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Resumen

Las proteinas Arf pertenecen a la superfamilia de proteinas G monoméricas, cuya funcion
esta asociada al trafico vesicular. Se ha descrito la participacion de los genes Arf en
diversos organismos. Por ejemplo, Sacharomyces cerevisiae posee 3 genes ARF; ARF1
participa en el funcionamiento del aparato de Golgi, mientras que la mutacion del gen
ARF2 no genero un fenotipo detectable. Sin embargo, la doble mutante en los genes
ARF1/ARF2 es letal.

Un modelo para estudiar el proceso de diferenciacion celular es el hongo Mucor
circinelloides, quien presenta diversos estadios morfologicos dependiendo de las
condiciones de cultivo. En este trabajo se identificaron seis marcos de lectura en el
genoma de M. circinelloides que codifican a probables proteinas Arf y dado que estas
proteinas participan en la formacion de vesiculas necesario para la emision del tubo
germinativo de las hifas, en donde en otros hongos filamentosos el cuerpo multivesicular
denominado spitzenkorper tiene un papel fundamental. Por lo que, las proteinas Arf
pueden participar en el crecimiento de M. circinelloides, quizas a traves de la generacion
de las vesiculas que son utilizadas por este cuerpo multivesicular.

Los objetivos de este trabajo fueron la identificacion de los genes arf, la cuantificacion del
RNAmM de cada uno de ellos en el proceso dimorfico de M. circinelloides. Esta informacion
permiti6 la delecién del gen arf5, ya que mostré una mayor expresion respecto al resto de
los genes arf. La delecion del gen arf5 resulto ser esencial en el crecimiento, sin embargo
la caracterizacion fisiologica de la cepa heterocarionte revelo un menor esporulacion,
ademas de alteraciones en el crecimiento micelial, respecto a la cepa parental.

Las proteinas Arf3 y Arf4 de M. circinelloides mostraron la mayor identidad con la proteina
ArfB de A. nidulans (>70%), quien esta involucrada en el crecimiento micelial. Las
mutantes homocariontes, en los genes arf3 y arf4 de M. circinelloides, mostraron
alteraciones en la velocidad de germinacion y crecimiento en aerobiosis. En conclusion la
perdida de funcion de los genes arf3-5 de M. circinelloides condujo principalmente a

alteraciones en la esporulacion y crecimiento micelial.

Palabras Clave: Mucor circinelloides, proteinas Arf, Tréafico vesicular, spitzenkorper,

homocarionte.
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Abstract

The Arf proteins belong to the superfamily of monomeric G proteins, whose function is
associated with the vesicular trafficking. It has described the participation of Arf genes in
various organisms. For example, Saccharomyces cerevisiae has three genes ARF; ARF1
participates in Golgi apparatus operation, while mutation of the gene ARF2 not generate a

detectable phenotype. However, the double mutant ARF1/ARF2 is lethal.

A model to study the process of cell differentiation is Mucor circinelloides, which exhibit
various morphological stages depending on growth conditions. In this work, we have
identified six reading frames in the genome of M. circinelloides encoding probable proteins
that belong to Arf members, and since these proteins are involved in vesicle formation, this
process is necessary for aerial spore germination, where in other filamentous fungi were
identified the multivesicular body called spitzenkdrper plays a fundamental role. The Arf
proteins may be involved in the growth of M. circinelloides, perhaps through the generation

of vesicles that are used by the multivesicular body.

The aims of this study were to identify the genes arf, characterize the mRNA expression
level of each of them in different stages of the dimorphic process. This information
allowed the deletion of the gene arf5 which showed increased expression relative to other
arf genes. Deletion of the gene arf5 suggest to be essential for the growth of M.
circinelloides, however physiological characterization revealed lower sporulation on strain
heterocarionte, along with alterations in the mycelial growth compared to the parental
strain. Another approach was the deletion of arf3-4 genes of M. circinelloides based on
the protein comparison with the product of the gene ArfB of A. nidulans whose product
was involment in mycelial growth. It was found that proteins Arf3 and Arf4 of M.
circinelloides showed the highest identity with ArfB protein of A. nidulans (> 70%).
Homocarions mutant in the genes arf3 and arf4 of M. circinelloides, showed changes in
the aerial spore germination and aerobic growth. In conclusion the loss of function of
genes arf3-5 of M. circinelloides led mainly to changes in the aerial growth processes and

sporulation.

Keywords: Mucor circinelloides, Arf proteins, vesicular traffic, spitzenkdrper, homokaryon.
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1. Introduccion

1.1 Tréfico vesicular

Todas las células estan rodeadas por una membrana que sirve como una
barrera entre el interior de la célula y su exterior, la membrana plasmatica (MP) es
necesaria para comunicarse con el mundo que la rodea. Las células eucariotas
contienen compartimientos intracelulares delimitados por membranas que
interactdan entre si y con el medio que la rodea. Muchas de las funciones en las
células eucariontes estdn compartamentalizadas y muchos de estos
compartimientos estan delimitados por membranas formando diversos organelos.
Cada organelo celular estd especializado en una o varias funciones
interrelacionadas con las funciones de los demas organelos. Por ejemplo, en
términos muy generales, el reticulo endoplasmico (RE) es un gran productor de
moléculas como proteinas; mientras que el aparato de Golgi modifica tales
moléculas, mediante la adicion de carbohidratos y envia a estas proteinas a otros
organelos; los lisosomas son centros de degradacion de moléculas que estan
defectuosas o que necesitan ser degradadas para controlar un proceso biologico;

las mitocondrias y los cloroplastos son centrales energéticas (Alberts y col. 2008).

La comunicacién celular, la cual es indispensable y necesaria entre muchos de los
compartimientos intracelulares esta mediada en gran medida por distintos tipos de
vesiculas, las cuales transportan moléculas, ya sea en el interior o aquellas que
vienen desde el exterior celular. A esta comunicacion se le denomina como trafico

vesicular (Tokarev y col. 2000).

En general las vesiculas se han especializado en funciones concretas, dichas
funciones dependen en parte de las moléculas que contienen. La funcion de las
vesiculas es almacenar, transportar o digerir moléculas o residuos celulares. Son
una herramienta fundamental de la célula para la organizacién del metabolismo.
Muchas vesiculas se originan principalmente desde en el RE, sin embargo

también pueden provenir del aparato de Golgi, 0 se forman a partir de porciones

14



de la membrana plasmatica. Las vesiculas brotan continuamente de una
membrana y se fusionan con otra, llevando componentes de la membrana y
moléculas solubles conocidas como moléculas “cargo”, este trafico altamente
organizado fluye a lo largo de membrana, lo que permite a la célula secretar o
incluir moléculas hacia o desde el exterior, respectivamente. Para llevar a cabo su
funcion, cada vesicula que brota de un compartimiento debe ser selectiva, es
decir, debe incluir sélo las moléculas adecuadas y debe fusionarse con la
membrana blanco apropiado. Por ejemplo, una vesicula cargo que transporta
moléculas desde el aparato de Golgi hacia la MP, debe excluir las proteinas que
son residentes del aparato de Golgi y reclutar sélo las moléculas que van a la MP
y debe fusionarse s6lo con la MP y no con la membrana de otro organelo, lo cual
requiere un proceso de regulacion (Alberts y col. 2008).

Este proceso altamente regulado tiene implicaciones directas en las respuestas
celulares tanto a estimulos externos e internos, como es el caso de la presencia
de factores de crecimiento o variaciones en el medio extra e intracelular. Dichas
respuestas son mediadas en gran parte por el trafico vesicular, generando
finalmente las alteraciones apropiadas en el metabolismo, crecimiento, movimiento

e incluso en la muerte celular (Eden y col. 2009).

Hay dos grandes rutas de comunicacion entre los organelos. La primera se inicia
en el RE y envia vesiculas al aparato de Golgi, el cual también envia vesiculas a
la membrana plasmética o lisosomas en un proceso denominado exocitosis. La
otra gran ruta es la importadora o proceso denominado endocitosis y comienza
en la membrana plasmética donde se forman vesiculas, dichas vesiculas pueden
fusionarse con los lisosomas u otros organelos (Figura 1). Por lo tanto el trafico
vesicular implica tanto la internalizacion de moléculas mediada por vesiculas como
el transporte de estas desde el aparato de Golgi hacia otros compartimientos
celulares, la MP e incluso la excrecion fuera de las celulas (Ponnambalam vy
Baldwin, 2003).
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Figura 1. Esquema de las principales vias de comunicacién mediante vesiculas
entre diferentes organelos. Se representa las principales vias de comunicacion
mediadas por el tréfico vesicular, la via de exocitosis se origina en el RER (Reticulo
endoplasmico rugoso) hacia el aparato de Golgi, ademas se representa el REL (Reticulo
endoplasmico liso), la otra via representada en la via endocitica que inicia en la
membrana plasmatica hacia el aparto de Golgi en color rojo. Existe comunicacién
bidireccional entre la mayoria de los organelos que se comunican directamente
(Modificado de Atlas de Histologia Animal y Vegetal, 2008).

1.1.1 Exocitosis

El transporte de proteinas y lipidos desde su lugar de sintesis en el RE a la
superficie celular estd mediado por la via secretora 0 exocitosis y es un proceso
esencial en los organismos eucariontes. Esta via incluye moléculas de
sefalizacion y componentes de la matriz extracelular que proporcionan la base
para la construccion de tejidos y oOrganos en mamiferos. Ademas, esta via
desempeiia un papel importante en la biogénesis de la membrana plasmatica y su
expansién antes de la division celular. Por lo tanto, sin la secrecion no habria
células, tejidos u 6rganos. La via secretora mueve las moléculas cargo desde el
RE a través del aparato de Golgi a la MP. En el RE y el aparato de Golgi, las

proteinas son modificadas por la adicion de azlcares y lipidos. (Lodish, 2010).
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El aparato de Golgi esta formado por una serie de cisternas aplanadas que se
disponen regularmente formando pilas (cis, media y trans). Entre las cisternas,
dentro de cada pila, existen humerosas proteinas que se encuentran embebidas.
Este entramado, denominado matriz, ayuda en el mantenimiento de la estructura
del organelo. Ademas, se ha demostrado que la integridad del aparato de Golgi
depende de la organizacion del sistema de microtubulos, por ejemplo, durante la
mitosis este organelo desaparece, ocurriendo lo mismo que si se detiene el trafico
vesicular desde el reticulo endoplasmico. Una vez que las vesiculas formadas en
el trans-Golgi contienen a las moléculas cargo, estas se pueden fusionar con la
membrana plasmatica para suministrarle proteinas residentes tales como

receptores, canales idnicos, etc. (Hua y col. 2000).

En el lado cis del aparato de Golgi existe un proceso continuo de formacion de
cisternas con material procedente de la fusibn de compartimientos tabulo-
vesiculares denominados ERGIC (por sus siglas en inglés endoplasmic reticulum-
Golgi intermediate compartment), este compartimento se forma con material
proveniente del reticulo endoplasmico. El lado trans también posee una
organizacion tubulo-vesicular denominada TGN (por sus siglas en inglés: Trans
Golgi Network), donde las cisternas con las moléculas procesadas se incorporan
en vesiculas que se dirigen a otros compartimientos celulares. Por lo tanto se da
un traslado constante de moléculas desde el lado cis al trans, pero también hay un
fluo de reciclado (transporte retrogrado) en sentido contrario mediado por
vesiculas recubiertas con proteinas tipo COPI (por sus siglas en inglés COat
Protein complex |) las cuales parten de las zonas laterales de las cisternas trans y
se dirigen hacia cisternas mas proximas al lado cis. Desde el TGN salen vesiculas
con diferentes direcciones, hacia las cisternas previas del propio aparato de Golgi,
hacia los endosomas y hacia la membrana plasméatica (Gundelfinger y col. 2003).
La fusién de las membranas intracelulares provenientes del aparato de Golgi con
la membrana plasmatica controla la composicion de la superficie celular, influye en

la morfologia celular y permite la liberacibn de factores hacia el espacio
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extracelular, a esta liberacion de moléculas a partir de vesiculas se le denomina
exocitosis (Horton y Ehlers, 2003; Lippincott-Schwartz, 2004; Sudhof, 2004).

Hay dos tipos de exocitosis: constitutiva y regulada. La exocitosis constitutiva se
produce en todas las células y se encarga de liberar moléculas que van a formar
parte de la matriz extracelular o bien sirven para regenerar la propia membrana
celular. Es un proceso constante de produccion, desplazamiento y fusién, con
diferente intensidad de trafico segun el estado fisiologico de la célula.

Mientras que en la exocitosis regulada se produce sélo en aquellas células
especializadas en la secrecién, como por ejemplo las productoras de hormonas,
las neuronas, las células del epitelio digestivo, las células glandulares (Sollner y
col. 1993).

En la exocitosis regulada se liberan moléculas que realizan funciones para el
organismo como la digestion o que afectan a la fisiologia de otras células que
estan préximas o localizadas en regiones alejadas en el organismo, a las cuales
llegan a través del sistema circulatorio, como es el caso de las hormonas. La
forma mas intensamente estudiada de una exocitosis regulada es la liberacion de
neurotransmisores disparada por una despolarizacién eléctrica de terminales
presinapticas (Sudhof, 2004). Las vesiculas que participan en el proceso de
secrecion regulada no se fusionan espontaneamente con la membrana plasmatica
sino que necesitan una sefial, como el aumento de la concentracion de calcio
intracelular, ATP y GTP, entre otros factores (Gil, 2010).

1.1.2 Endocitosis

Las células toman material extracelular a través de una variedad de
mecanismos que colectivamente se denominan endocitosis. Los mecanismos
endociticos sirven para satisfacer muchas funciones celulares importantes,
incluyendo el consumo de nutrientes, la regulacion de la funcion de los receptores
de membrana, el mantenimiento de la polaridad celular y la presentacion de

antigenos. Las rutas endociticas son también utilizadas por virus, toxinas y
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organismos simbiéticos para penetrar en la célula. Uno de los mecanismos mejor
caracterizados es la endocitosis mediada por receptores via vesiculas cubiertas de
clatrina, en la respuesta inmune, la comunicacién intercelular, la transduccion de
sefales y la homeostasis. Hay que tener en cuenta que durante cualquier tipo de
endocitosis también se incorporan lipidos y proteinas de la membrana plasmatica,
gue son las que forman la membrana de la propia vesicula (Mukherjee y col.
1997).

La endocitosis consiste en la invaginacion de la membrana plasmatica, formando
una vesicula cuyo contenido es transportado del exterior al interior de la célula. La
endocitosis tiene un papel fundamental en diferentes procesos celulares: tanto a
nivel celular, como del organismo completo. La via endocitica utiliza distintos
mecanismos para ingresar porciones de la membrana plasmatica, las cuales
dependen en parte de las proteinas de cubierta de las vesiculas. La morfologia
ultra estructural de los intermediarios endociticos nacientes en la MP provee una
manera simplista de definir la ruta endocitica. Se reconocen cuatro diferentes tipos
de vesiculas: vesiculas cubiertas de clatrina, vesiculas cubiertas de caveolina,
invaginaciones membranales polimérficas y vesiculas macropinocitocicas (Hansen
y col. 2009).

Los receptores membranales, como el receptor de insulina, se internalizan a
través de vesiculas recubiertas de una clatrina, mientras que otras proteinas y los
virus son internalizados por vesiculas recubiertas de caveolina. Se han descrito
unos 25 tipos de receptores que usan en este tipo de endocitosis-clatrina
dependiente. Estas rutas de internalizacion dependen de la GTPasa llamada
dinamina, proteina que forma una espiral alrededor del cuello de la vesicula, una
vez que la espiral esta en su lugar, se extiende longitudinalmente y se constrifie a
través de la hidrdélisis de GTP a GDP. Este alargamiento y ajustamiento alrededor
del cuello de la vesicula hace que esta se rompa y se libere de la membrana para

la fision de la vesicula de la membrana plasmatica (Kumariy col. 2010).

19



Cada una de estas rutas de internalizacién entrega su cargo a un compartimiento
interno, los endosomas, aunque la naturaleza de los compartimientos
endosomales puede diferir entre las distintas rutas de internalizacion (Tokarev y
col. 2000).

Los endosomas representan el mayor compartimiento membranoso y son la via de
trafico vesicular hacia los lisosomas. Las moléculas endocitadas, como los
receptores pueden seguir esta via para su degradacion en los lisosomas o pueden
ser reciclados hacia la membrana plasmatica. Muchas moléculas también son
transportadas en endosomas desde la membrana plasmética y pueden dirigirse a

los lisosomas o reciclarse en el aparato de Golgi (Mellman, 1996).

1.1.3 Componentes del trafico vesicular

El transporte vesicular, es controlado en distintos puntos: la clasificacion de
la proteina cargo, la formacion y transporte de vesiculas, la liberacion de la
proteina cargo a la membrana donadora y en el reciclado de la maquinaria de
transporte hacia la membrana donadora. En primer lugar, el transporte vesicular
depende de la presencia de distintas proteinas de cubierta de la vesicula, y por lo
tanto una membrana donadora debe reclutar las proteinas citosolicas que
formaran la cubierta de la vesicula. Se ha descrito que las proteinas adaptadoras
transmembranales, estan involucradas en la formacion de la vesicula naciente,
mediante la union directa de sus dominios citosolicos a las proteinas de cubierta.
Unas de estas proteinas adaptadoras son las proteinas adaptadoras de clatrina
AP-1 y AP-2. Diferentes proteinas adaptadoras cargo que funcionan en distintas
vias del trafico vesicular se regulan de manera similar a través de la unién a la

proteina denominada Factor de ADP-ribosilacién (Arf) (Paczkowski y col. 2015).

Las proteinas v-SNARE (v del inglés vesicle; SNARE, por sus siglas en inglés:
soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor —NSF— attachment protein receptor),
son necesarias para la fusion con la membrana aceptora, estas tienen una

proteina cognado denominada t-SNARE (t- del inglés target) localizada en las
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membranas blanco en donde se fusiona la vesicula en transito, la t-SNARE
interactia con su v-SNARE especifica; estas proteinas v-SNARE deben ser
incluidas en las vesiculas para generar una alta fidelidad con la membrana
aceptora. Finalmente, las proteinas cargo tienen que ser reconocidas e incluidas
en las vesiculas de origen. Estas cubiertas son utilizadas como un medio
mecanico para que las vesiculas puedan gemar y dirigirse hacia su destino
(Springer y col. 1999).

1.1.4 Proteinas G en el trafico vesicular

En la biogénesis vesicular actian diversas proteinas, como las proteinas que
unen nucleétidos de guanina (proteinas G), (McCudden y col.2005). Existen dos
familias generales de proteinas G: monoméricas y heterotriméricas ambas
involucradas en diversas funciones celulares. Dentro de las proteinas G

monomericas existen las familias Ras, Rho, Ran, Rab y Arf (Takai y col. 2001).

La familia Ras ha sido asociada a procesos de transduccién de sefiales y su
disfuncién conduce a oncogénesis (Repasky y col. 2004), la familia Rho esta
involucrada en la regulacién de la organizacién de actina, del ciclo celular y de la
expresion celular (Etienne-Manneville y Hall, 2002), la familia Ran participa en el
transporte nucleocitoplasmico de RNAs y proteinas (Weis, 2003), la familia Rab
cumple la funcion de regular el transporte vesicular y el trafico de proteinas entre
diferentes organelos de las rutas endociticas y exociticas (Zerial y McBride, 2001),

la familia Arf esta involucrada en la formacién de vesiculas (Nielsen y col. 2008).

La otra gran familia de las proteinas G esta compuesta por las proteinas G
heterotriméricas, que sirven de intermediarios entre el receptor localizado en la
membrana plasmatica y los efectores intracelulares, son el componente
transductor de sefiales. Estructuralmente estdn compuestas de tres proteinas
distintas: una subunidad Ga, una subunidad G y una subunidad Gy (McCudden y
col. 2005), dentro de las funciones que han sido descritas en hongos se
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encuentran cambios morfolégicos (Sanchez y col. 2002), patogénesis (Mukherjee

y col. 2004), deteccidn de nutrientes y reproduccion (Kays y col. 2000).

1.2 Generalidades de las proteinas ARF

Las proteinas G monoméricas de la familia ARF tienen un peso molecular de
alrededor de 20 kDa y han sido descritas en todas las células eucariontes. Las
proteinas ARF se describieron por primera vez como un factor alosterico de la
toxina del célera (CTX), dicha interaccion aumentaba la activacion de la enzima
adenilato ciclasa (AC) por la ADP-Ribosil transferasa (CTX) de Vibrio cholerae, se
encontré que el aumento de la actividad de AC se relacionaba proporcionalmente
con la cantidad de factor (ARF) presente en la reaccién enzimatica in vitro
(Schleifer y col. 1982)

La proteina ARF se ha detectado solamente en tejidos o células de organismos
eucariontes. Se localizé principalmente en el citosol, mientras que los niveles en
las membranas plasmaticas fueron menores. Finalmente se demostré que la
proteina ARF era blogueada en su extremo amino terminal por el acido miristico,
especificamente en el segundo aminoacido glicina, una caracteristica Unica
comparada con las otras proteinas monoméricas, dicha modificacién le permite

interactuar con las membranas biolégicas (Kahn y col. 1988).

La delecion de 17 residuos del extremo amino terminal de la proteina ARF1 de
humano generé una proteina carente de la actividad biolégica, debido a su
incapacidad de unirse a las membranas, pero conservo una alta afinidad por unir
nucleotidos de guanina, por lo cual se determiné que el extremo amino es un
componente critico para la actividad ARF ya que en el mismo se encuentra el
dominio de miristilacion (Kahn 'y col. 1992).

Por otra parte la proteina ARF1 de Saccharomyces cerevisiae esta asociada a la
membrana de la cara cis-Golgi, mutantes en arfl muestran defectos en la via

secretora (Stearns y col. 1990).
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La familia ARF incluye tres grupos diferentes de proteinas: las ARF; las AR-like
(ARL) y SAR, las proteinas ARL son proteinas que estan estructuralmente
relacionada con ARF (50-60% identidad) (Tamkun y col. 1991). Por lo tanto, las
proteinas ARL no son un grupo coherente, ya sea funcional o filogenéticamente,
poseen una glicina en el extremo amino terminal (al igual que las ARF), pero no
pueden ser susceptibles de las N-miristoiltransferasas. Las proteinas SAR1 fueron
uno de los primeros miembros de la familia ARF secuenciados, y actian como un
supresor de secl2 (una glicoproteina integral de membrana) en S. cerevisiae
(Nakano y Muramatsu, 1989). El nombre de SAR se deriva de su identificacion
como una proteina relacionada con Ras y asociada a la secrecién. Las proteinas
SAR son ligeramente mas cercanas en secuencia con ARF que a otras familias de
GTPasas, pero también comparten una considerable relacion funcional con las
proteinas ARF, ya que actian a través del reclutamiento de proteinas de la

cubierta o complejos para iniciar la gemacion de vesiculas (Kahn y col 2006).

Las proteinas ARF tienen una funcion crucial en el metabolismo de las vesiculas,
incluyendo el reclutamiento de las proteinas de cubierta para iniciar la formacién y
gemacion de las mismas (Popoff y col.2011). De esta manera, las proteinas ARF
participan en el trafico vesicular entre diversos compartimientos celulares, como
son el RE, el aparato de Golgi, los endosomas, la envoltura nuclear, etc. (Moss y
Vaughan, 1995). Las proteinas ARF en su estado activado (Arf-GTP) se unen
directamente con sus efectores. Algunos efectores pertenecen a los complejos de
la cubierta vesicular como clatrina, COPI, las proteinas adaptadoras AP1-2 y GGA
1-3 (Golgi-associated, Gamma adaptin ear-containing Arf-binding proteins). Las
proteinas ARF reclutan a las proteinas de cubierta y adaptadoras, conduciendo a
la formacion y al destino de vesiculas junto con la proteina cargo contenida en el

interior de éstas (Dell'Angelica y col. 2000; Donaldson y Jackson, 2011).

Ademas, las proteinas Arf en su estado activado tienen la capacidad de interactuar
y activar ciertas enzimas modificadoras de lipidos como la fosfolipasa D1 (PLD),
fosfatidilinositol-4,5-cinasa (PI(4)P5K) y la fosfatidilinositol-4-cinasa (PI4K), las
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cuales se cree promueven la remodelaciéon de las membranas (Donaldson y
Jackson, 2011). Se ha sugerido, que algunos miembros de las proteinas ARF
estan involucrados en la biogénesis de ciertos organelos como en el caso de los

peroxisomas en S. cerevisiae (Anthonio y col. 2009).

El mecanismo de ensamblado de los constituyentes de las proteinas de cubierta
involucra a la proteina ARF con diversas proteinas como son las proteinas GEF
(factor intercambiador de nucleétidos de guanina) que favorecen la activacion y
GAP (proteinas activadoras de GTPasa) que inducen la inactivacion de las
proteinas ARF. Las vesiculas de las membranas donadoras poseen un (GEF),
ademas la proteina Arf-GTP se une a la membrana donadora. La proteina Arf-GTP
recluta una red de proteinas de cubierta que prepara la gemacion de la vesicula,
las proteinas de cubierta no se separan tras la escision de la vesicula de la
membrana donadora, sino hasta que llega a la membrana receptora. Las proteinas
ARF/SAR activadas experimentan un cambio conformacional exponiendo la hélice
a anfipética, localizada en su extremo N-terminal, permitiéndole la insercion en las
membranas. Este proceso desencadena en el reclutamiento y montaje de
proteinas de la cubierta a las membranas, seguido por la formacién de vesiculas
revestidas y su escision. En las plantas, ARF/SAR también desempefian un papel
fundamental en el mantenimiento de los organelos en la via secretora. La proteina
SAR1 controla estrictamente transporte anterégrado desde el ER a través del
reclutamiento de los componentes de proteina de cubierta COPIl a las
membranas. El transporte de vesiculas COPII es responsable de la organizacion
de las redes de ER. Por el contrario, las proteinas ARF contribuyen a la regulacion
de multiples rutas de trafico, incluido el transporte a través del aparato de Golgi y
transporte endocitico. Estos sistemas de transporte se han diversificado en el
reino vegetal de forma independiente y presentan varias caracteristicas
especificas con respecto a la organizacion del aparato de Golgi, la via endocitica,
la polaridad celular y la citocinesis. La diversificacion funcional de los sistemas de
trafico vesicular garantiza el desarrollo multicelular de las plantas superiores
(Yorimitsu y col. 2014) (Figura 2).
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Figura 2. Formacion de vesiculas cubiertas de COPIl y COPI. La formacion de
vesiculas se inicia en el reclutamiento de SAR1 y ARF1 del ER rugoso (inferior) y las
membranas del aparato de Golgi (superior), respectivamente. En la formacién de
vesiculas COPII, la proteina integral de membrana SEC12 del ER intercambia el GDP por
GTP, uniendo GTP a SARL1 través de su actividad GEF. Asociada a la membrana unida a
GTP Sarl recluta a la capa interna el complejo SEC23/24 y luego ensambla junto con las
proteinas cargo en el complejo pre-ciernes. La capa externa complejo SEC13/31 son
reclutados a los complejos pre-ciernes y auto-ensamblado por reticulacién. La
polimerizacién de SEC13/31 por autoensamblaje conduce a la curvatura de la membrana
para formar una vesicula de forma esférica. La formacion de vesiculas COPI también se
inicia mediante intercambio de GDP por GTP en ARFL1 a través de la accion de la proteina
GEF, que se encuentra en la periferia de la membrana del Aparato de Golgi. ARF1 unida
a GTP de forma estable se une a la membrana por una hélice anfipatica miristilada, como
lo hace SAR1. El complejo heptdmero de la capa COPI es reclutado en bloque y se
asocia con cargo, asi como dos moléculas ARF1 a través del complejo de la capa capa
interna (B / y / & / C-COP). Al igual que en COPII, las vesiculas se forman en la
polimerizacién de la capa exterior (a / B '/ €-CP). La hélice anfipatica de SAR1 y ARF1

tiene una funcion en la escisién de vesiculas generadas (Yorimitsu y col. 2014).
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1.2.1 Regulacién de la actividad de las proteinas ARF

El estado de actividad de las proteinas ARF es regulado por las tasas de
intercambio de GDP por GTP y por la velocidad de hidrdlisis del GTP a GDP. El
primer proceso es catalizado por proteinas tipo GEF, este intercambio es un paso
critico para la regulacion vesicular. Todos los complejos ARF-GEP identificados
hasta el momento poseen un dominio de aproximadamente 200 aminoacidos
denominado SEC7, responsable de la actividad de GEP. El dominio SEC7 es el
blanco molecular del metabolito fungico brefeldina A (BFA), el cual se usa como
un inhibidor de la funcién de las proteinas ARF (Misumi y col. 1986), lo cual ha
permitido clasificar a las proteinas GEP en sensibles (Morinaga y col.1997) y
resistentes a la acciéon de BFA (Chardin y col. 1996). El estado activado de las
proteinas ARF finaliza cuando la actividad intrinseca de GTPasa es aumentada

significativamente por las proteinas activadoras tipo GAP (Figura 3).

Se han identificado mas de 30 genes en humano que codifican proteinas con
dominios cataliticos de ARF-GAP (Shin y col. 2008).

De esta manera, las proteinas GEF y GAP son reguladoras de la funcion de las
proteinas G y se denominan por sus siglas en inglés RGS (regulator of G protein
signaling) se considera que proteinas reguladoras concretas y expresadas en
células especificas en momentos definidos, tienen un papel importante en la

modulacién de la transduccion de sefales (Vries y col. 2000).
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Figura 3. Mecanismo de Activacion de proteinas ARF. La proteina ARF en estado
unida a GDP, permanece en estado inactivo, el intercambio por GTP es un proceso
catalizado por una proteina denominada GEF (Guanine nucleotide Exchange Factor). La
union de GTP a ARF le provoca un cambio conformacional que permite que la proteina
interactle con sus efectores, desencadenando un respuesta bioldgica, como es el caso
de la formacién de vesiculas, ARF es inactivada al hidrolizarse el GTP unido, por accién
de una GAP (GTPasa Activating Protein) que libera fosforo inorganico a partir del
nucleétido, produciendo GDP-ARF (East y col., 2011).

2. Funcion de las proteinas ARF en eucariontes

Las proteinas ARF son ubicuas y muy conservadas, sus funciones biologicas
son el resultado de sus interacciones especificas con las diversas proteinas
efectoras (Donaldson y Jackson, 2011). A continuacion se describen algunos

procesos en los que se ha descubierto participacion.

Plantas

Se encontré en Arabidopsis thaliana, un miembro de la familia Arf denominado
ArflA1C, el cual al ser mutado mediante transposicion, resulto en un defecto en la
respuesta a auxina, defectos del desarrollo, incluyendo anormalidades en el patron
embrionario y detencién del crecimiento, sugiriendo asi que ArflA1C es esencial
para el reciclaje de los transportadores PIN y procesos de desarrollo dependientes

de auxina en esta planta (Tanaka y col. 2014).
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Mediante ensayos de sobreexpresion en Arabidopsis thaliana de la proteina
ZmArf2 de Zea mays, sugieren que ZmArf2 desempefia una funcidon importante
sobre el crecimiento y el desarrollo de Arabidopsis aumentando el tamafio de la

semilla mediante la promocion de la expansion de células (Wang y col. 2015).

Invertebrados

En Drosophila melanogaster que posee 3 genes arf, se ha descrito que la pérdida
de la funcion del gen arf72A cambio la distribucion de moléculas de la membrana
del RE, modificando el equilibrio de moléculas entre la membrana del RE y el
complejo de Golgi, lo que resulta en la proliferacion del aparato de Golgi y una
acelerada secrecion de proteinas. Por lo que se sugiere una funcion para la
proteina ARF72A en la maquinaria de control de transporte del reticulo
endoplasmico hacia, para distinguir las proteinas de secrecion de las proteinas de
degradacion (Lee y col. 2011).

En el nematodo Caenorhabditis elegans, el cual posee 3 genes arf mediante el
uso de RNA de interferencia que codifica para el gen Arl2 resulto en una
germinacion desorganizada y esterilidad en sus descendientes, lo que indica un

papel esencial del producto de este gen en C. elegans (Li y col., 2004).

2.1 Participacion de las proteinas ARF en hongos.

Saccharomyces cerevisiae

Se conocen tres genes ARF (ARF1-3) en S. cerevisiae ARF1 y ARF2 participan en
el trafico vesicular especificamente en la ruta exocitica (Lee, 1994). Las proteinas
codificadas por estos dos genes son 96% idénticas entre si. La interrupcién del
gen ARF1 causa un crecimiento lento, sensibilidad al frio y a las concentraciones
normalmente subletales de ion fluoruro. La interrupcion del gen ARF2 no causa
ningun fenotipo detectable, por lo contrario la interrupcion de ambos genes es
letal, por lo que las proteinas ARF1l y 2, tienen funciones parcialmente
redundantes y en conjunto son esenciales para el crecimiento. Las proteinas

codificadas por estos dos genes, ARF1-2 son funcionalmente homadlogas y las
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diferencias fenotipicas entre las mutaciones en los dos genes puede ser explicada
por el nivel de expresion; ARF1 produce aproximadamente el 90% del total de las
proteinas ARF, pero la interrupcion de alguno de los dos genes (ARF1, ARF2)
puede ser reparado por alguno de los dos presentes (Stearns, 1990).

Mientras que la proteina ARF3 de S. cerevisiae muestra un 60% de identidad con
las proteinas ARF1 de la clase Il de mamifero, las proteinas ARF1 y ARF2
presentan 52-56% de similitud respectivamente con ARF3. La proteina ARF3 tiene
una funcién importante en el crecimiento polarizado, en la emergencia de la gema
(Huang y col. 2003).

Aspergillus nidulans

Las proteinas ARF presenta una participacion importante en el crecimiento
polarizado de Aspergillus nidulans el cual es un hongo monoformico, Ascomicota
gue presenta un homologo denominado ArfB, con un 72% de identidad con ARF6
de humano y con un 59% de identidad con ARF3 de S. cerevisiae, las cepas de
tipo silvestre presentan crecimiento radial distribuido en toda la placa, mientras
que la mutante arfB presento un crecimiento reducido. Una explicacion al
respecto de dicha reduccion del crecimiento fue que la mutante en arfB muestra
hiper-ramificacién con acortamiento de las hifas (Lee y col. 2008).

La proteina ArfA de A. nidulans mostré6 un 75% de similitud de secuencia de
aminoacidos con ScARF1p y ScARF2p. La fusién de ArfA::GFP se localiz6 en
compartimentos celulares similares al aparato de Golgi. EI motivo de N-
miristilacion en el extremo amino terminal es critico para la localizacién de ArfA, El
tratamiento con Brefeldina A, un inhibidor del transporte desde el aparato de Golgi,
conduce a una deslocalizacion de ArfA::GFP y se acumulé en un compartimento
subcelular, sugiriendo ademas que ArfA se localiza en la red del aparato de Golgi,
probablemente este localizada en compartimentos subcelulares que participan en
la exocitosis. La delecion del gen ArfA, indica que el gen es esencial en A.
nidulans ya que no se pudo recuperar la cepa con la delecion. Por otro lado, la
sobreexpresion de la proteina ArfA suprime parcialmente el fenotipo de defectos

en la polaridad de una mutante N-miristoiltransferasa. En conjunto, estos
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resultados sugieren que ArfA participa en el crecimiento micelial a través del

sistema de secrecion (Lee y col. 2008).

Candida albicans

El principal patégeno fungico de los seres humanos C. albicans, presenta un gen
AGES3 el cual codifica para una proteina ARF-GAP, mutantes en age3 mostraron
sensibilidad a esteroles e inhibidores de pared, como fluconazol y caspofungina.
Estudios de infeccidén in vivo llevados a cabo en raton demostraron que mutantes
age3 son avirulentas en ratones normales y, con un efecto atenuado en ratones
inmunocomprometidos. Estos datos indican que el metabolismo de las proteinas

ARF esta involucrado en procesos de virulencia en hongos (Epp y col. 2010).
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3. Mucor circinelloides
3.1 Generalidades

El hongo Mucor circinelloides es un zigomiceto dimorfico (Lubbehlsen y col.
2003). Es un modelo de estudio en la regulacion de diferenciacion celular,
respuestas celulares a la luz (Murcia-Flores y col. 2007). Se considera como un
patdgeno emergente en pacientes inmunodeprimidos (Bastidas y col.2012), se le
ha asociado también a la contaminacion de frutos como el noni (Nishijima y col.
2011); ademas recientemente se le considera como posible fuente de acidos
grasos para la obtencion de fuentes de energia renovables como el biodiesel (Xia
y col. 2011). Su metabolismo fermentativo ha sido investigado para de la
obtencién de etanol, ademas de que se ha evaluado el rendimiento de esta
produccién modificando condiciones de crecimiento (Wikandariy col. 2012).
El evento diferenciativo mas estudiado en M. circinelloides es el dimorfismo
(Lubbehiisen y col. 2003). No obstante M. circinelloides presenta otros eventos
diferenciativos, como la sintesis de carotenos, inducida por la presencia de luz
(Murcia-Flores y col. 2008), generando colonias con tonalidad amarillenta a
diferencia de colonias crecidas en obscuridad que son albinas. Ademas el
desarrollo de estructuras reproductivas y la esporulacién igualmente se ven
acelerados por la presencia de luz.
M. circinelloides ha sido estudiado como huésped heterélogo para la produccion
de enzimas importantes de caracter industrial, como el efecto del dimorfismo en el
proceso de produccién y actividad enzimatica de glucosa oxidasa. Encontrandose
una mayor produccion de esta enzima durante la morfologia levaduriforme
(Bredenkamp y col. 2010).

El genoma de este organismo ha sido secuenciado recientemente y esta
disponible en la red (http://genome.jgi-psf.org/Mucci2/Mucci2.home.html). El
material gendmico de este organismo estad distribuido en 9 cromosomas
tratandose de 11,719 genes en 36.6 millones pares de bases (Mb)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/2804). Se trata de un tamafio de genoma
similar en comparacion con otros hongos, por ejemplo, el ascomiceto Aspergillus

nidulans con 30 Mb (David y col., 2008), en el basidiomiceto Ustilago maydis 20

31



Mb (Kamper y col. 2006), y en los zigomicetos R. oryzae con 45.3 Mb (Ma y col.
2009), P. blakesleeanus con 30 Mb (Corrochano y Ruiz-Albert, 2004).

3.1.1. Transiciones morfoldgicas en M. circinelloides

Algunas especies del género Mucor son capaces de generar tres tipos esporas: 1)
zigospora producto de la recombinacién genética, 2) la esporangiospora sirve
como mecanismo de dispersion y 3) las artrosporas aseguran la supervivencia
bajo condiciones de crecimiento adversas (Orlowski, 1991). La reproduccién
sexual sucede cuando hay fusion de hifas de origen homotéalico o heterotalico y
conduce finalmente a la formacién de zigospora.

La zigospora permanece en reposo durante muchas semanas 0 meses antes de
germinar y producen una estructura alargada conocida como esporangioforo que
en la punta presenta un cuerpo esférico conocido como esporangio del cual se
desprenden las esporangiosporas. Las esporangiosporas son elipsoidales y
aunqgue derivan exclusivamente del habitat micelial del género Mucor son capaces
de desarrollar hacia la morfologia levaduriforme o micelial dependiendo de la
disponibilidad de oxigeno y la fuente de carbono (Libbehiisen y col. 2003). Si las
esporangiosporas se crecen en anaerobiosis se favorece el crecimiento isotropico
(levadura), mientras que en aerobiosis M. circinelloides su crecimiento es
polarizado (filamentoso) (Figura 4). Ademas del ambiente gaseoso, el crecimiento
levaduriforme en el caso de M. rouxii requiere que una fuente de carbono
fermentable (Bartnicki-Garcia, 1968).

El crecimiento filamentoso y levaduriforme de M. circinelloides no es terminal y
puede haber conversion de levadura a micelio o de micelio a levadura, esto
modificando las condiciones de crecimiento (Mcintyre y col.2002). Las hifas del
género Mucor son multinucleadas y cenociticas, es decir no presentan septos
(divisiones). Por otro lado, las levaduras son, esféricas y multinucleadas (Ocampo
y col. 2012). La artrospora es la estructura menos estudiada y entendida del
género Mucor, y se ha propuesto su funcionalidad como un mecanismo de
supervivencia ya que se forma al fin del crecimiento logaritmico o bajo condiciones

nutricionales desfavorables (Orlowski, 1991).

32



Crecimiento
aerobico

-
6h

10 h

SR

ESPORANGIOESPORAS
(ESPORAS)

Crecimiento
auto-anaerodbico

Figura 4. Diferenciacion de M. circinelloides en cultivo liquido. Las
esporangiosporas son capaces de desarrollar levaduras o micelio dependiendo de
las condiciones ambientales. Cultivos maduros de micelio pueden conducir a la
formacién de artrosporas que son capaces de desarrollar levaduras o micelio
dependiendo de las condiciones de crecimiento. Intercambios entre las
morfologias de levadura y micelio son posibles modificando las condiciones
atmosféricas. El cambio de condiciones aérobicas a anaerébicas conduce a que el
micelio produzca levaduras, el cambio de anaerobiosis a aerobiosis conduce a la
formacion de micelio a partir de levaduras. (Modificada de Valle-Maldonado, Tesis
de Maestria, 2013).
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3.2 Genes involucrados en la diferenciacion morfolégica en M. circinelloides

Se han descrito algunos genes involucrados en procesos de diferenciacion de
M. circinelloides, es el caso del gen mcwc-1la que codifica para un fotoreceptor
asociado a las esporangioesporas en M. circinelloides responden a la luz
mostrando fototropismo positivo, la mutacibn en dicho gen condujo en las
esporangioesporas la incapacidad de orientarse respecto a la direccion de la luz
(Silva y col. 2008).

La participacion de la proteina cinasa A (PKA) en el crecimiento polarizado de
M. circinelloides ha sido evidenciada usando analogos de AMPc como N¢-
monobutiril-FAMPc, N®-benzoil-AMPc (Sorol y col. 2000). Estos analogos imitan la
actividad del AMPc y resulta en crecimiento levaduriforme, ain en condiciones
aérobicas. La regulacién conferida por el AMPc es muy importante, ya que al
remover los analogos del AMPc hay una transicion morfolégica inmediata de
crecimiento isotropico a filamentoso (Wolff y col. 2002; Ocampo y col. 2009),
siendo de esta manera el AMPc a su vez es un regulador clave en el crecimiento
polarizado procesos de desarrollo, apareamiento y virulencia en el hongo Ustilago
maydis (Gold y col.1997). La PKA consiste en dos subunidades regulatorias
(PKAR) que se unen e inhiben la actividad de dos subunidades cataliticas (PKAC),
el AMPc interactia con la subunidad regulatoria de PKA provocando su
disociacion de la subunidad catalitica y consecuentemente la activacion de esta, la
cual se manifiesta en fosforilaciéon de sustratos proteicos en residuos de serina y
treonina a través de PKA. La proteina PKA tiene una funcion importante en la
regulacion del crecimiento y la diferenciacion de M. circinelloides, se generaron
mutantes en cuatro genes gue codifican las isoformas de la subunidad regulatoria,
PKAR1, PKAR2, PKAR3 y PKAR4, demostrando que cada isoforma tiene una
funcidn diferente en el crecimiento y diferenciacion, sin embargo el hallazgo mas
sorprendente fue para el gen pkaR4 como un gen esencial, ya que solo
heterocariontes fueron generadas en experimentos de interrupcidn, esta cepa
generada en la isoforma R4 de PKA mostraron alteraciones en la emision del tubo

germinativo, el resto de las mutantes generadas en las subunidades, mostraron
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alteraciones en la esporulacion y el volumen de la célula madre (Ocampo y
col.2012).

La enzima CrgA es una proteina con dominios tipo dedos de zinc, que tiene

una actividad asociada de ubiquitina ligasa E3, el cual media la union de residuos
de ubiquitina a proteinas blanco, dicha sefial es necesaria para su posterior
protedlisis. La mutacion de crgA causa desregulacion de la esporulacion,
sugiriendo que su mutacion podria estar impidiendo la degradacién de proteinas
reguladoras en respuesta a la luz incluyendo la esporulacion. CrgA reprime la
carotenogenésis (Navarro y col.2000) y regula positivamente la esporulacién
(Lorca-Pascual y col. 2004).
Se encontré que el gen crgA reprime la expresion del gen cigA, la cual muestra
una homologia con la proteina O-fucosiltransferasa de unién a GDP-fucosa, fueron
generadas mutantes cigA- provocando una ligera reduccién en el crecimiento
vegetativo que es independiente de la luz en M. circinelloides (Quiles y col. 2003).

Otro gen descrito es el Adhl el cual codifica para una enzima alcohol
deshidrogenasa necesaria para la fermentacion de glucosa a etanol y diéxido de
carbono asi como la regeneracion de NAD oxidado y permitir la continuacién de la
glicolisis, la mutacion en dicho gen impidi6 el crecimiento de levadura en
anaerobiosis condujo a un fenotipo monoformico es decir solo permitié el
crecimiento como micelio (Meza-Carmen, 1999; Rangel-Porras, 2005).

Los niveles de transcrito del gen mcchsl, que codifica a un miembro de la
familia de sintasas de quitina, hibridaciones northern mostraron que la
transcripcion de mcchsl se acumula sélo durante la etapa de micelio en
crecimiento exponencial, mientras que no se detectd su expresion en la forma de
levadura (Lépez y col.2000).

La calcineurina es una proteina serin-treonin fosfatasa dependiente de Ca*?
y activada por calmodulina, que se conserva desde la levadura hasta el ser
humano, y wuna enzima objetivo para dos novedosos antifingicos
inmunosupresores no relacionados estructuralmente, ciclosporina A y FK506.
Ambos farmacos forman complejos abundantes con proteinas de union

intracelular, la ciclosporina A con la ciclofilina A y FK506 con FKBP12, que se
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unen e inhiben a la calcineurina. La calcineurina estd compuesta de dos
componentes (A 'y B), el componente A es la subunidad catalitica y el componente
B es la subunidad regulatoria. La calcineurina juega un papel clave en la
regulacion del factor de transcripcion NF-AT durante la activacion de células T, y
en la mediacion de las respuestas de los microorganismos a la tension de cationes
(Hemenway- Heithman, 1999).

Se encontré que M. circinelloides posee tres genes que codifican para tres
subunidades cataliticas de la calcineurina A (CnaA, CnaB, and CnaC) y un gen de
la subunidad regulatoria de la calcineurina B (CnbR), mutaciones en la region
pistillo de CnbR y en los dominios de union FKBP12-FK506 de CnaB, resultaron
en el crecimiento hifal de M. circinelloides en presencia de FK506. La interrupcién
del gen que codifica la CnbR Unica subunidad necesaria para la actividad de la
calcineurina B, produjo mutantes bloqueadas en la fase de crecimiento de forma
permanente como levadura. Estos resultados revelan que la via de la calcineurina
tiene una funcion clave en la transicion dimérfica de levadura a micelio. Ademas
las mutantes cnbR como levaduras son menos virulentas que la cepa de tipo
silvestre en un sistema heterdlogo, proporcionando evidencia de que la forma
micelial o la transicién de levadura-micelio estan vinculados a la virulencia. Una
actividad de la proteina cinasa (PKA) es elevada durante el crecimiento de la
levadura en condiciones anaerobias, en presencia de FK506, o en los mutantes de
levadura cnbR, lo que sugiere una nueva conexion entre PKA y la calcineurina
(Lee y col. 2013).

Mutantes cnaA que carecen de la subunidad catalitica, son hipersensibles a
inhibidores de la calcineurina, mostraron defectos en el crecimiento polarizado
micelial y producen una mezcla de levadura e hifas en cultivo aerobio. Los
mutantes cnaA también producen esporas que son mas grandes que los de tipo
silvestre. Hasta el momento se sugiere que la via de la calcineurina orquesta la
transicion dimoérfica de levadura a micelio y el tamafio de la espora que
contribuyen a la virulencia de este patdogeno fungico zigomicota (Lee y col. 2013).
La interrupcion del gen fkbA que codifica FKBP12, también confiere resistencia a

la rapamicina y FK506. Mediante la expresiéon de FKBP12 de M. circinelloides se
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complement6 una cepa mutante de FKBP12 de Saccharomyces cerevisiae, la cual
fue capaz de restaurar la resistencia a la rapamicina en S. cerevisiae (Bastidas y
col. 2012).

Un patron similar fue detectado para los niveles de los transcritos de mrasl y
mras3, que codifican proteinas G monoméricas del tipo RAS en este mismo
trabajo, a diferencia de mrasl, altos niveles del transcrito mras3 fueron
detectados durante la esporulacién (Roze y col.1999)

En M. circinelloides se detectaron mayores niveles de las proteinas G
monoméricas Rholp y Rho3p en el crecimiento polarizado (De la Cruz y col.2007).
Los niveles de transcrito de la subunidad mcgpa3, la cual codifica para una
subunidad Ga de proteinas G heterotriméricas, fueron evaluados en esporas y en
crecimiento vegetativo, encontrdndose en esporas los niveles mas altos de

transcrito (Meza y col. 2006).
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4. Justificacion

Mucor circinelloides presenta mdltiples estados morfolégicos siendo escasa la
informacion a nivel molecular que explique dichos fenomenos diferenciativos, por
lo que es importante conocer la posible participacion de los genes arf en los

diversos estadios del dimorfismo y/o crecimiento.

4.1 Hipotesis

Los genes arf estan implicados en el dimorfismo y/o crecimiento de Mucor

circinelloides.

4.2 Objetivo general

Identificar y caracterizar la participacion de los genes arf en el dimorfismo y/o
desarrollo de Mucor circinelloides.

4.2.1 Objetivos Particulares

1. Identificar los genes arf y seleccionar un gen arf que se exprese de
forma diferencial durante el dimorfismo de M. circinelloides.

2. Demostrar la participacion en el dimorfismo del gen arf de M.
circinelloides que se exprese de forma diferencial en un estadio en

particular.
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5. Metodologia experimental general

Identificacion de las
proteinas Arf

- Alineamiento
- Dominios conservados %

- Modelado de estructura Terciaria

- Aerdbico 3, 6y 12 horas

Disefio de sondas y
oligonucledtidos

Crecimiento de Mucor
circinelloides

- Anaerdbico 3, 6 y 12 horas

- Esporas —_

Extraccion de RNA

Analisis

Filogenético

- Determinacion de Eficiencia
de amplificacion
- Expresion Relativa

Andlisis de datos

!

- Cuantificaci'c’m
- Tratamiento con DNAasa
- Corrimiento Electroforético

v

RT-qPCR

Delecion del gen arf que se
exprese de forma diferencial
en Mucor circinelloides

- Identificar por PCR el
evento de integracidn
homologa

- Caracterizar a la mutante
en el proceso del
dimorfismo

Discusién de Resultados

39



6. Materiales y métodos
6.1 Analisis de in silico
6.1.1 Identificacion de las proteinas Arf en M. circinelloides

La busqueda de proteinas homologas se llevé a cabo mediante el programa
blastp, usando como sonda la secuencia del gen Arfl de S. cerevisiae
(CAA98769) tomada de la base de datos de NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) y
posteriormente se hizo una busqueda tipo Blastp en la pagina de Mucor
circinelloides (http://genome.jgi-psf.org/Mucci2/Mucci2.home.html). Para el analisis
de las secuencias de aminoacidos se utilizaron los servidores EMBL-EBI, NCBI y
ExPasy, posteriormente las proteinas identificadas correspondientes a proteinas
Arf de M. circinelloides. Los andlisis de comparacion de secuencias se realizaron
mediante el programa ClustalW2 del EMBL-EBI. Por otra parte se hizo una
basqueda en la herramienta KOG (Grupos de genes ortdlogos eucarioticos por sus
siglas en inglés: EuKaryotic Orthologous Groups), por medio del uso de palabra
clave ADP-ribosylation factor. Las predicciones de dominios conservados se
realizaron con los programas “InterProScan” (EMBL-EBI), “Conserve Domain
Database” (NCBI) y “Pfam” (Sanger Institute). EI peso molecular y el punto
isoeléctrico de proteinas se determind con el programa “Compute pl/Mw’
(ExPasy).

6.1.2 Modelado tridimensional de las proteinas Arf de M. circinelloides

Se empled el programa SWISS Model (Arnold y col. 2006), para generar los
modelos tridimensionales de las supuestas proteinas Arf de M. circinelloides
identificadas, se emplearon los parametros predeterminados del programa. Las
estructuras obtenidas fueron comparadas con la secuencia ARF1 de S. cerevisiae

(NP_010089) cuya estructura cristalografica fue previamente determinada.
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6.2. Cultivo de Mucor circinelloides

6.2.1 Condiciones generales de crecimiento de M. circinelloides

M. circinelloides se cultivd a 26°C en medio nutritivo YPG (Bartnicki-Garcia
1968) o0 en medio minimo MMC (Nicolas y col. 2007). Cuando fue necesario,
después de esterilizar, el medio minimo MMC e YPG con uridina (0,2 mg/ml). En
experimentos de transformacion se afiadié sorbitol a una concentracion de 0,5 M
para evitar que la diferencia de presiéon osmatica hiciese estallar los protoplastos
generados previamente. El pH fue 4,5 cuando se requirid un crecimiento micelial
normal y 2,9-3,2 cuando se necesitd obtener un crecimiento colonial, que

permitiera analizar un gran ndmero de individuos por caja.

6.2.2 Obtencion y conteo de esporas de M. circinelloides

Placas de Petri con medio YPG solido, se inocularon 50 esporas de M.
circinelloides y se mantuvieron a 28°C en presencia de luz durante 5 dias. Las
esporas fueron colectadas agregando 7 ml de H20 sobre las placas y raspando
cuidadosamente con un asa de plastico, posteriormente las esporas fueron
aspiradas y depositadas en un tubo de 50 ml. Las esporas fueron concentradas al
centrifugar a 5000xg por 10 minutos a temperatura ambiente, posteriormente
fueron lavadas con H20 destilada estéril y centrifugadas de la misma manera. Las
esporas fueron resuspendidas en 10 ml de H20 destilada estéril. El conteo se
realiz6 en un hematocitbmetro (PGC Scientific) usando el objetivo 40X de un
microscopio 6ptico ATC 2000 (Leika), depositando 15 ul en la parte superior y 15
Ml en la inferior, respectivamente. Se contaron las cuadriculas de los extremos y la
del centro para ambas celdas de la camara. Dicha cantidad fue multiplicada por el
factor de 25000 y el resultado obtenido expresa esporas por mililitro de la muestra.
Las esporas fueron conservadas a 4°C y empleadas en un maximo de 15 dias

después de su obtencion.
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Crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis de M. circinelloides

Para llevar a cabo los crecimientos aérobicos y anaerdbicos 500,000
esporas fueron inoculadas por cada mililitro de medio de cultivo. En el caso de
crecimiento filamentoso los matraces se incubaron a 28°C, con agitacion
constante de 200 rpm, usando 20 ml de medio en matraces de 125 mL. Para el
crecimiento levaduriforme, matraces Erlenmeyer de 125 mL fueron llenados con
medio de cultivo (aprox. 137ml), a los que se les colocé un tapdn de corcho en la
boca de cada uno de los matraces, dichos tapones estuvieron atravesados con
una aguja que permitié la salida del CO2 producido durante el metabolismo
anaeroébico, dentro del matraz se coloc6 una barra magnética, el matraz se coloco
sobre un agitador magnético permitiendo una agitaciébn constante. Todo este
sistema se le conoce como sistema “auto-anaerdbico” (Salcedo-Hernandez y Ruiz
Herrera, 1993).

7. Cepas y plasmidos

Fueron utilizadas en el presente trabajo, cepas de E. coli utilizadas como
portadoras de los vectores de clonacion y cepas M. circinelloides, las cepas con
el prefijo MU han sido obtenidas en la Universidad de Murcia y derivan de la
estirpe MU402 (leuA-,pyrG-), la estirpe se gener6 por mutagénesis quimica a partir
de la estirpe R7B (leuA-), a su vez la cepa R7B, silvestre para la carotenogénesis
y auxotrofa para la leucina, fue obtenida mediante mutagénesis quimica a partir de
la estirpe silvestre de sexo (-) CBS 277.49 (Mucor racemosus ATCC 1216b;
Schipper, 1976) (Tabla 1).
La cepa DH5a de Escherichia coli se utilizd en los experimentos de clonacién de
plasmidos bacterianos. Entre sus caracteristicas mas significativas destacan: i)
gue no permite la recombinacion debido a la mutacion recA-, lo que favorece la
estabilidad de los plasmidos; ii) que porta una mutacion lacZ que puede ser
complementada por una amplia variedad de plasmidos utilizados habitualmente y
iii) que puede mantenerse congelada en estado competente durante largos
periodos de tiempo las construcciones generadas para la posterior transformacion

de M. circinelloides, se reportan en la Tabla 2.
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8. Medios de cultivo

8.1. YPG (Glucosa, Peptona de Gelatina, Extracto de Levadura)

Cada litro contenia 3 g de extracto de levadura (BD Bioxon), 10 g de peptona de
gelatina (BD Bioxon), 20 g de dextrosa (BD Bioxon) y 20 g de agar bacteriolégico
(BD Bioxon) en caso de medio sélido, se ajusto el pH 4.5 (Bartnicki-Garcia, 1968).
8.2. MMC (Medio Minimo Casaaminoacidos)

Cada litro contenia 10 g de Medio Bacto Casaaminoacidos, 0.5 g de Bacto Yeast
Nitrogen w/o aminoacids, 20 g de Dextrosa, para la preparacion de medio sdlido
se afiade agar (15 g/L) previamente a su esterilizacion en autoclave a 121°C
durante 15 min. Tras esterilizar en autoclave, se adicion6 tiamina y niacina 1ug/ml
respectivamente.

8.3. LB modificado (Peptona de Caseina, Extracto de levadura, Cloruro de
Sodio)

Cada litro contenia 10 g de Peptona de Caseina, 5 g de Extracto de levadura, 5 g
de Cloruro de Sodio, para la preparacion de medio sélido se afiade agar (15 g/L)
previamente a su esterilizacion en autoclave a 121°C durante 15 min. Cuando fue
necesario, tras esterilizar, se afiadié el antibiético ampicilina a una concentracion

final de 100 pg/ml.
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Tabla 1. Cepas de E. coli y M. circinelloides utilizadas en este trabajo.

Cepa

Genotipo

DHb5a Escherichia coli

Cepa estandar de laboratorio; F-, recAl,
endAl, gyrA96, hsdR17 (rk-, mk-),supE44,
thi-1, relAl, lacZ, A- (Hanahan, 1983)

R7B (ATCC 90680), Mucor circinelloides

Auxotrofa a leucina derivada de la cepa
ATCC 1216b (Roncero y col., 1989).

MU402, Mucor circinelloides

Derivada de la cepa R7B, leuA- pyrG-
(Nicolas y col., 2007)

MUG28, Mucor circinelloides

Derivada de MU402, mutante en el gen
arf3-(1ID155350) (En este trabajo)

MUG29, Mucor circinelloides

Derivada de MU402, mutante en el gen
arf4-(1D32250) (En este trabajo)

Mu630, Mucor circinelloides

Derivada de MU402, mutante en el gen
arf5-(1ID155647) (En este trabajo)
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Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo

Plasmidos

Descripcién

pUC18

Vector de alto nUmero de copias, de 2686 pb, contiene 2 genes que
actlan como marcadores de seleccién, un gen de resistencia a AmpR y
una copia defectuosa de lacZ, que codifica para la B-galactosidasa, un

MCS, y un origen de replicacién pMB1 (Yanisch- Perron et al., 1985)

PMAT1573

Plasmido de 5281 pb, resultante de clonar pUC18 con regiones 1 kb rio
arriba y abajo del gen mcarf3 (ID155350, 2868 pb) con sitios ECORV y
Sphl (En este trabajo)

PMAT1574

Plasmido de 5222 pb, resultante de clonar pUC18 con regiones 1 kb rio
arriba'y abajo del gen mcarf4 (ID32250, 2669pb) con sitios Sacl y
Xbal(En este trabajo)

PMAT1575

Plasmido de 5582 pb, resultante de clonar pUC18 con regiones 1 kb rio
arriba'y abajo del gen mcarf5 (ID155647, 2983 pb) con sitios Smal y
EcoRI(En este trabajo)

PMAT1576

Plasmido de 8148 pb, proviene de pMAT1573 al que se le ha realizado
una PCR con los oligonucleétidos Bglll-FW-ARF3 y Bglll-REV-ARF3 y se

ha clonado el gen pyrG con la enzima Bglll (En este trabajo)

PMAT1577

Plasmido de 8055 pb, proviene de pMAT1574 al que se le ha realizado
una PCR con los oligonucleétidos BamHI-FW-ARF4 y BamHI-REV-ARF4

y se ha clonado el gen pyrG con la enzima BamHI

PMAT1578

Plasmido de 8176 pb, proviene de pMAT1575 al que se le ha realizado
una PCR con los oligonucleétidos Bglll-FW-ARF5 y Bglll-REV-ARF5 y se
ha clonado el pyrG con las enzima Bgll|

PMAT1579

Plasmido de 8176 pb, proviene de pMAT1573 al que se le ha realizado
una PCR con los oligonucleétidos Pstl-FW-ARF3 y Pstl-REV-ARF3 y se

ha clonado el gen Leu4 con la enzima Pstl

PEMP1

Plasmido de 6348 pb que contiene el fragmento BamHI de 3.2 kb de
Mucor circinelloides (tiene el fragmento BamHI- Ava Il de 1.8 kb
correspondiente al gen pyrG) clonado en pBluescript kSt. Cedido por
A.P.Eslava.
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8.4 Andlisis de Imagenes tomadas al microscopio de M. circinelloides

Se empled un microscopio Olimpus CKX41 para capturar las imagenes
correspondientes a las morfologias obtenidas a los diferentes tiempos de
crecimiento, fueron tomadas usando el objetivo 40X, también se utilizé6 una

camara Panasonic DMC-T25.

9. Manipulaciones de acidos nucleicos y transformaciones

9.1 Extraccién y cuantificacion de RNA de M. circinelloides

La extraccion de RNA se realizé de muestras de distintos tiempos de

crecimiento que incluyeron micelio, levaduras, esporas o0 muestras de las
transiciones morfolégicas de Mucor circinelloides que fueron filtradas a través de
papel filtro whatmann (para el caso de micelio) o membranas 0.45um Millipore
(para las otras morfologias), las muestras fueron mantenidas a 4°C hasta su
procesamiento, el cual se realizé posterior a la filtracion de las células.
La lisis celular se realiz6 mediante rompimiento con nitrégeno liquido, empleando
un mortero con pistilo. Para realizar la extraccion se siguieron las instrucciones del
fabricante (SV RNA total Isolation kit, PROMEGA), empleando la micro centrifuga
5417R (Eppendorf).

Todas las manipulaciones de muestras de RNA, como extraccion,
diluciones, tratamiento con DNAsa fueron realizadas en el gabinete de
bioseguridad clase Il Tipo A2 (Thermo Scientific). Las muestras fueron
cuantificadas espectrofotométricamente (SmartSpec Plus Bio-Rad) a A=260nm vy
A=280nm, dichas absorbancias indican la presencia de acidos nucleicos y

proteinas, respectivamente (Krebs y col., 2009). De manera que se evaluod la

-z Ag .z Ao . . . T
relacion =22 una relacion A*iz 1.90 - 2.0 indica una calidad Optima de

1ED IED

extraccion (Yamaguchi y col., 1992; Wilfinger y col., 1997). Las muestras de RNA

.z An z
total cuyo valor de relacion ==& resultd menor a 1.8 fueron descartadas para

1ED

analisis de RT-qPCR.
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9.2 Tratamiento con DNAsa | de las muestras de RNA de M. circinelloides

A 1 ug total de RNA se le agreg6 1 pl (1U) de DNAsa | (DNAsa |, Invitrogen), 1 pl
de buffer de reaccion de DNAsa (200mM Tris-HCI pH 8.4, 20mM MgClz, 500mM
KCI, Invitrogen). La muestra se incub6é durante 30 minutos a temperatura
ambiente. La DNAsa se inactivo al agregar 1 yl de EDTA 25 mM (Invitrogen) a la
muestra de RNA y posterior incubacion a 65°C durante 10 minutos, para ello se

empled un incubador para microtubos de 2 ml (Eppendorf Thermomixer).

9.3 Ensayo de RT-PCR en tiempo real (RT-qPCR) de muestras de M.
circinelloides

La amplificacion y deteccidn de los genes se realiz6 usando el método de
sonda de hidrdlisis, que emplea la actividad 5' exonucleasa de la DNA polimerasa.
Para asegurar la especificidad de todas las detecciones, los oligonucleétidos y
sondas (Tabla 3) con estructuras secundarias minimas fueron disefiadas mediante
la herramienta bioinforméatica disponible por Biosearch Technologies
(www.biosearchtech.com). La RT-gPCR se realiz6 en el sistema LightCycler480 I
(Roche Molecular Diagnostics, Pleasanton, CA), usando el kit SuperScript 1l
Platinum One-step RT-qPCR (Invitrogen, Carlsbad, CA). Cada 25 ul de volumen
de reaccion contenia 5 pl de RNA templado (100 ng), 0.5 uyl de mezcla de
enzimas, 12.5 ul de mezcla de reaccion 2X, 0.5 ul de oligonucleétido directo 10
MM, 0.5 ul de oligonucledtido reverso 10 pyM, 0.5 ul de sonda 5 uM, y 5.5 pl de
agua libre nucleasa, esta mezcla fue preparada en un gabinete para PCR (UVP).
La RT-gPCR se inici6 por la adicion de la transcriptasa reversa (50°C, 30 min) y la
desnaturalizacion inicial (95°C, 5 min), seguidas por 45 ciclos de amplificacion a
95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos. Las
sefales de fluorescencia fueron colectadas a cada ciclo de amplificacion a 60°C.
Las curvas de amplificacién fueron analizadas a longitudes de onda de absorcién
de 530 nm. En cada experimento fueron incluidos genes de expresion constitutiva

como controles positivos y agua como control negativo.
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Tabla 3. Oligonucleotidos y sondas empleados para los ensayos de RT-PCR

en tiempo real.

Oligonucledtido directo (5°-3)

Secuencia _ . o
(Namero ID) Oligonucledtido reverso (5°-3") Tm(°C) / GC (%)
Sonda (5"-3") FAM-BHQ1
TTGGACGCTGCAGGAAAGAC 68.0/55.0
arf1(155350) CCAACGGTTGGGATAGTAGTGA 65.1/50.0
TCTCTACAAGCTGAAACTGAACCAATCA 68.7/39.29
GGACCTTCCAGGAGCATTTACAC 67.0/52.17
arf2 (32250) CGCAGGAAGGATGCACATACC 69.0/57.14
TGCAGAAGTTACTGAAATACTGGGTCTGA 69.3/41.38
GCCCAATGCCATGAATGC 67.9/55.56
arf3 (157293) GGTAGCACAAGTGGTCTGGAT 63.4/52.38
TGCTGAAATCACCGATAAGCTTGGTC 71.5/46.15
TGCCAACAAGCAGGATTTGC 68.6/50
arf4 (156501) GGAGTGAAGGCCAAGTTTATCAG 65.1/47.83
CAACGCCATGAACGCTGCCGAAAT 77.5/54.17
AGCAGGATATGGAAGGCGCTTTATC 69.7/48
arf5 (155647) TGCACTGGTTCTGTAGATGGA 63.8/47.62
CTGCAGAAGTGGCCGATGCACTC 74.3/60.87
TTGGCGGAACAAGAATTGCA 68.9/45.0
arfé (112008) GCTGCACCCAATGATCCTTTC 68.1/52.38
TGATGGATAGCGATCAACTACAAAATGCCA 73.9/40
ATGGCGGTGACGAGGGTTT 69.2/57.89
Mctfc-1 (106349) |GGGCATCTGTGGCAATCTTTC 68.1/52.38
TGGATGCAGAGGAAGACATCAACGC 74.1/52
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9.3.1 Determinacion de las eficiencias de amplificacion de las sondas usadas
en los ensayos de RT-gPCR

Las eficiencias de amplificacion de RT-gPCR para cada gen, fueron
determinadas mediante los valores de Cq (Cq es el valor donde la curva de
amplificacion de la reaccion pierde linealidad y adopta una tendencia exponencial)
correspondientes a la amplificacion para cada uno de todos los genes usando las
siguientes concentraciones de RNA total por reaccion: 500 ng, 50 ng, 5 ng, 0.5 ng,
0.05 ng. Estos datos se utilizaron para generar una curva estandar de
concentracion, en donde se graficaron los logio de concentracion con sus Cq
correspondientes. Se trazd una recta que une estos puntos. Y se determiné la
pendiente de dicha recta

La eficiencia de amplificacion se calcul6 de la siguiente manera:

-1
E = (1Dli'pandianrs.} — 1) w 100

9.3.2 Andlisis matematico de los niveles de expresion relativa en los ensayos
de RT-gPCR

El modelo matematico empleado para los analisis de datos fue el Delta-Ct
(Livak y Schmittgen, 2001), con correccion de eficiencias de amplificacion (Pfaffl,
2001). Mediante esta férmula se puede saber el nimero de transcrito del gen de
interés de manera relativa al gen (0 genes) normalizador (normalizadores) en
cierta condicion.
La formula empleada es la siguiente:

’ (Cagen tuserés )
2\ Egen interés :I g :

Expresion Relativa =

f %
(E I )I.quen normalizador
2\ Sgen normalizador

Donde E significa eficiencia de amplificacién y los Cq del gen de interés y del gen

normalizador corresponden al mismo estadio morfoldgico.
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9.4 Analisis estadistico de los resultados

Los datos obtenidos fueron evaluados mediante el analisis de
la varianza de una via (ANOVA). Se uso el programa STATISTICA 7. Ademas, la
prueba post hoc empleada fue Fisher para el andlisis de los genes arf, las

diferencias estadisticamente significativas (a< 0.05) se muestran con letras, en los

experimentos de participacion de los genes arf en el dimorfismo de M.
circinelloides la prueba post hoc empleada fue Bonferroni, las diferencias

estadisticamente significativas (a= 0.05) se muestran con asteriscos.

9.5 Aislamiento de DNA gendmico de M. circinelloides

El DNA de M. circinelloides se aisldé siguiendo basicamente el protocolo
descrito por van Heeswijck y Roncero (1984), con ligeras modificaciones. La
extraccion de DNA se realizé de muestras de micelio de Mucor circinelloides que
fueron filtradas a través de papel filtro whatmann, las muestras fueron mantenidas
a 4°C hasta su procesamiento, el cual se realizd posterior a la filtracion de las
células. La lisis celular se realiz6 mediante rompimiento con nitrégeno liquido,
empleando un mortero con pistilo. Se agregaron 0.4 mL de regulador de
extraccion (NaCl 0.4M, Tris-HCI 10 mM, EDTA 2 mM, pH 8) a aproximadamente
0.5 mL de polvo (muestra) contenidos en un microtubo, posteriormente se
adicionaron 80 uL de SDS al 10%, seguido de 8 uL de proteinasa K (20 mg/mL) y
se incubo por 1 hora a 60°C, enseguida se adiciono 320 uL de NaCl 5M.
Posteriormente se centrifugo la muestra por 30 minutos a 12,000Xg. Se colecto el
sobrenadante en tubo nuevo, se adicionaron 0.6 volimenes de isopropanol y se
incubo a -20°C por 10 minutos. Posteriormente se centrifugo por 20 minutos a
12,000Xg, se realizaron 2 lavados con etanol al 70% y se centrifugo por 5 minutos
a 12,000Xg, se retird el exceso de etanol y se procedio a secar la muestra de DNA
a 37°C, finalmente se resuspendio en 50 uL de agua estéril y 3 uL de RNAasa,
dejando incubar por 10 minutos a 37°C, las muestras de DNA fueron conservadas
a-70°C.
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9.6 Andlisis por electroforesis de acidos nucleicos.

Para observar la integridad de la extraccion de RNA y los amplicones
generados por el ensayo de RT-gPCR, los geles de agarosa fueron preparados al
1 % (p/v) con agarosa grado molecular (BIO RAD) y buffer TAE 1X (Tris-acetato
40 mM y EDTA (1 mM). Se agregd bromuro de etidio (0.075 ul/ml de gel). Se
montd el gel y las muestras se cargaron en una cadmara de electroforesis (BIO
RAD) conectada a una fuente de poder (PowerPac Basic, BIO RAD 300 V). Se
empled un buffer de carga que tiene glicerol (30% p/v), xilencianol (0.25% p/v) y
azul de bromofenol (0.25% p/v) como colorantes de referencia. EI marcador de
tamafio molecular empleado fue el de 1 kb DNA Ladder Track-It (Invitrogen). Las
condiciones de corrida fueron 90 V durante 30 minutos. El registro de la imagen
del gel se obtuvo mediante el empleo de un foto documentador (Gel Doc XR+
Imager, Bio-Rad). Los geles para corrimientos de RNA fueron llevados a cabo con
material y reactivos esterilizados dos veces. Mientras que las camaras, moldes
para geles y peines fueron lavados con solucion degradadora de ribonucleasa
(RNase Zap, Ambion), para posteriormente removerla con H20 destilada estéril.
Para caracterizar plasmidos, separar fragmentos de distinto tamafio generados en
las digestiones con enzimas de restriccion o verificar los productos obtenidos
mediante PCR, el DNA se someti6 a electroforesis en geles horizontales de
agarosa (Pronadisa). Se utilizé buffer TAE 1X y las concentraciones de agarosa
variaron entre 0,7 % y 1,5 %, dependiendo del tamafio de los fragmentos a
separar. Para visualizar los fragmentos de DNA mediante luz ultravioleta se afiadié
Bromuro de etidio a la agarosa a una concentracion final de 0,5 pg/ ml.

La purificacion de fragmentos de restriccion se realizé tras su separacion en geles
de agarosa. Las porciones del gel que contenian los fragmentos de interés se
recortaron con un bisturi y el DNA se purific6 con columnas High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche Applied Science) o GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Fermentas), siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion y el
tamafio de los plasmidos y fragmentos lineales purificados se calcul6é usando
como referencia los marcadores A DNA/Hindlll (Fermentas) y GeneRuler™ DNA

Ladder Mix (Fermentas), respectivamente.
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10. Delecion génica mediante recombinacién homologa en M. circinelloides.
Se amplifico mediante PCR el gen Arf de Mucor circinelloides de nuestro
interés para interrumpir, y por otro lado amplificar por PCR el gen que permita la
seleccion de transformantes, pyrG que codifica para la enzima orotine-5-fosfato
carboxilasa, y restaura la auxotrofia a uracilo, de manera que se puedan obtener
fragmentos del gen Arf para poder flanquear el gen pyrG que permite la seleccion,
mediante dicha construccion permitio la transformacion de protoplastos de M.
circinelloides MU402, posteriormente se hizo la seleccion de transformantes bajo
la condicidn selectiva correspondiente al marcador de seleccion, seguido de la

identificacion mediante PCR, para determinar el evento de integraciéon homologa.

10.1 Transformacién de E. coli.

Para introducir DNA plasmidico en E. coli es necesario que las células se
encuentren en un estado especial denominado de competencia. La obtencién de
células competentes de la estirpe DH5a se realiz6 por el procedimiento del cloruro
calcico. Para la transformacién se utilizo el procedimiento de choque térmico y
electroporacion (Sambrook y Russell, 2001).

10.2 Transformacién de M. circinelloides.

La transformacion se realiz6 mediante electroporacion de protoplastos
(Gutiérrez y col. 2011), generados basicamente segun el protocolo descrito por
van Heeswijck y Roncero (1984). Los protoplastos, al carecer de pared celular,
permiten la incorporacion de DNA exdgeno, en este caso mediante
electroporacion. Para obtener protoplastos transformables se inocularon 107
esporas/ml en 25 ml de medio liquido YPG pH 4,5 suplementado, cuando se
requeria, con 0,2 mg/ml de uridina. Los cultivos se mantuvieron durante 1 0 2
horas a temperatura ambiente antes de incubarse toda la noche a 4°C. A la
mafiana siguiente se incubaron a 26°C con agitacion fuerte (250 r.p.m.) durante un
periodo de 3 a 4 horas, suficiente para que la mayoria de las esporas germinaran.
A continuacién, las esporas se precipitaron durante 5 minutos a 2000 r.p.m. en

centrifuga Sigma 4-10 y se lavaron dos veces en buffer fosfato-sorbitol (Sorbitol
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0,5 M, fosfato sodico pH 6,5 10 mM), para resuspenderse finalmente en este
mismo buffer a razén de 5 mL por cada 10’esporas. Para la digestion de las
paredes celulares se afiadio 1 mg/ml de un preparado comercial de enzimas liticas
rico en quitinasa (Lysing Enzymes de Trichoderma harzianum, Sigma) y 0,15
mg/ml de quitosanasa comercial (Chitosanase-RD; US Biologicals). Las
germinulas se incubaron a 30°C con agitacion suave (60 r.p.m.) durante 90
minutos, hasta que se observé al microscopio la pérdida de la envoltura
refringente. Para parar la digestion se afiadieron 5 ml de sorbitol 0,5 M, se
centrifugd durante 5 minutos a 900 r.p.m., resuspendiendo nuevamente en 5 ml de
sorbitol 0,5 M y centrifugando en las mismas condiciones. Finalmente, los
protoplastos se resuspendieron en un volumen final de 800 ul de sorbitol 0,5 M.
Para la transformaciéon se afadieron 10 ul de DNA (1 ug de DNA circular o 3 ug de
DNA lineal) a 100 ul de protoplastos y la mezcla se transfiri6 a una celda de
electroporacion de 2 mm previamente enfriada en hielo. Los pulsos eléctricos se
realizaron en el electroporador Bio-Rad Gene Pulser XCell con los siguientes
pardmetros de electroporacion: 0,8 KV, 25 yF de capacitancia y una resistencia
constante de 400 Q.

Inmediatamente después de aplicar el pulso eléctrico se afiadido 1 ml de YPG pH
4,5 con 0,5 M de sorbitol frio y se transfiri6 a un tubo eppendorf limpio. Las
mezclas de transformacion se incubaron durante 1 hora a 26°C con una agitacion
de 150 r.p.m para permitir la recuperacion de los protoplastos. Seguidamente, los
protoplastos se centrifugaron durante 5 minutos a 1100 r.p.m., resuspendiéndose
el precipitado en 600 yl de MMC pH 4,5 con 0,5 M de sorbitol. Esta solucion se
sembrd cuidadosamente en cajas del medio adecuado para la seleccion de los

transformantes.

10.3 Integracion de DNA exdgeno en el genoma de M. circinelloides.

La transformacion integrativa en el hongo M. circinelloides se realizo
transformando protoplastos del hongo por el procedimiento descrito en el apartado
anterior, empleando DNA linearizado. Los protoplastos se sembraron en cajas de

medio MMC pH 3,2 con 0,5 M de sorbitol. Para identificar los transformantes que
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habian integrado el DNA exdgeno se determind el porcentaje de esporas que
mantenian el marcador pyrG durante cinco ciclos de crecimiento en medio
selectivo. Para ello, se compar6 el nimero de individuos resultantes de la siembra
en medio selectivo (MMC pH 3,2) y no selectivo (MMC pH 3,2 con uridina). Los
transformantes con un mayor porcentaje de esporas Ura+ se seleccionaron como
presuntos portadores del DNA integrado. Para el aislamiento de individuos con el
DNA exdgeno integrado en todos los nucleos (homocariontes) se realizaron de 5 a

6 pases en medio selectivo.

10.4 Aislamiento de DNA plasmidico.

El DNA plasmidico de E. coli se aislé por el procedimiento de lisis alcalina
(Holmes y Quigley, 1981) cuando no se necesitaba gran pureza (digestiones con
enzimas de restriccion, transformacion de M. circinelloides, etc.) o mediante
columnas comerciales de purificacion de plasmido (High Pure Plasmid Isolation
Kit, Roche Applied Science o GeneJET Plasmid Miniprep Kit, Fermentas) cuando

se requeria una gran pureza (secuenciacion, PCR).

10.5 Tratamiento del DNA con enzimas.

Los tratamientos enzimaticos mas usuales fueron:
Digestion con enzimas de restriccion (Fermentas), que se realizé siguiendo las
instrucciones del fabricante.
Desfosforilacion del extremo 5 con la enzima fosfatasa alcalina de camarén
(Roche) para evitar la autoligacion de vectores. Todos los tratamientos se
realizaron de acuerdo con las especificaciones del fabricante.
Ligacion de fragmentos de DNA. Se realizd en volimenes pequefios (20 ul) de
buffer de ligacion (Fermentas) y una unidad de la enzima ligasa de T4
(Fermentas). Las mezclas de ligacion se incubaron a 22°C durante un minimo de 4
horas. En general, la relacion molar de vector: inserto usada fue de 1:3. Siempre
gue fue necesario, las enzimas se inactivaron por medio de calor, siguiendo las

especificaciones del fabricante.
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10.6 Amplificacion de DNA por PCR

El proceso de amplificacion de DNA se llevo a cabo utilizando 20 pmoles
de cada oligonucledtido y la enzima Herculase Il Fusion Enzyme (Agilent
Tecnologies), siguiendo en cada caso las indicaciones del fabricante. Las
muestras se incubaron durante 3 minutos a 94°C para la desnaturalizacion del
DNA y posteriormente se sometieron a 30 ciclos de desnaturalizacion (45
segundos a 94°C), alineamiento (1 minuto a la Tm de los oligonucleétidos (Tabla
4), utlizando la férmula Tm= 69,3 + 0,4 (G+C %) - 650/pb cebador) y
polimerizacion (1 minuto por kb de producto a amplificar a 72°C). Tras el ultimo
ciclo, se dejaron las muestras en condiciones de polimerizacion durante 10
minutos. Dada la riqueza en pares G+C de M. circinelloides, en todos los casos se
afiadi6 dimetil sulféxido (DMSO) a una concentracion final del 5 %. El
termociclador utilizado fue Mastercycler® personal de Eppendorf.

Tabla 4. Oligonucledétidos utilizados en los experimentos de PCR.

Secuencia Oligonucleoétidos(5°-3") Tm(°C)/ GC (%)
FW-ARF3 TATAACCCAGTAGCGCCTTCACC 62.29/52
RV-ARF3 TTCCACCCTCACCGTCATCTGC 67.4/59

Bglll-FWD-ARF3 GAAGGAGATCTTCAAGGCTTGAATTGGTTGAG 70.25/44

Bglll-REV-ARF3 GAATAAGATCTTCTTTGCTACCAAACATCTTGG 66.18/36

Sacl-FW-ARF4 CTCTGGAGCTCTTGAGGTCATCCTCATCCAGC 74.64/56

Xbal-RV-ARF4 TGCATTCTAGATGAGTTTGATTGAAGCATTCG 69.60/38

BamHI-FWD-ARF4 | TGGTAGGATCCTCCTTCCTGCGCTACCACAGG 76.68/59

BamHI-REV-ARF4 | ATCTTGGATCCCGCCTTTGACATATTGGCTCC 75.37/55

FW-INT-ARF4 GTGGTGTAGGTTCCAAATAGC 54.79/48

RV-INT-ARF4 GCTTCATCAACAAAGGACTGC 58.37/48

FW-SMAI-ARF5 ACTAGCCCGGGGCAGGAATCCACTGTGAGTAC 75.92/59

RV-ECORI-ARF5 TACGTGAATTCATGAACCTAATCCACGCACAG 71.51/44

FW-BGLII-ARF5 AACAAAGATCTGTTCATTTTCCAGCACACATG 69.59/38
RV-BGLII-ARF5 GCGTCAGATCTACCCATTTGATATGTTTATAC 64.31/38
FW-INT-ARF5 GCAACATCGTATAACCCATC 53.94/45
RV-INT-ARF5 GGACAGATTATTCCTTCTCTC 50.66/43

Los nucle6tidos marcados en rojo indican sitios de restriccion para facilitar la digestion.
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11. Hibridacién de DNA tipo Southern.

El DNA genomico (1 pg) se digiri6 con las enzimas de restriccion

adecuadas y se sometio a electroforesis en gel de agarosa. A continuacion, el gel
se incubd durante 20-25 minutos en una solucion de HCI 0,4 N, se lavé con agua
bidestilada y se incub6 durante 20-25 minutos en una solucion de NaOH 0,4 N.
Finalmente, el DNA se transfiri6 a una membrana de naylon (HybondTM-N+,
Amersham Biosciences) mediante transferencia capilar con una solucion de NaOH
0,4 N durante un minimo de 2 horas (Sambrook y Russell, 2001). Una vez
transferido, se seco el filtro a temperatura ambiente. La hibridacion se realizé en
todos los casos con sondas marcadas radiactivamente. La prehibridacion se llevo
a cabo a 65°C un minimo de 2 horas con 20 ml de solucion de prehibridacion NaCl
y se hibridé a esa misma temperatura toda la noche con 10 ml de solucion de
hibridacién (NaCl 0,9 M, SDS 1 %, 50 pg/ml de DNA de esperma de salmoén
sonicado y desnaturalizado), a la que se afiadié la sonda desnaturalizada por calor
(10 minutos a 100°C) y enfriada rapidamente en hielo.
Las condiciones de lavado fueron: un primer lavado con una solucién 2x SSC con
0,1 % de SDS a temperatura ambiente durante 1-2 minutos para eliminar el
exceso de radiactividad, un segundo lavado de 20 minutos a 65°C con esa misma
solucion, un tercer lavado de 20 minutos a 65°C con una solucion 1x SSC con 0,1
% de SDS y un cuarto lavado de 20 minutos a 65°C con una solucién 0,5x SSC
con 0,1 % de SDS. Tras este lavado se checaron las membranas con un contador
Geiger para valorar la conveniencia de aplicar un ultimo lavado de 20 minutos a
65°C con una solucién 0,1x SSC con 0,1 % de SDS. Seguidamente, las
membranas se pusieron en contacto con peliculas Kodak® BioMaxTM MS Film
(alta sensibilidad) y se dejaron exponiendo a -70°C. En algunos casos las
membranas se expusieron a pantallas Phosphorimager BAS-MP2040 (Fuijifilm)
que fueron escaneadas en el lector Molecular Imager FX (BioRad).
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11.1 Marcado de fragmentos de DNA.

El DNA que se utiliz6 como sonda en los experimentos de hibridacion tipo
Southern y se marcé mediante la introduccién del nucleétido dCTP marcado con
fosforo-32 (3?P) en la posicion a (Easytides® Deoxycitydine 5 -Triphosphate, [a-
32P], Perkin Elmer) (Feinberg y Vogelstein, 1983). El marcado se realiz6 con el kit
Ready-To-GoTM DNA Labelling Beads (-dCTP) (Amersham), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Para detener la reaccion de marcado se afiadieron 50 ul de agua bidestilada a la
reaccion. A continuacion se pasO toda la solucion por una columna de
SephadexTM G-50 Fine DNA Grade (Amersham Pharmacia), centrifugando
durante 3 minutos a 2.000 r.p.m. para eliminar los nucleétidos no incorporados,

gue quedan retenidos en la columna.
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12. Resultados
12.1 Identificacion de las proteinas Arf en M. circinelloides

Actualmente, se encuentra disponible la informacion correspondiente a la
secuencia del genoma de M. circinelloides, lo que supone una importante ventaja
metodoldgica, esto debido a que los analisis bioinformaticos son herramientas
valiosas en identificacion de secuencias, andlisis filogenéticos, modelado
molecular y estudio de compuestos hipotéticos (Vedani y Smiesko, 2009).
Mediante el uso de herramientas bioinformaticas como alineamientos tipo BLAST,
y reconocimiento de dominios conservados se identificaron distintas secuencias
con cierta identidad a proteinas Arf en M. circinelloides cuando fue usado como
sonda a ARF1 de S. cerevisiae Se identificaron en M. circinelloides 23 secuencias
(Tabla 5), que mostraron desde un 25% de identidad o mas con las proteinas ARF

de S. cerevisiae y ArfB de A. nidulans.

12.2 Alineamiento de las probables proteinas Arf de M. circinelloides

Aunado al primer criterio de inclusién anteriormente mencionado y con la
finalidad de determinar los motivos y dominios caracteristicos de las proteinas Arf
en las 23 secuencias de aminoacidos seleccionadas previamente de M.
circinelloides, se realiz6 un alineamiento de las dichas secuencias encontradas y
fueron comparadas con las secuencias de aminoacidos ARF1-3 de S. cerevisiae,
ArfB de A. nidulans y ARF6 de humano, con este criterio se encontraron seis
secuencias en M. circinelloides que presentan los dominios caracteristicos de
proteinas Arf (Figura 5). EI motivo MGXXXS en el extremo amino terminal y la
presencia de la glicina en la segunda posicion, la cual es el sitio candnico de
miristilacién predicho para todas las proteinas Arf descritas hasta la fecha. El peso
molecular predicho es alrededor de 20 kDa de cada una de las 6 supuestas
proteinas Arf de M. circinelloides, ademas de encontrarse regiones consenso que
estan involucradas en union al nucleétido de guanina, los sitios de interaccién con
proteinas tipo GEF y GAP, ademas de la presencia de una region central, comuin

en las proteinas Arf conocidas TVWDVGGQD (Vaughan y col. 1990), nos sugieren
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gue estas 6 proteinas de M. circinelloides posiblemente pertenecen a proteinas
tipo Arf.
Tabla 5. Identificacion en M. circinelloides de proteinas con cierta identidad a

proteinas Arf ya descritas.

PROTEINA (Numero Numero de P.M. ScARF1 ScARF3 AnArfB
de D) aminoécidos (KDa) (CAA98769) (CAA99291) (AN5020)
Mc(157293) 181 20.7 80.9 57.1 63.7
Mc(156501) 181 20.7 78.7 55.9 63.1
Mc (155350) 188 21.3 62 62.7 74.9
Mc (32250) 184 21 60.7 61.6 73
Mc(155647) 201 22.8 59.4 49.2 55.3
Mc(112008) 180 20.1 50.3 48.3 44.5
Mc(109853) 185 20.8 38.4 43.8 32.8
Mc(153030) 183 20.7 36 34.9 34.1
Mc(154740) 187 21.2 34.9 32.9 32.7
Mc(155041) 206 22.9 34.1 24.4 27.7
Mc(49041) 198 22.4 30.8 335 37.1
Mc(155352) 234 25.4 30.8 27.6 26.3
Mc(10955) 168 19.5 29.2 27.4 23.9
Mc(156831) 168 19.2 29.2 24.6 23.9
Mc(150775) 205 22.9 28.9 32.2 24
Mc(176169) 210 23.7 28.8 36.7 26.7
Mc(45435) 203 22.6 28.2 25.2 28
Mc(184378) 210 235 25.7 27.6 22.5
Mc(156855) 210 235 25.7 25 22.5
Mc(154773) 356 40.9 24.6 29.3 27.9
Mc(142505) 352 40.7 22.3 25.3 24
Mc(154655) 320 40 28 29.2 26.9
Mc(32511) 357 415 26.3 26.3 27.9

Se representan numeros de acceso, numero de aminoécidos, Peso Molecular (P.M.) y
porcentajes de identidad de las secuencias identificadas en el genoma de M. circinelloides
como probables Arf, respecto a las proteinas ARF1 y ARF3 de S. cerevisiae y ArfB de A.

nidulans.
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Figura 5. Alineamiento de las probables proteinas Arf de M. circinelloides. Las
secuencias 23 secuencias de aminoacidos previamente identificadas en M. circinelloides
fueron alineadas mediante Clustal, se incluyeron a manera de comparacion, las
secuencias de las proteinas ARF1-3 de S. cerevisiae y ArfA, ArlA y ArfB de A. nidulans.
Se muestran con las letras MS el sito de miristilacion resaltando el residuo de Gli-2 con
una estrella, susceptible de ADP-ribosilacién por la toxina célera (Freissmuth y Gilman,
1989). Ademas los dominios de union a guanina se muestran en triangulos, en barras en
color rojo regiones de interaccion con proteinas GEF, en barras de color negras regiones
de interaccion con efectores, en barras de color amarillas regiones de interaccion con
proteinas GEF, y en barra de color azul la region consenso en las proteinas Arf
conocidas TVWDVGGQD.
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12.3 Probables proteinas Arf en M. circinelloides

Fueron identificados seis genes que codifican para probables proteinas Arf
en M. circinelloides (arfl-arf6). Estos genes presentan una cantidad y distribucion
de exones e intrones diferente, lo que indica que se tratan de genes distintos, la
Unica excepcion es arfl y arf2 que muestran sus orf un tamafo, numero y
distribucion de exones e intrones similar, (Figura 6). Las distintas secuencias Arf
identificadas en M. circinelloides fueron empleadas como sondas para una
busqueda de secuencias de proteinas Arf en hongos depositadas en la base de
datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Para lo cual se utilizé la herramienta
Blastp (Altschul y col., 1997), con =10 empleando la base de datos de
proteinas no redundantes (Non-redundant protein sequences nr) y se restringio la
bldsqueda al tipo de organismo deseado (hongos), usando la matriz BLOSUM62
(Henikoff y Henikoff, 1993) se generd una tabla representativa de cada phylum
(Tabla 6). Encontrado de 3 a 7 proteinas probables Arf en ascomicotas, de 4 a 7

miembros en basidiomicotas y de 5 a 7 miembros en zigomicotas.

Tanto el alineamiento, como el andlisis de dominios y motivos de las proteinas Arf,
nos indica que las proteinas identificadas en Mucor circinelloides (Arfl-Arf6)
cuentan con los elementos que sugieren que se tratan de proteinas Arf (Figura 7).
Ademas es probable que algunos de los genes arf de M. circinelloides, puedan
ejercer funciones redundantes pues presentan porcentajes de identidad similares
como son los casos de las proteinas Arfl y Arf2 de M. circinelloides ademas de las
proteinas Arf3 y Arf4 (Tabla 7), por otra parte existen dos proteinas nombradas
como Arf5 y Arf6 de M. circinelloides donde la secuencia Arf5 mantiene un
porcentaje superior al 65% de identidad con las proteinas Arl miembros de la
familia Arf (Tabla 8).

12.4 Modelado tridimensional de proteinas Arf de M. circinelloides

Con la finalidad de verificar la estructura tridimensional hipotética de las
proteinas Arf identificadas en M. circinelloides como parte del criterio de

identificacion de las proteinas, se realiz6 la comparacién de las estructuras
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cristalinas predichas para las proteinas Arf de M. circinelloides en relacién a ARF1
de S. cerevisiae, la cual es una estructura cristalina ya determinada (Click y col.
2002). Se empled el programa SWISS MODEL. Observando la orientacion y
presencia de estructuras terciarias caracteristicas, las cuales consisten en laminas
B y hélices a muy similares a la proteina ARF1 de S. cerevisiae, y la presencia de
dominios caracteristicos de las proteinas hipotéticas de M. circinelloides se

sugiere que efectivamente se tratan de proteinas Arf (Figura 8).

~ Tamafio

Nombre (ID secuencia) Ta(r;s;o (|'l/||:\)/;\;) dle
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Figura 6. Regiones exonicas, intronicas en secuencias probables Arf de Mucor
circinelloides. Se muestran los esquemas correspondientes a los seis genes (arfl-arf6)
gue codifican para proteinas Arf en Mucor circinelloides. En paréntesis se muestra el
namero de acceso del gen, se muestra a la derecha el nimero de pares de bases
correspondientes al marco de lectura abierto, el peso molecular en kilodaltones y el
tamafio del amplicén producto de RT-PCR, y la distribucion de los exones en color rojo,
intrones en color amarillo, oligonucledtidos utilizados en ensayo de RT-qPCR en puntas
de flecha color azul y sondas en cuadros color verde. Los marcos de lectura abiertos no

estan representados a escala.
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Tabla 6. Probables proteinas ARF identificadas en hongos.

Organismo Phylum Numero

Arthroderma otae Ascomicota 7
Aspergillus nidulans Ascomicota 6
Botrytis cinerea Ascomicota 5
Candida albicans Ascomicota 7
Fusarium oxysporum f. sp. cubense race | Ascomicota 8
Saccharomyces cerevisiae Ascomicota 3
Schizosaccharomyces pombe Ascomicota 4
Cryptococcus neoformans var. | Basidiomicota 7
neoformans

Laccaria bicolor Basidiomicota 7
Rhizoctonia solani Basidiomicota 7
Trametes versicolor Basidiomicota 4
Ustilago maydis Basidiomicota 6
Mucor circinelloides Zigomicota 6
Rhizopus oryzae Zigomicota 5
Phycomyces blakesleeanus Zigomicota 7
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Figura 7. Alineamiento de proteinas Arf de M. circinelloides. Fueron alineadas las seis
probables proteinas arf de M. circinelloides (Arf1-6) con ARF1y ARF3 de S. cerevisiae,
ARF1, ARF4 y ARF6 de humano y ArfA y ArfB de A. nidulans. Se muestran en recuadros
en rojo los motivos de union a nucleotidos de guanina G1-G5, las regiones consenso
gue presentan G1 (GLDXAGKT); G2 (PT); G3 (WDXGGQ); G4 (ANKQD) y G5
(WXXXXXAT) en barra de color azul la region consenso en las proteinas Arf conocidas
(Vaughan y col. 1990, Lee y col. 2008).
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Figura 8. Estructuras tridimensionales predichas para las proteinas Arf
identificadas en M. circinelloides. A. Estructura de ARF1 (S. cerevisiae NP_010089) de
Saccharomyces cerevisiae determinada previamente por cristalografia (Click y col. 2002).
B. Se muestran las estructuras predichas para las proteinas Arf identificadas en M.
circinelloides (Arf1-Arf6); la determinacion fue hecha en el programa SWISS Model
(Arnold y col. 2006).
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Tabla 7. Identidades de las probables proteinas Arf de M. circinelloides

Proteinas Arf % IDENTIDAD
Nombre | NUmerode o\ wpay [pr |aft |arf2 |Arf3 |Arfa A5 |Arfe
Aminoacidos
Arfl 181 206.93 639 |100 |955 |66.3 |66.3 |60.7 |526
Arf2 181 206.74 615 |955 |100 |656 |652 |61.8 |51.4
Arf3 188 213.39 898 663 |656 |100 |88.8 |551 |48.6
Arf4 184 20951 898 |88.8 |652 |88.8 |100 |522 |49.7
Arf5 201 22839 570 |60.7 |61.8 |554 |522 |100 |56.3
Arf6 180 201.09 612 |526 |51.4 |486 497 |56.3 |100

Tabla 8. Identidad entre las proteinas Arf de M. circinelloides con proteinas

Arfy Arl caracterizadas.

Proteinas Arf % IDENTIDAD
Nombre ScARF1 | SCARF3 | AnArfB | HSARF6 |ScCARL1| AnArl
Arfl 80.9 57.1 63.7 70.9 56.4 57.3
Arf2 78.7 55.9 63.1 71.3 58 57.3
Arf3 62 62.7 74.9 78.3 53.6 51.7
Arf4 60.7 61.6 73 80 52.5 51.4
Arf5 594 49.2 55.3 53.6 73.1 65.2
Arfé 50.3 48.3 445 47 54.9 56.3

Se representan las proteinas ARF1, ARF3 y ARL1 de S. cerevisiae (Sc), las proteinas

ArfB y Arl de A. nidulans (An) y las proteinas ARF6 y ARL de Homo sapiens (Hs).

13. Analisis de expresion de los genes arf en M. circinelloides

Se disefiaron los oligonucledtidos y sondas (Sonda de Hidrolisis) para la
cuantificacion de los niveles de transcrito de cada gen arf de M. circinelloides
(Figura 6). Se evalu¢ la estabilidad de expresion de las sondas correspondientes
a los genes de interés y se us6é como gen normalizador mctfc-1, el cual fue
estudiado previamente en el grupo de trabajo demostrando su expresion
constitutiva durante el dimorfismo de M. circinelloides (Valle-Maldonado y col.
2015).
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13.1 Determinacion de eficiencias de amplificacion de las sondas arf de
M. circinelloides utilizadas en el ensayo de RT-qPCR

Se calcularon las eficiencias de amplificacion para el gen normalizador y los
genes que codifican para proteinas Arf, ya que en los célculos de los niveles de
expresion se toma en cuenta la correccion de eficiencias de amplificacion en la
férmula matematica (Pfaffl, 2001). Se ejemplifica con el gen mctfc-1 la obtencion
de la pendiente de la curva estandar, que es un valor requerido para el calculo de
la eficiencia de amplificacion, como se explica en Materiales y Métodos (Figura 9,
Tabla 9), se muestran los porcentajes de eficiencia de las sondas de los genes arf
los cuales son superiores al 80% en todos los casos, indicando que son validas

para los posteriores estudios.

13.2 Expresiéon de los genes que codifican a proteinas Arf en M.
circinelloides durante el dimorfismo

Se analizaron los niveles de transcrito de los genes que codifican para
proteinas Arf durante el dimorfismo en M. circinelloides mediante ensayos de RT-
PCR en tiempo real en las siguientes condiciones morfoldgicas: esporas, 3, 6 y 12
horas para crecimiento micelial y levaduriforme (ver Materiales y Métodos) en
donde se registraron los valores de Cqg correspondientes a los diferentes genes arf
(arfl-arf6), en M. circinelloides. Posteriormente, se compararon los diferentes Cq
mediante la formula del A-Ct (Livak y Schmittgen, 2001) con correccién de las
eficiencias de amplificacion (Pfaffl, 2001), y a mctfc-1 como normalizador, se
genero el grafico de expresion de los genes arf de M. circinelloides como se
observa en la Figura 10. Donde se puede observar que la expresion de los genes

arf se lleva a cabo en todos los estadios de desarrollo.
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Tabla 9. Porcentajes de eficiencia para los genes arf de M. circinelloides y el

gen normalizador tfc-1

Gen Eficiencia (%)
arfl 98.15
arf2 93.87
arf3 96.49
arf4 100
arfs 85.05
arfé 96.45
tfc-1* 91
A rl
CURVAS DE AMPLIFIGAZION
I
E 13m
g
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Logariimo de la concentracion de RNA

Figura 9. Distribucién de Cq para diferentes concentraciones de RNA total para
mctfc-1. A. Curvas de amplificacion de RT-gPCR, se emplearon como templados
concentraciones de RNA total de 500, 50, 5, 0.5 y 0.05 ng. B. Grafica con escala
logaritmica donde el punto 5 es para la concentraciéon de 500 ng es, el punto 4 para 50 ng

y asi sucesivamente, mostrando linea de tendencia con su pendiente y R2.
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Figura 10. Analisis de expresion de los genes arf durante el dimorfismo de M.
circinelloides. Se midieron los niveles de transcrito de los genes arfl-arf6 de M.
circinelloides durante el dimorfismo mediante RT-gPCR. Los estadios morfol6gicos
estudiados fueron: 1.Esporas, 2,3 y 4. Crecimiento en aerobiosis (3, 6 y 12 horas), 5, 6y
7. Crecimiento en anaerobiosis (3, 6 y 12 horas). Los niveles de transcrito estan en
relacion al gen normalizador tfc-1. Se llevaron a cabo tres ensayos independientes, las
barras corresponden al error estandar. Las diferencias estadisticamente significativas se
muestran con letras. Analisis ANOVA, prueba de Fisher, p<0.05.

Cabe destacar que se observd un nivel de expresion mayor para arf5 en
practicamente todos los estadios respecto al resto de los genes arf. Algunos genes
son expresados mayormente en el crecimiento micelial como son los genes arf3 y
arf5, mientras que los niveles de transcrito del gen arf2 se acumula en el estadio
levaduriforme. Sin embargo los genes arfl, arf4 y arf6 parecen no ser modulados
durante el proceso dimorfico, todo lo anterior nos permitié elegir como primer
candidato a interrumpir al gen arf5, debido a que los niveles de RNAmM de este gen
fueron 12 veces mayor en la condicién de micelio de 12 horas con respecto a la
expresion en espora del gen arfl, quien presenta la menor expresion en esta
condicion. Por otro parte, fue de nuestro interés llevar a cabo la delecion de los
genes arf3 y arf4 para demostrar su participacion en el dimorfismo de M.

circinelloides ya sus productos presentaron un porcentaje alrededor de un 75% de
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identidad con la proteina ArfB de A. nidulans. ArfB presentaba una funcion sobre
el crecimiento polarizado, ademas sus secuencias de aminoacidos esta
estrechamente relacionada con ARF3 de S. cerevisiae como se puede apreciar en

el dendograma (Figura 11).

A B

— MeAf3
e
WT Aspergillus nidulans ArfB- — oA
| A
T — MeAft
Lllcﬁn‘Z
[ScA'h
ScAR2
MeAdS
MeAS

389 T T T T T T T 1

) ¥F N B N 15 10 5 0

Leey col. (2008) Eucaryotic Cell 7:1278-1288 Amino Acid Substitutions (x 100}

Mc: Mucor circinelioides
An: Aspergillus nidulans
Sc: Saccharomyces cerevisiae

Figura 11. Esquema de participacion del gen ArfB en el crecimiento polarizado de
A. nidulans y dendograma de los genes arf en M. circinelloides. A Se muestra el
efecto de la mutaciéon del gen ArfB en el crecimiento polarizado de A. nidulans. B
Dendograma de las probables secuencias de proteinas Arf de M, circinelloides
comparadas con las proteinas caracterizadas ARF1, ARF2 y ARF3 de S. cerevisiae y
ArfB de A. nidulans.

13.3 Deleciéon de los genes que codifican a proteinas Arf3-5 en M.
circinelloides mediante recombinacién homologa

Con la finalidad de determinar la participacién de los genes arf en el
dimorfismo de M. circinelloides se llevé a cabo la delecién de los genes arf3-5,
mediante eventos de doble recombinacion homéloga. Para lo cual se usé la
insercion del gen de seleccion pyrG (codifica para la enzima orotidina-5-fosfato
descarboxilasa, necesaria para la sintesis de uracilo), el cual restaura la auxotrofia
a uracilo de la cepa parental MU402.

Para llevar a cabo dicho proceso, se adicionaron regiones flanqueantes al
marcador de seleccion de aproximadamente 1 kb, que corresponden a las

regiones 5’y 3'UTR del gen de interés. Con lo cual se pretende eliminar todo el
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ORF (Marco de Lectura Abierto) del gen de interés, generando una mutante en el

gen arf y prototrofa a uracilo (Figura 12).

FRAGMENTO DE RECOMBINACION (5836 pb)

5UTR 1 kb 1kb 3UTR
pyrG (3380pb)

Genoma de M. circinelloides MU402 fPYrG leuA-)

l

Genoma de mutante arf5A (arfs ,leuA- ,pyrGﬂ

/\/\/\ 5UTR 3UTR /\/\/\/\
pyrG (3380pb) =

Figura 12. Esquema del evento de doble recombinacion homdloga para realizar la
delecion de los genes arf. Se muestran las regiones 5° y 3'UTR (Regiones no
traducidas) del gen arf que flanquean al marcador de seleccién el gen pyrG de 3.4 kb
aproximadamente, las cuales permiten el evento de recombinacién usando la cepa
MU402 (pyrG’ y leuA’) de M. circinelloides, lo cual permite restaurar la auxotrofia a uracilo
y la delecion del gen arf.

13.3.1 Construccion de plasmidos de recombinacién en la generacién de
mutantes en los genes arf en M. circinelloides.

Para llevar a cabo la construcciébn del fragmento de recombinacion, se
procedio a amplificar mediante PCR, un fragmento de DNA que comprende 1 kb
rio arriba y rio abajo del codén de inicio y terminacion de la traduccion,
respectivamente de los genes arf3, 4y 5.

Se llevo a cabo una PCR utilizando los oligonucle6tidos nombrados como
FW-ARF3 y RV-ARF3 los cuales amplifican un producto que tiene un tamafio
aproximado para el gen arf3 de 2.9 kb, para amplificar el gen arf4 se utilizaron los
oligonucled6tidos nombrados como Sacl-FW-ARF4 Y Xbal-RV-ARF4 para generar
una banda de tamafo de 2.7 kb y para amplificar el gen arf5 se utilizaron los
oligonucledtidos nombrados como FW-SMAI-ARF5 Y RV-ECORI-ARF5 para
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generar una banda de tamafio de 2.9 kb, todos fueron clonados en el vector
pUC18. Los plasmidos resultantes fueron nombrados como pMAT1573 (arf3)
cortado con las enzimas EcoRIl y Pstl obteniendo dos bandas de 4.3 y 0.9 kb
(Figura 13), pMAT1574 (arf4) cortado con la enzima Pstl generando dos bandas
de 4 y 1.2 Kb aproximadamente (Figura 14) y pMAT1575 (arf5), cortado con la
enzima Sphl generando dos bandas de 3.9 y 1.6 Kb aproximadamente (Figura
15).

Posteriormente se realizo la amplificacion mediante PCR de las regiones 5°
y 3" exceptuando el marco de lectura de los genes arf3-5, para el caso del gen
arf3 se utilizaron los oligonucleétidos Bglll-FWD-ARF3 y Bglll-REV-ARF3 que
amplifican todo este vector generando un fragmento de aproximadamente de 4.7
kb. Por otra parte el marcador de seleccion pyrG fue obtenido a partir del
plasmido pEPM1 mediante restriccion enzimatica con BamHI, generando un
fragmento de 3.4 kb aproximadamente (Figura 16).

Se llevé acabo la ligacién del fragmento que contiene las regiones 5" y 3’
UTR del gen arf3 con los sitios Bglll con el gen pyrG, la construccion fue
corroborada por andlisis de restriccion con enzimas Sphl y Sacl obteniendo dos
bandas de 5.5 y 2.7 kb aproximadamente que corresponden al vector esperado
PMAT1576. Se us6 solamente el fragmento de recombinacién de 5.5 kb para la
transformacion de M. circinelloides (Figura 17).

Respecto al gen arf4, se amplifico las regiones 5 y 3" UTR con los
oligonucledtidos BamHI-FWD-ARF4 y BamHI-REV-ARF4 para obtener un
fragmento de 4.7 kb, se llevo a cabo la ligacion de este fragmento que contiene del
gen arf4 con el gen pyrG, en el sitio de restriccion Bglll del vector pMAT1577, la
construccion fue corroborada por analisis de restriccién con enzimas Sphl y Sacl
obteniendo dos bandas de 5.5 y 2.7 kb aproximadamente que corresponden al
vector esperado, dichas bandas fueron observadas en gel de agarosa. Se uso
solamente el fragmento de recombinacion de 5.5 kb para la transformacion de M.
circinelloides (Figura 18).

En cuanto al gen arf5, se amplifico las regiones 5 y 3" UTR con los
oligonucleotidos FW-BGLII-ARF5 y RV-BGLII-ARF5 para obtener un fragmento de
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4.8 kb, se llevé a cabo la ligacion de este fragmento que contiene del gen arf4 con
el gen pyrG, en el sitio de restriccion Bglll generando la construccion pMAT1578
que porta las regiones 5’y 3’'UTR del gen arf5 flanqueando al gen pyrG el cual se
corroboro mediante analisis de restriccion con las enzimas EcoRI y Smal
generando dos bandas de 5.5y 2.7 kb, también se usé solamente el fragmento de
recombinacion de 5.5 kb para la transformacion de M. circinelloides (Figura 19).
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Figura 13. Amplificacion por PCRy clonacién del gen arf3 de M. circinelloides. A.
Se muestra el esquema del gen arf3 con las regiones 5 y 3'UTR (Regiones no
traducidas) de 1 kb a usar en los experimentos de transformacion, B. Se amplificd
mediante PCR y se corroboré en gel de agarosa el tamafio de la banda de 2.9 kb
aproximadamente correspondiente al gen arf3 y sus UTRs (gel izquierda), la cual fue
clonada en el vector pUC18 C. El vector pMAT1573 generado se corroboro mediante
analisis de restriccion con las enzimas EcoRIl y Pstl (gel de la derecha) generando dos

bandas de 4.3 y 0.9 aproximadamente.

73



A
Producto de amplificacion (2669 pb)

D 5UTR 14 "—wu 15 3'UTR &
B C

PMAT1574
kb M (Pst)

kb M mcarfd
10~

Figura 14. Amplificaciéon por PCRy clonacién del gen arf4 de M. circinelloides. A.
Se muestra el esquema del gen arf5 con las regiones 5" y 3'UTR (Regiones no
traducidas) de 1 kb a usar en los experimentos de transformacion, B. Se amplificd
mediante PCR y se corrobor6 en gel de agarosa el tamafio de la banda de 2.7 kb
aproximadamente correspondiente al gen arf3 y sus UTRs (gel izquierda), la cual fue
clonada en el vector pUC18. C. El vector pMAT1573 generado se corroboro mediante
analisis de restriccion con las enzimas Pstl (gel de la derecha) generando dos bandas de
4y 1.2 kb aproximadamente.
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Figura 15. Amplificacion por PCR clonacidon del gen arf5 de M. circinelloides. A.

~1.6

Se muestra el esquema del gen arf5 con las regiones 5 y 3'UTR (Regiones no
traducidas) de 1 kb a usar en los experimentos de transformacion, B. Se amplificd
mediante PCR y se corrobor6é en gel de agarosa el tamafio de la banda de 2.9 kb
aproximadamente correspondiente al gen arf5 y sus UTRs (gel izquierda), la cual fue
clonada en el vector pUC18. C. El vector pMAT1573 generado se corroboro mediante
analisis de restriccion con las enzimas Sphl (gel de la derecha) generando dos bandas de

3.9y 1.6 aproximadamente.
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kb M pMAT1573 » kb M pyrG

pPMAT1573
5281 bp

Figura 16. Esquema de amplificacion de las regiones 5y 3'UTR del plasmido
PMAT1573 y obtencion del gen pyrG. A. Se muestra el producto de amplificacion de
PCR conteniendo las regiones 5" y 3'UTR exceptuando el marco de lectura de arf3 con
los oligonucleédtidos sefialados por las flechas en color verde, a los cuales se les
adicionaron sitios Bglll, generando un fragmento aproximado de 4.7 kb, el cual fue
visualizado en gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio (gel de la izquierda) B. El
marcador de seleccion pyrG fue obtenido a partir del plasmido pEPM1 mediante
restriccion enzimatica con la enzima BamHI, generando un fragmento de 3.4
aproximadamente, el cual fue purificado y su tamafio fue visualizado en gel de agarosa
(gel de la derecha). Las bandas de 4.7 kb y el marcador de seleccion pyrG de 3.4 kb,
fueron puestas a ligar mediante el uso de T4 DNA ligasa.
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Figura 17. Construccion del vector pMAT1576 que porta el fragmento de
recombinacion del gen arf3. A. Se muestra la construccion del plasmido que porta las
regiones 5° y 3 UTR del gen arf3 flanqueando al marcador de seleccion pyrG,
denominado pMAT1576, la construccion fue corroborada por andlisis de restriccion con
las enzimas Sphl y Sacl obteniendo dos bandas de tamafio aproximado de 5.5y 2.7 kb
correspondientes al vector esperado, dichas bandas fueron observadas en gel de
agarosa, B. Se observa el esquema del fragmento de recombinacion de 5.5 kb utilizado

para la transformacién de M. circinelloides.
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kb M pMAT1577
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Figura 18. Construccién del vector pMAT1577 que porta el fragmento de
recombinacién del gen arf4. A. Se muestra la construccion del plasmido que porta las
regiones 5-3° UTR del gen arf4 obtenidas del vector pMAT1574 mediante PCR y
corroborado su tamafio en gel de agarosa de 4.7 kb B. Flanqueando al marcador de
seleccion pyrG, el plasmido generado fue pMAT1577, se corroboro por andlisis de
restriccion con enzimas Xbal y Sacl obteniendo dos bandas de 54 y 2.6 kb
aproximadamente que corresponden al vector esperado, dichas bandas fueron
observadas en gel de agarosa, C. Se observa el esquema del fragmento de

recombinacion de 5.4 kb utilizado para la transformacion de M. circinelloides.
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Figura 19. Construccion del vector que porta el fragmento de recombinacion arf5.
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A. Se muestra la construccion que porta las regiones 5-3° UTR del gen arf5 obtenidas
del vector pMAT1575 mediante PCRB. Flanqueando al marcador de seleccion pyrG
generando la construccibn pMAT1578, el vector fue corroborado por andlisis de
restriccion con enzimas EcoRI y Smal obteniendo dos bandas de 55 y 2.7 kb
aproximadamente que corresponden al vector esperado, dichas bandas fueron
observadas en gel de agarosa C. Se observa el esquema del fragmento de recombinacion

de 5.5 kb utilizado para la transformacién de M. circinelloides.

13.3.2 Confirmacion molecular de mutantes en los genes arf en M.

circinelloides

Después de la transformaciéon de la cepa MU402 con los fragmentos para la
delecién de los genes arf y seleccidén de las transformantes con los porcentajes
mas altos de esporas Ura+ se procedi6 a su analisis con la finalidad de corroborar
la delecién de los genes arf en M. circinelloides, se realizaron los ensayos de
amplificacion por PCR, Southern Blot y RT-PCR, para lo cual fue necesario la
extraccion de DNA y RNA.

Para el caso de la confirmacion del gen arf3 mediante amplificacion por PCR
se espera un tamafio de la banda de amplificacion por PCR usando los
oligonucledtidos FW-ARF3 y RV-ARF3 de aproximadamente 2.9 kb
correspondiente al gen de tipo silvestre; por otra parte la delecién del gen arf3 se

detectd por la presencia de una banda de 5.5 kb. El resultado mostréo que las
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clonas analizadas poseian Unicamente la banda de tipo mutante, indicando una
mutante homocarionte en el gen arf3 (Figura 20).

Con la finalidad de comprobar que se haya llevado un Unico evento de
recombinacién homadloga en el genoma de M. circinelloides, en las dos mutantes
independientes generadas para el gen arf3 para lo cual se llevd a cabo el ensayo
de Southern Blot, utilizando DNA gendmico y mediante la restriccion enzimatica
con la enzima Nsil , se observé la banda de tipo silvestre de 4.1 kb para la cepa
MU402, mientras que para las dos mutantes independientes se observo la banda
de tipo mutante es 7 kb, indicando que las dos mutantes independientes tienes
una unica banda de tipo mutante, sugiriendo que se llevé a cabo un Unico evento
de recombinacion (Figura 21). Se determin6 la expresion del gen arf3 en la
mutante en dicho gen, mediante el ensayo de RT-PCR, con el uso de los
oligonucledtidos utilizados para el ensayo de RT-gPCR del gen arf3, donde se
observd que no hay expresion del gen arf3 en la mutante con respecto a la cepa
parental MU402 con un fragmento de 70 pb (Figura 22).

El evento de delecion también fue corroborado para el gen arf4, se observd
mediante amplificacion por PCR con los oligonucleétidos FW-INT-ARF4 y RV-INT-
ARF4 un fragmento de 2.7 kb para el gen silvestre; mientras que se observl un
fragmento de amplificacion del gen mutante arf4 una banda de 5.4 kb. Se
analizaron tres clonas independientes para la seleccion de la mutante arf4, siendo
en el caso de las tres mutantes independientes la banda de tipo mutante de 5.4 Kb
(Figura 23). Indicando una mutante homocarionte en el gen arf4.

Con la finalidad de comprobar que se haya llevado un Unico evento de
recombinacién homologa en el genoma de M. circinelloides, en las tres mutantes
independientes generadas para el gen arf4, para lo cual se llevé a cabo el ensayo
de Southern Blot, utilizando DNA gendmico y mediante restriccidon enzimatica con
la enzima Clal , se observé dos bandas enla en la cepa de tipo silvestre MU402
de 2.6 y 2.4 kb, mientras que se observo dos bandas de tipo mutante es 5.2y 2.4
kb, se puede observar que las tres mutantes independientes tienen las banda de
tipo mutante, lo cual indica que se llevo a cabo un Unico evento de recombinacion

(Figura 24). Se determiné la expresiéon del gen arf4 en la mutante en dicho gen,
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mediante el ensayo de RT-PCR, con el uso de los oligonucledtidos utilizados para
el ensayo de RT-qPCR del gen arf4, donde se observé que no hay expresion del
gen arf4 en la mutante con respecto a la cepa parental MU402 con un fragmento
de 70 pb (Figura 25).

Finalmente, se corroboro el evento de delecion del gen arf5, donde se
esperaba una banda de amplificacién mediante PCR con los oligonucleétidos FW-
INT-ARF5 y RV-INT-ARF5 en el caso del gen silvestre una banda de 3 kb y un
fragmento de amplificacion de 5.7 kb para el gen mutante arf5. Se analizaron dos
mutantes independientes de arf5, ambas clonas mostraron bandas
correspondientes tanto para el gen silvestre y el gen mutante de 5.7 kb indicando
qgue el gen arf5 es esencial para la viabilidad de M. circinelloides ya que solo fue
posible generar mutantes heterocariontes (celulas con ndcleos silvestres vy
mutantes), no se realizé el ensayo de Southern Blot y ensayo de RT-PCR para

este caso particular de la mutante arf5 (Figura 26).
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Figura 20. Confirmacion molecular mediante PCR de la mutante arf3 de M.
circinelloides. A. Se muestra el esquema de amplificacion de PCR correspondientes al
gen arf3 silvestre de 2.9 kb y un fragmento de amplificacion de 5.5 kb indicando la
mutacion de arf3, B. Gel de agarosa al 1% M: marcador de tamafio plus DNA ladder
MU402: DNA gendmico de la cepa silvestre; C/N: control negativo utilizando agua y se
analizaron dos mutantes independientes de arf3, ambas muestran la banda de tipo
mutante de 5.5 Kb.
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Figura 21. Confirmacién molecular mediante Southern Blot de la mutante arf3 de
M. circinelloides. A. Se muestra el esquema de la restriccién del DNA gendémico con las
enzimas Nsil, esperando una banda para el gen arf3 de tipo silvestre de 4.1 kb y una
banda de 7 kb indicando la recombinacion del gen en el locus arf3, se us6 como sonda
un fragmento de cuantas pares de 953 pb B. Se muestra el autoradiograma del Southern
Blot M: marcador de tamafio plus DNA ladder; MU402: DNA genbémico de la cepa
silvestre; se analizaron dos mutantes independientes de arf3, ambas mutantes muestran

una Unica banda de tipo mutante de 7 Kb.
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Figura 22. Confirmacion molecular mediante RT-PCR de la mutante arf3 de M.
circinelloides. A. Se muestra el gel de agarosa al 1% M: marcador de tamafio plus DNA
ladder, MU402: DNA genomico de la cepa silvestre con una banda de 70 pb; C/N: control
negativo utilizando agua y se analiz6 la mutante arf3 la cual no presenta la banda de

amplificacion.
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Figura 23. Confirmacion molecular mediante PCR de la mutante arf4 de M.
circinelloides. A. Se muestra el esquema de la amplificacion mediante PCR
correspondientes al gen arf4 silvestre de 2.7 kb y un fragmento de amplificacion de 5.4 kb
indicando la mutacién de arf4, B. Gel de agarosa al 1% M: marcador de tamafio plus
DNA ladder MU402: DNA gendmico de la cepa silvestre; C/N: control negativo utilizando
agua y se analizaron dos mutantes independientes de arf4, ambas muestran la banda de

tipo mutante de 5.4 Kb.
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Figura 24. Confirmacion molecular mediante Southern Blot de la mutante arf4 de
M. circinelloides. A. Se muestra el esquema de la restriccion del DNA con las enzimas
Clal del DNA gendmico, esperando dos bandas de 2.4 y 2.6 kb para el gen arf4 silvestre
y dos bandas de 5.2 y 2.4 kb indicando el evento de recombinacion en el gen arf4. Se
us6 como sonda un fragmento de cuantas pares de 926 pb B. Se muestra el
autoradiograma del Southern Blot para las mutantes arf4 M: marcador de tamafio plus
DNA ladder MU402: DNA genbmico de la cepa silvestre; se analizaron tres mutantes

independientes de arf4, ambas muestran las bandas de tipo mutante de 5.2y 2.4 Kb.

Figura 25. Confirmacion molecular mediante RT-PCR de la mutante arf4 de M.
circinelloides. A. Se muestra el gel de agarosa al 1% M: marcador de tamafio plus DNA
ladder, MU402: DNA gendmico de la cepa silvestre con una banda de 70 pb; C/N: control
negativo utilizando agua y se analiz6 la mutante arf4 la cual no presenta la banda de

amplificacion.
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Figura 26. Confirmacion molecular mediante PCR de la mutante arf5 de M.
circinelloides. A. Se muestra el esquema de la amplificacion mediante PCR
correspondientes a la presencia del gen arf5 silvestre de 3 kb y un fragmento de
amplificacion de 5.7 kb, indicando la mutacion de arf5, B. Gel de agarosa al 1% M:
marcador de tamafio plus DNA ladder MU402: DNA gendémico de la cepa silvestre; C/N:
control negativo utilizando agua y se analizaron dos mutantes independientes de arf5,
ambas muestran ambas bandas tanto de tipo silvestre como mutante de 5.5

caracteristica de las cepas heterocariontes.
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14. Pruebas del efecto de la mutacion de los genes arf3-5 en el dimorfismo
de M. circinelloides

Se realizaron diversas pruebas para determinar el efecto de las mutaciones
tanto en la formacion de esporas, como el crecimiento micelial, levaduriforme,
transiciones micelio-levadura y levadura-micelio, asi como la morfologia de las

mutantes homocariontes (arf34y arf44)y la mutante heterocarionte (arf54).

14.1 Efecto de la mutacion de los genes arf en el crecimiento radial de M.
circinelloides

Con la finalidad de demostrar la participacion del crecimiento de M.
circinelloides, se llevé a cabo en primer lugar un ensayo de crecimiento radial,
para lo cual se inocularon en placas de medio YPG mas uracilo (200 ug/mL) 50
esporas por placa, midiendo su crecimiento a lo largo de 6 dias, donde se registro
el crecimiento del diametro de la colonia, se observaron una disminucion
significativa al 4° dia del crecimiento tanto para la cepa arf3A y arf5A, con un
diametro de 60 y 50 mm, respectivamente con respecto a la cepa parental MU402
gue mostro un didmetro de 74 mm de crecimiento, por otra parte no se observaron

cambios significativos para la mutante arf4A de M. circinelloides (Figura 27).

14.2 Efecto de la mutacién de los genes arf en la esporulacion de M.
circinelloides.

Con la finalidad de determinar si la disminucion en el crecimiento radial, era
dada por una afectacion en la esporulacion de las cepas, se realizdé en ensayo de
esporulacién inoculando en medio YPG mas uracilo, 100 esporas se inocularon
por placa. Se procedi6 a incubar por 6 dias, finalmente las esporas fueron
cosechadas y contadas. Se encontré que hay una disminucion significativa en la

produccion de esporas en las mutantes arf34 y arf44 de aproximadamente de
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5X10%cm? mientras que la mutante arf5 es de hasta diez veces menos con

respecto a la cepa parental MU402 con un promedio de 8X10%cm? (Figura 28).

14.3 Efecto de la mutacion de los genes arf
sobre el tamafio de las esporas.

Para determinar si la alteracion en los procesos de crecimiento radial y
esporulacion en las cepas mutantes arf eran un resultado en cambios en el
tamafo de la espora, se observo su morfologia al microscopio y se analizd su
tamafo mediante citometria de flujo, donde se tomo un grafico representativo de
cada ensayo. No hay diferencia entre el tamafio de la espora, de las cepas
mutante arf4A con respecto a la parental, pero si en las mutantes arf3A y arfbA
donde aproximadamente un 30% de las esporas presentan un menor tamafio
(Figura 29).
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Figura 27. Efecto de la mutacion de los genes arf3-5 de M. circinelloides sobre el
crecimiento radial. 50 esporas de las cepas ensayadas fueron inoculadas en el centro
de la placa en, medio YPG suplementado con uracilo (200 ug/mL), se incubaron a 28°C

en presencia de luz blanca. N=4, andlisis ANOVA, prueba de Bonferroni, p< 0.05.
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Figura 28. Efecto de la mutacion de los genes arf3-5 de M. circinelloides sobre la
esporulaciéon. Se inocularon 200 esporas en placas de medio YPG suplementado con
uracilo (200 ug/mL sélido), se incubaron a 28°C en presencia de luz blanca por 6 dias, al
final de este tiempo fueron cosechadas y contadas con cdmara de Neubauer, N=4,

andlisis ANOVA, prueba de Bonferroni, p< 0.05.
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Figura 29. Efecto de la mutacion de los genes arf3-5 de M. circinelloides sobre el
tamafio de las esporas. A. Se muestra la morfologia de esporas tomadas en microscopio
invertido con objetivo 40X, microscopio 6ptico Olimpus CKX41 barra de magnitud 20 um.
B. Ensayo de citometria de flujo de las esporas de las cepas MU402, mutantes arf3-5,

fueron contadas 20,000 celulas, citometro Accuri C6 Flow cytometer.
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14.4 Efecto de la mutacion de los genes
arf sobre la germinacion en aerdbiosis

Con la finalidad de observar el efecto de la mutacién de los genes arf sobre
la germinacion en aerobiosis, se realizé el ensayo de germinacion inoculando en
medio YPG liquido mas uracilo 500 mil esporas por ml. Se determind el
porcentaje de células que emitieron el tubo germinal a las 3 y 6 horas de
crecimiento, no se observan cambios significativos a las 3 horas entre las distintas
cepas , sin embargo a las 6 horas, la cepa mutante arf4A y arfSA presentan una

germinacion acelerada con respecto a la cepa parental MU402 (Figura 30).

14.5 Efecto de la mutacion de los genes
arf sobre el crecimiento en aerdbiosis.

Para determinar si la biomasa del micelio era afectado durante el crecimiento
en aerobiosis, se llevdé a cabo una curva de crecimiento en medio YPG liquido
suplementado con uracilo 200 ug/mL, inoculando 500,000 esporas /mL, la
biomasa fue cuantificada en gramos por cada 100 ml de medio, a los tiempos de
6, 12, 24 y 48 horas de crecimiento, se observo una disminucion significativa a
las 48 horas en la cepa mutante arf3A , concluyendo que la mutacion en arf3A

provoca un menor crecimiento en aerobiosis (Figura 31).

14.6 Efecto de la mutacion de los genes
arf3-5 sobre la germinacion en anaerobiosis.

Se determiné la germinacion levaduriforme en las mutantes, realizando el
ensayo en medio YPG liquido, se cuantifico el porcentaje de germinacion a las 3,
6 y 12 horas de germinacion, no se observaron diferencias significativas entre
ninguno de los tiempos medidos. Concluyendo que los genes arf no presentan

alteraciones en la germinacion en anaerobiosis (Figura 32).
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14.7 Efecto de la mutacion de los genes
arf sobre el crecimiento en anaerobiosis

Con la finalidad de conocer el efecto de la mutacion de los genes arf sobre el
crecimiento en anaerobiosis, se realizd una curva de crecimiento en medio YPG
liquido suplementado con uracilo 200 ug/mL, inoculando 500,000 esporas /mL. Se
cuantifico la biomasa en gramos por cada 100 ml de medio a las 6, 12, 24 y 48
horas de crecimiento., se encontraron diferencias significativas a las 48 horas en

la mutante arf5 con una disminucion del 15% de la biomasa (Figura 33).
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Figura 30. Efecto de la mutacion de los genes arf3-5 de M. circinelloides sobre la
germinacion en aerobiosis. Fueron inoculadas 5X10° esporas por cada mL de medio
YPG suplementado con uracilo (200 ug/mL), se registré la germinacion en aerobiosis a

las 3y 6 horas. N=4, analisis ANOVA, prueba de Bonferroni, p< 0.05.
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Figura 31. Efecto de la mutacion de los genes arf3-5 de M. circinelloides sobre el
crecimiento en aerobiosis. Fueron inoculadas 5X10° esporas por cada mL de medio
YPG suplementado con uracilo (200 ug/mL), se registré la biomasa generada a las 6, 12,
24 y 48 horas de crecimiento N=4, analisis ANOVA, prueba de Bonferroni, p< 0.05.
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Figura 32. Efecto de la mutacion de los genes arf3-5 de M. circinelloides sobre la
germinacién en anaerobiosis. Fueron inoculadas 5X10° esporas por cada mL de medio
YPG suplementado con uracilo (200 ug/mL), se registrd la germinacion en anaerobiosis a
las 3, 6 y 12 horas. N=4, analisis ANOVA, prueba de Bonferroni, p< 0.05.
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Figura 33. Efecto de la mutacion de los genes arf3-5 de M. circinelloides sobre el
crecimiento en anaerobiosis. Fueron inoculadas 5X10° esporas por cada mL de medio
YPG suplementado con uracilo (200 ug/mL), se registrd la biomasa generada a las 6, 12,
24 y 48 horas de crecimiento en anaerobiosis=4, analisis ANOVA, prueba de Bonferroni,
p< 0.05.

14.7.1 Efecto de la mutacion de los genes Arf3-5 sobre la transicion Micelio-
Levadura.

Con la finalidad de determinar si las cepas mutantes arf3-5 eran capaces de
realizar la transicidbn micelio-levadura se realiz6 un ensayo de germinacion en
medio YPG liquido suplementado con uracilo 200 ug/mL, se inocularon 500,000
esporas /mL, las cuales fueron puestas en crecimiento en aerobiosis por 4 horas 'y
posteriormente fueron filtradas y transferidas a medio nuevo en anaerobiosis, se
cuantifico el porcentaje de células con emision de brotes alas 1, 2, 4 y 6 horas
de crecimiento en anaerobiosis. La mutante arf3 mostro un aumento en la
generacion de levaduras a las 2 horas y una disminucion a las 4 y 6 horas durante
la transicion micelio-levadura, sin embargo en las mutantes arf4 y arf5 esta

transicion fue acelerada a las 2y 6 horas (Figura 34).
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Figura 34. Efecto de la mutacion de los genes arf3-5 de M. circinelloides sobre la
transicién Micelio-Levadura. Fueron inoculadas 5X10° esporas por cada mL de medio
YPG suplementado con uracilo (200 ug/mL), se registré la germinacion en la transicion
micelio-levadura, medio YPG, uracilo 200 ug/mL soélido, 500,000 esporas/ml, N=4,
andlisis ANOVA, prueba de Bonferroni, p< 0.05.

14.7.2 Efecto de la mutacion de los genes Arf sobre la transicion Levadura-
Micelio

Con la finalidad de determinar si las cepas mutantes arf eran capaces de realizar
la transicion levadura-micelio, se realizé un ensayo de germinacién en medio YPG
liquido suplementado con uracilo 200 ug/mL, se inocularon 500,000 esporas /mL,
las cuales fueron puestas en crecimiento en anaerobiosis por 6 horas y
posteriormente fueron filtradas y transferidas a medio nuevo en aerobiosis, se
cuantifico el porcentaje de células con emisién del tubo germinativo alas 1,2y 5
horas de crecimiento en aerobiosis. Ambas mutantes arf4 y arf5, presentan una
acelerada emision del tubo germinal durante la transicion levadura-micelio (Figura
35)
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Figura 35. Efecto de la mutacion de los genes arf3-5 de M. circinelloides sobre la
transicion Levadura- Micelio. Fueron inoculadas 5X10° esporas por cada mL de medio
YPG suplementado con uracilo (200 ug/mL), se registré la germinacién en la transicion

levadura-micelio N=4, analisis ANOVA, prueba de Bonferroni, p< 0.05.

14.7.3 Efecto de la mutacion de los genes arf en la morfologia en aerébiosis,

anaerobiosis, transiciones y el esporangio de M. circinelloides.

Se observo la morfologia de las cepas parental y mutantes al microscopio, en
la condiciones de germinacion en aerobiosis, anaerobiosis, a las 6 horas de
germinacion (Figura 36). Se tomaron fotos representativas a las 6 horas de la
transicion micelio-levadura y levadura- micelio (Figura 37). Se observo el
desarrollo del esporangio a los 6 dias de crecimiento en luz de todas las mutantes

generadas (Figura 38).
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Figura 36. Efecto de la mutacion de los genes arf3-5 de M. circinelloides
sobre la morfologia en aerobiosis y anaerobiosis. A. Se muestran fotografias
de germinacion en aerobiosis, puntas de flecha indican la bifurcacién de las hifas
en las cepas mutantes B. Se muestran fotografias de germinacion en
anaerobiosis. Fotos tomadas a las 6 horas de germinacion. Medio YPG, uracilo
200 ug/mL liquido, 500,000 esporas/ml, N=4, Barra 20 um.

A MU402 arf34

Figura 37. Efecto de la mutacién de los genes arf3-5 de M. circinelloides
sobre la morfologia de transicién micelio-levadura y levadura-micelio. A. Se
muestra imagen representativa de la transiciéon micelio-levadura, B. Se muestra
imagen representativa de la transicion levadura-micelio. Fotos tomadas a las 6
horas de germinacion. Medio YPG, uracilo 200 ug/mL, 500,000 esporas/ml, N=4,
Barra 20 um.
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Figura 38. Efecto de la mutaciéon de los genes arf de M. circinelloides sobre

la morfologia del esporangio en medio sélido. Fueron inoculadas 20
esporas/portaobjetos e incubadas en luz a 28°C en medio YPG, uracilo 200
ug/mL sélido se muestra imagen representativa de fotos tomadas a los 6 dias de

crecimiento, N=4.
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15. Discusion

Se identificaron seis secuencias en M. circinelloides que corresponden a genes
que codifican a probables proteinas que pertenecen de la subfamilia Arf (Figura
5), estas supuestas proteinas Arf de M. circinelloides muestran porcentajes de
identidad relativamente altos (>50%) respecto a proteinas Arf ya caracterizadas
como las de S. cerevisiae (Tabla 9) (Lee, 1994).

Ademas estas proteinas muestran la presencia de motivos y dominios
conservados que son caracteristicos en las proteinas de la subfamilia Arf (Click y
col. 2002) (Figura 7).

El nimero de genes que codifican a proteinas Arf que identificamos en este
trabajo en el zigomiceto M. circinelloides, coincide con otros zigomicetos como
Rhizopus oryzae quien cuenta con 5, mientras que Phycomyces blakesleeanus
cuenta con 7 probables proteinas Arf. Por otra parte, En los ascomicotas como N.
crassa, presenta 7, A. nidulans y C. albicans presentan 6 probables proteinas Arf
cada uno de ellos (Lee y col. 2008 y Denich y col. 1992), lo cual indica que al
parecer los hongos muestran un namero muy similar de genes que codifican a
proteinas Arf, sin embargo una excepcion es el hongo ascomiceto S. cerevisiae,
ya que este tiene Unicamente 3 genes (Tabla 6) (Huang y col. 2003).

En ciertos casos se ha reportado la duplicacion de estos genes que pueden
acarrear funciones redundantes como el caso de S. cerevisiae en donde los genes
ARF1 y ARF2, son producto de una duplicacion genética, ambas proteinas tienen
un 96% de identidad entre ellas y cabe hacer mencién que el producto de ambos
genes tienen ciertas funciones redundantes, y solo la mutacion de ambos genes
genera un fenotipo letal (Stearn, 1990). Mientras que en A. nidulans mutaciones
en el gen arfA por si solo genera un fenotipo letal y no hay redundancia al respecto
(Lee y col. 2008). Algunos de los genes arf de M. circinelloides al parecer también
son producto de duplicacion genética, como es el caso de los genes arfl y arf2,
los cuales incluso a nivel de estructura gendmica, muestran un numero idéntico de
exones e intrones (4 y 3, respectivamente), y la longitud del tamafio de sus ORF
es muy cercano (892 y 985 pb), los productos de ambos genes muestran un 95%

de identidad entre ellos y estas muestran alrededor de un 80% de identidad con
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las proteinas ARF1-2 de S. cerevisiae) (Figura 6), de hecho ambas proteinas
Arfl-2 de M. circinelloides contienen el mismo numero de aminoacidos entre ellas,
con un pl de Arfl de 6.39 y Arf2 de 6.15 (Tabla 9).

Por otra parte el producto de los genes arf3 y arf4 de M. circinelloides muestran un
89% de identidad entre ellos, conteniendo 188 y 184 aminoacidos,
respectivamente. Aunque la estructura gendmica es diferente para ambos genes
ya que arf3 contiene 1 exdn, mientras que arf4 tiene dos exones (Figura 6).
Ambas proteinas se agrupan en el mismo clado del dendograma sugiriendo que
pudiesen tener ciertas funciones redundantes, ademas de que se agrupan con
otros miembros como ArfB de A. nidulans y ARF3 de S. cerevisiae (Figura 11).
Los productos de los genes arf5 y arf6 de M. circinelloides, no se agrupan con
ninguna de las proteinas Arf descritas y analizadas en el dendograma. Ambas
proteinas tienen niveles de identidades menores con respecto a las proteinas ARF
de S. cerevisiae (50-60% de identidad) y con 55% de identidad con ArfB de
Aspergillus. El alineamiento con proteinas ARL (ARF-like proteins), las cuales
también son miembros de subfamilia de las proteinas Arf, indica que Arf5 podria
tratarse de una Arl, lo que sugiere que el gen que hemos denominado en un
principio como arf5 puede ser ciertamente un miembro de las proteinas Arf mas
especifico de tipo Arl, es necesario llevar mas analisis a nivel de secuencia
aminoacidicos que confirmen estos datos (Tabla 9).

Una vez identificados los genes que codifican para probables proteinas de la
subfamilia Arf en M. circinelloides se procedid a realizar el andlisis de la
cuantificacion del transcrito para cada uno de estos genes en el proceso dimorfico
(espora, micelio y levadura). La importancia de registrar los niveles de transcrito
de un gen en varias condiciones puede sugerir una probable participacion de dicho
gen en el proceso biolégico analizado. Por ejemplo, los niveles de gpgA, un
transcrito que codifica para una proteina G (subunidad Gg) de A. nidulans se
acumula principalmente en esporas sexuales y la delecion de este gen inhibe la
produccion de estas estructuras (Seo et al. 2005).

La mayor expresion correspondio para el gen arf5 respecto a todos los genes arf

en los estadios de espora y micelio. Por ejemplo, la expresion de arf5 en esporas
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corresponde a casi un 50% del total de la expresién del resto de los genes arf,
mientras que en micelio de 12 horas la expresion de arf5 corresponde a cerca del
80% del total de la expresion de todos los genes arf en conjunto en dicho tiempo,
estos datos sugieren un papel importante durante el proceso de espora y micelio
de este gen. Por otra parte, los niveles de transcrito del gen arf3 aunque bajos en
términos generales en comparacion a arf5, mostré6 una mayor expresion (3 veces
mas) durante la condicidon de micelio, respecto a espora, indicando una expresion
diferencial de dicho gen. Los niveles de RNAmM de arf5 también se expresan de
manera diferencial siendo 3 veces mas en la condicion de micelio de 12 horas
respecto al estadio de espora.

Mientras que el gen arf2 tiene una mayor expresion (cerca de 5 veces) durante la
condicion de levadura de 3 horas respecto a espora o casi el doble respecto a
micelio. Los genes arfl, arf4 y arf6 practicamente no son modulados por el
proceso dimorfico, sin embargo sus productos pudieran ser importantes en la
ausencia de algun otro de los genes arf presentes en M. circinelloides (Figura 10).
Para poder dilucidar la participacion de los genes arf en el dimorfismo de M.
circinelloides, fueron utilizadas dos estrategias una de ellas se basé en el andlisis
de expresion, donde el gen arf5 fue el primer candidato por el nivel de expresion
mayor, otra estrategia utilizada fue seleccionando los genes con el mayor
porcentaje de identidad con el gen ArfB de A. nidulans y ARF3 de S. cerevisiae los
cuales presentaron una participacion en el crecimiento polarizado, de acuerdo a
esto los genes arf3 y arf4 de M. circinelloides poseen el mayor porcentaje de
identidad con un 75% aproximadamente (Figura 11).

No fue posible obtener la mutante homocarionte en el gen arf5, ya que solo se
observaron mutantes heterocariontes en los distintos eventos de transformacion
llevados a cabo y en las distintas mutantes seleccionadas (Figura 26). M.
circinelloides es un hongo multinucleado, y esto ofrece cierta ventaja en el
momento de recuperar mutaciones en genes esenciales ya que es posible
estudiar el fenotipo (parcial) correspondiente a la perdida de funcion de dicho gen
esencial. Como ha sido el caso del gen pkaR4 el cual también genero una

mutante heterocarionte cuyo fenotipo mostro alteraciones en la emision del tubo
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germinativo (Ocampo y col. 2012). La mutante heterocarionte del gen arf5 mostro
una disminucién exacerbada en la generacion de esporas, la cual se disminuy6
en mas de un 90% con respecto a la cepa parental (MU402), sugiriendo
fuertemente que una mutante homocarionte seria inviable debido a la incapacidad
de formar esporas (Figura 28). Estos datos correlacionan con el analisis de
expresion dado a que el transcrito de arf5 corresponde cerca del 50% del total de
todos los genes arf en la condicion de espora (Figura 10). Por otra parte, la
velocidad de germinacion aumenté en aerobiosis y generdé una menor biomasa
(40% aproximadamente) a las 48 horas, el crecimiento radial disminuyo en un 30%
al tercer dia de crecimiento respecto a la cepa parental, manteniendo la misma
diferencia al cuarto dia. Por otra parte en levadura no aumento la velocidad de
germinacion pero disminuyo ligeramente (15% aproximadamente) la biomasa a las
48 horas. Y en ambas transiciones se aumento la velocidad de generacion de la
siguiente morfologia, siendo marcada en la transicion de micelio a levadura (un
30% aproximadamente) (Figuras 29, 30, 31,32 y 33).

El crecimiento de las estructuras aéreas (esporangioforo) de la mutante arf5
también se ve afectado, es decir se observo un acortamiento de estas estructuras
respecto a la cepa parental. Estos datos en conjunto sugieren que el producto del
gen arf5 es esencial debido a su papel preponderante en la generacién de
estructuras aéreas y esporas (Figura 38).

Por otra parte, la delecién de los genes arf3 y arf4 de M. circinelloides generaron
en términos generales fenotipos similares, sin embargo hay ciertas diferencias.
Por ejemplo, en el crecimiento radial la mutante arf3 tiene un 20% de disminucion
respecto a las cepas parental y la mutante arf4, de estas dos Ultimas no hay
diferencias. Ambas cepas mutantes (arf3 y arf4) fue afectada la generacion de
esporas casi en la misma proporcion, ambas mutantes disminuyeron en un 25%
aproximadamente la esporulacion respecto a la cepa parental (MU402) (Figura
28). Por otra parte, la cepa mutante arf3 mostro un 30% de sus esporas con un
tamafo menor respecto a las cepas parental y a la mutante arf4 (Figura 29). Solo
en la mutante arf4 se aumentd la velocidad de germinacion (20%

aproximadamente) respecto a la cepa parental, no siendo el caso para la mutante
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arf3 quien mostro valores similares al control. La generacién de biomasa solo fue
afectada en la mutante arf3, quien mostro una menor generacion de micelio (30%
aproximadamente) a las 48 horas, mientras que la mutante arf4 aunque hay una
tendencia a disminuir, sin embargo estos valores no son significativos respecto al
control (Figura 31). Por otra parte, en la germinacion de levaduras no hubo
cambios significativos en ambas mutantes arf3 y arf4, en la velocidad de
germinacion respecto a la cepa parental, asi como tampoco se observaron
cambios en la generacion de biomasa en crecimiento anaerébico (Figuras 32,33).
Respecto a la transicion se aumento6 la velocidad en la transicion de micelio a
levadura en ambas cepas, ya que generan mas levaduras respecto a la cepa
parental a las dos horas de crecimiento, sin embargo la cepa mutante arf3 a
tiempos posteriores (4 y 6 horas) detiene drasticamente la generacion de
levaduras en esta transicion respecto a la cepa parental; por otra parte la cepa
mutante arf4 continuo manifestando un aumento en la generacion de levaduras
(20% aproximadamente) respecto al control y un 35% mas respecto a la mutante
arf3 a las 6 horas de crecimiento (Figura 34). La velocidad de transicion de
levadura a micelio fue aumentada en ambas cepas siendo marcada en la mutante
arf4 siendo casi un 40% de aumento en la formacion de micelio respecto a la cepa
parental y aumento en casi un 20% respecto a la mutante arf3 a las 5 horas de
crecimiento (Figura 35).

Estos datos en conjunto muestran que ambas mutaciones en los genes arf3 y arf4
conducen a ciertos fenotipos similares y esta en correlacién con el dendograma
obtenido, en donde ambas proteinas se asocian en el mismo clado, al igual que
con ArfB de A. nidulans, cuya mutante mostro defectos en la emision de tubo
germinativo con estructuras dicotomicas en las mismas, dichas estructuras
también fueron observadas en las mutantes arf3 y arf4 de M. circinelloides
sugiriendo funciones similares durante la germinacion de ambos hongos. Sin
embargo el fenotipo fue mas drasticamente alterado en la mutante en el gen arfB
de A. nidulans respecto a las mutantes arf3 y arf4 de M. circinelloides, esto puede
ser posible debido a que en A. nidulans no existe otra proteina homologa a ArfB,

mientras que en M circinelloides, Arf3 y Arf4 pudieran tener funciones parciamente
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redundantes, se esta avanzando con la obtencion de la doble mutante ar3/arf4
para validar esta hipotesis. Estos resultados son la primera evidencia de la
participacion de las proteinas Arf en la fisiologia de M. circinelloides, y las
implicaciones no solamente estan circunscritas en el proceso dimorfico, si no
como al igual que en C. albicans, en donde las proteinas Arf estan involucradas en
la virulencia, ya que una mutante en una Arf-GAP al ser mutada género menor
virulencia en ratones (Epp y col. 2010), quizas ciertos factores de virulencia son
exportados a través de vesiculas o glicoproteinas de superficie que hacen
contacto y reconocimiento con las células huésped usan este mecanismo de

transporte en donde las proteina Arf son reguladores clave.
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16. Conclusiones

M. circinelloides tiene seis genes arf (arf1-6), siendo el gen arf5 el que muestra el
nivel mas alto de expresion respecto al resto de los genes arf en espora y micelio
La expresion del gen arf2 es mayor durante el crecimiento levaduriforme, mientras
que los genes arf3 y arf5 se expresan mayoritariamente durante el crecimiento
micelial, los genes arfl, arf4 y arf6é no son modulados a nivel de transcrito durante
el proceso dimorfico.

La mutacion en el gen arf5 generd Unicamente esporas heterocariontes,
sugiriendo una funcién esencial en el crecimiento de M. circinelloides, presentd un
marcado decremento en la generacioén de esporas y una velocidad de germinacion
en aerobiosis acelerada.

Las mutaciones en los genes arf 3 y 4 conducen a una menor esporulacion,
siendo aun mucho menor la esporulacion por la mutante arf5; ademas de la
emision anormal de las hifas.

La mutante arf3 disminuye la generaciéon de levaduras durante la transicion
micelio-levadura.

La mutante arf4 presenta un crecimiento acelerado en la emision del tubo

germinativo durante la transicion levadura-micelio.
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17. Perspectivas

Complementacion de las mutantes sencillas con los genes arf3 y arf4.
Transformacion de las mutantes arf3, 4 y 5 de M. circinelloides con el gen goxC de
A. nidulans, el cual es un marcador de secrecion. Ademas de usar el marcador de
endocitosis neutral red cell culture N4638 Sigma Aldrich.

Generacion de la doble mutante arf3/arf4 de M. circinelloides.

Fusion traduccional de arf3 y arf4 a proteinas fluorescentes, para su localizacion

celular.
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