales de Vogel 50 X 20 ml

Sacarosa 209
Extracto de levadura 0.5¢g
Caseina 05¢g
Agua destilada Aforara 1 L

Esterilizar por autoclave
Medio Minimo de Vogel-Agar 1.5 %(1 L)

Sales de Vogel 50 X 20 ml

Sacarosa 15 ¢
Agar 15,9
Agua destilada Aforara 1L
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Esterilizar por autoclave

Medio Minimo de Vogel liquido (1 L)
Sales de Vogel 50 X 20 ml
Sacarosa 159

Agua destilada Aforara 1L

Esterilizar por autoclave

Solucion de elementos traza (100 ml)

En 95 ml de agua destilada disolver con agitador magnético sucesivamente las

siguientes soluciones:

59
ZnSO4 “iq HQO
Acido citrico - 1H20 59
Fe(NH4)2(SO4)2 "6 H0 1 J

CuSOy4 - 6 Hy0 0259
MnSO4 - 1 H20 0.05¢g
H3BO3 anhidrido 0.05¢
NazMOO4 v 2 Hzo 0.05 g

Al volumen final de aproximadamente 100 ml, agregar 1 ml de cloroformo como

preservativo. Se almacena a temperatura ambiente.
L-histidina (25 mg ml™")
L-histidina 1.25¢

Agua destilada 50 ml
Esterilizar por filtracion (0.25 pg)

Soluciéon FIGS 10 x (1L)

Sorbosa 200g
Fructosa 59
Glucosa 59
Inositol 29

Agua destilada  Aforara 1L

Esterilizar por filtracion (0.22 pm)
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Medio FIGS-Agar 1 % (1 L)
Sales de Vogel 50X 20 ml
Agar 109

Agua destilada 880 ml
Solucion FIGS 10 X 100 ml después de esterilizar

Medio de regeneracion (1 L)

Sales de Vogel 50 X 6 ml

Sorbitol 546 ¢g
Extracto de levadura 69
H,O destilada 252 ml

Solucion de FIGS 10 X 30 ml después de esterilizar

Medio LB-Agar 1.5 % (1 L)

Bacto-triptona 109
Extracto de levadura 159
NaCl 109
Agar 209
Agua destilada Aforara 1L

Esterilizar por autoclave

Medio LB liquido (1 L)

Bacto-triptona 10 g
Extracto de levadura 15 ¢
NaCl 10¢9
Agua destilada Aforara 1L

Esterilizar por autoclave
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