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Capítulo 1 

1. Antecedentes 
1.1 Sistemas de despliegue en la superficie celular 
 

El despliegue de proteínas en la superficie celular (DPSC) es una técnica de 

expresión de proteínas diana en la superficie de un microorganismo a través de una 

fusión co-traduccional con una proteína de anclaje residente en la pared celular 

(Samuelson et al., 2002). 

Estas fusiones pueden ser tanto en el extremo N-terminal como en el C-terminal de 

la proteína ancla. En las fusiones N-terminal, el extremo amino terminal de la 

proteína de anclaje está genéticamente fusionado al extremo C-terminal de la 

proteína diana, por lo que se fusiona una secuencia señal para la secreción al 

extremo N-terminal de la proteína diana. Mientras que en las fusiones C-terminal, el 

extremo carboxilo terminal de la proteína de anclaje se fusiona genéticamente con 

el extremo N-terminal de la proteína diana (Tanaka y Kondo, 2015). 

Este tipo de sistemas tienen por objetivo funcionalizar la pared celular del huésped, 

con lo que se logra dotarlo de nuevas funciones catalíticas o proveerlo de nuevas 

características de interés biotecnológico (Abe et al., 2003; Kuroda y Ueda, 2013a; 

Qu et al., 2015; Tanaka y Kondo, 2015; Ueda, 2016; Wei et al., 2018). Por ello, se 

sugieren una gran cantidad de aplicaciones: obtención de vacunas y desarrollo de 

anticuerpos, bioconversiones y bioabsorción (Lee et al., 2003; Löfblom, 2011).  

La ingeniería de la superficie celular, en conjunto con la ingeniería de proteínas, 

constituyen una herramienta biotecnológica innovadora para la construcción de 

nuevos biocatalizadores de célula completa ya que, en comparación con el uso de 

enzimas libres, los biocatalizadores de células completas pueden reducir la cantidad 

de enzima utilizada y evitar el paso de la purificación de la proteína, reduciendo los 

costos en el proceso. Además, se ha visto que las enzimas desplegadas en la 

superficie celular llegan a tener ventajas que no se encuentran en los enfoques 

convencionales. Estas enzimas presentan las mismas ventajas de las de las 

proteínas inmovilizadas en matrices inertes, como el incremento en la actividad 
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enzimática, mejoramiento en la selectividad y una mayor estabilidad. Además, no 

se requieren de purificación ni concentración. (Chen et al., 2012; Matsumoto et al., 

2004; Moura et al., 2015; Yang et al., 2017).  

El primer sistema de despliegue en la superficie fue desarrollado en un bacteriófago 

(George P. Smith, 1985). A partir de esto, la técnica fue utilizada en otros fagos, sin 

embargo, las proteínas desplegadas en la superficie de los fagos estaban limitadas 

al tamaño del huésped (Li, 2000). Para resolver esta problemática se inició con la 

extrapolación de estas técnicas a organismos más complejos, como bacterias, tanto 

Gram-negativas como Gram-positivas (Chen et al., 2009; Isticato et al., 2001; Jose 

et al., 2002; Lee et al., 2003; Maurer et al., 1997; Richins et al., 1997; Shimazu et al., 

2001; Suzuki et al., 1995; Werné Rus et al., 2001).  

En seguida, el sistema pasó de bacterias a las levaduras. Saccharomyces 

cerevisiae fue la primer levadura en la que se desarrolló esta tecnología (Kuroda y 

Ueda, 2013b). Posteriormente, otras levaduras de interés biotecnológico fueron 

utilizadas para la obtención de nuevos sistemas de despliegue en su superficie 

celular (Tanino et al., 2006; Wang et al., 2008, 2007; Yuzbasheva et al., 2011), de 

los cuales un gran número de casos de éxito han sido reportados. Sorpresivamente, 

en hongos filamentosos, hasta el momento, no ha sido explotado este tipo de 

sistemas.  A la fecha se conocen solo tres hongos que han sido utilizados para 

generar sistemas de despliegue de proteínas en su superficie celular. Adachi et al. 

(2008) y Tabuchi et al. (2010) utilizaron al hongo ascomiceto Aspergillus oryzae. 

Donat et al. (2012) utilizó Aspergillus fumigatus y Pan et al. (2014) a Aspergillus 

niger.  

 1.2. Componentes de un sistema de despliegue. 

 

En el despliegue de proteínas, la proteína diana es fusionada genéticamente a una 

proteína que tendrá la función de ancla molecular y la proteína de fusión es 

expresada e inmovilizada en la superficie de la célula huésped seleccionada 

(Tanaka y Kondo, 2015). La célula huésped seleccionada, la composición de la 

pared celular, la proteína ancla y la proteína diana juegan un papel importante en el 
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despliegue de proteínas por lo que son considerados los cuatro componentes 

principales en estos sistemas. 

 

1.2.1. La pared celular fúngica 

 

Conocer la composición de la pared celular del huésped es una de las etapas más 

importantes al momento de hacer la elección del huésped en el que se va a 

desarrollar un sistema de despliegue en la superficie celular. Sin embargo, entender 

y conocer la estructura, dinámica y composición de la pared celular es una actividad 

que se ha venido dejando de lado. La pared celular se utilizará como andamio para 

el despliegue de proteínas. Se sabe que la composición y estructura de la pared 

celular de hongos es muy variable y dinámica, pero en general, la pared celular 

contiene quitina, quitosano, β-1,3-glucanos, β-1,4-glucanos, α-1,3-glucanos y 

galactomanoproteínas (Bacon et al., 1968; Bowman y Free, 2006; Grün et al., 

2005). Y ésta tiene la función de proteger a la célula de la presión osmótica y otros 

factores de estrés ambientales, además, provee de protección contra otros 

microbios (Free, 2013). 

La quitina y la matriz de glucanos se entrecruzan entre ellos para formar una matriz 

de quitina/glucano que se encuentra más próxima a la membrana plasmática. Estas 

dos moléculas son lo componentes más abundantes en la pared celular: en S. 

cerevisiae se encuentra entre el 1-2 % de quitina y un 50-55% de β-1,3-glucanos, 

mientras que en Neurospora crassa la quitina representa un 4% y los β-1,3-glucanos 

pueden llegar a representar un 87% en peso seco de la pared celular (Bowman y 

Free, 2006; Kapteyn et al., 2000).  

Los β-1,3-glucanos son el componente mayoritario en la matriz de glucanos, y 

puede incluir otros tipos de glucanos como β-1,6-glucanos y α-1,3-glucanos (Klis 

et al., 2006). Estos están interconectados mediante enlaces β-1,6 que son 

sintetizados por glucano sintasas asociadas a la membrana plasmática que 

exportan polímeros de glucanos lineales recién sintetizados a través de la 

membrana plasmática hacia la pared celular (Roncero, 2002; Ruiz-Herrera et al., 
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2006). La quitina es sintetizada por quitina sintasas asociadas también a la 

membrana plasmática, que es sintetizada en polímeros lineales para posteriormente 

ser incorporados a la pared celular. Los monómeros de quitina pueden ser 

deacetilados por quitinas deacetilasas para generar quitosano, uno de los 

componentes menos abundantes de la pared celular de los hongos (Roncero, 2002).  

Los β-1,6-glucanos interconectan los β-1,3-glucanos con quitina y algunas 

manoproteínas, constituyendo el llamado bloque de construcción principal de la 

pared celular en levaduras. Estos parecen ser exclusivos de levaduras ya que no 

se ha detectado el polisacárido ni una enzima β-1,6-glucano sintasa putativa en 

hongos filamentos (Fontaine et al., 2000; Maddi et al., 2012; Samar et al., 2015). 

Sobre la matriz de polisacáridos unidos a quitina se encuentran las glicoproteínas, 

una serie de proteínas residentes de la pared (CWP). Klis et al (2009), menciona 

que con estudios del proteoma se ha predicho la presencia de alrededor de 20 

proteínas diferentes unidas covalentemente a la pared celular de Candida albicans, 

y que el perfil de las CWP puede cambiar dependiendo de las condiciones 

ambientales. Estas proteínas son sintetizadas en el retículo endoplásmico y son 

depositadas en la pared a través de la ruta normal de secreción. Existen dos clases 

de manoproteínas. Una son las N-glicosiladas en el que unas pocas cadenas largas 

de α-1,6 manosas, con cadenas laterales α-1,2 y α-1,3, están unidas a través de 

dos unidades de N-acetilglucosamina al nitrógeno del grupo amino libre del residuo 

de asparagina en la proteína. El segundo grupo de proteínas son las O-glicosiladas, 

en el que muchos oligosacáridos de manosa unidos por enlaces α-1,2 y α-1,3 están 

unidos a un átomo de oxígeno del grupo hidroxilo de residuos de serina o treonina 

(Carlile et al., 2001) 

Los mananos y galactomananos son importantes constituyentes de la pared celular, 

estos forman la capa más externa de la pared celular de levaduras y hongos 

filamentosos, respectivamente (Brul et al., 1997). Estos polímeros pueden 

representar hasta el 20 % de la masa de la pared celular (Lesage y Bussey, 2006). 

Estos polímeros son añadidos a las glicoproteínas como modificaciones 

postraduccionales. Son de tal importancia que debido a defectos en este proceso 
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se podrían generar defectos a nivel estructural en la pared celular, afectando el 

crecimiento y la viabilidad de las células (Henry et al., 2016; Jin, 2012; Loibl y Strahl, 

2013; Maddi et al., 2012). La adición de manosas o galactomananos, en hongos 

filamentosos, es esencial para la incorporación de proteínas a la pared celular 

(Deshpande et al., 2008).  

En términos del despliegue en la superficie celular, los mananos son el único 

polisacárido que ha sido modificado con la finalidad de mejorar la eficiencia de estos 

sistemas de despliegue de proteínas en la superficie celular. Matsuoka et al. (2014) 

evaluó la eficiencia del despliegue y el desempeño de las β-glucosidasas de 

Rhizopus oryzae.  

Proteínas con modificaciones glicosilfosfatidilinositol (proteínas GPI)  

Las proteínas de pared celular (CWP) se clasifican como covalentemente y no 

covalentemente unidas a la pared. Entre las CWPs de unión covalente se 

encuentran las proteínas con motivo de unión GPI (glicosil fosfatidil inositol). Este 

tipo de proteínas se pueden encontrar unidas en la pared celular o en la membrana 

plasmática. Sin embargo, hasta el momento no se sabe con exactitud cuál es la 

señal adicional que permite que, en hongos filamentosos, una proteína GPI sea 

translocada a la pared celular o sea unida a la membrana plasmática (figura 1a)  

(Matthew B Frieman y Cormack, 2004; Mao et al., 2008). 

Las proteínas GPI son las más abundantes y mejor caracterizadas. Se estima que 

pueden llegar a representar alrededor del 50% de las proteínas unidas 

covalentemente a la pared (Bowman y Free, 2006; Weig et al., 2004a). El anclaje 

GPI es una estructura de glicolípidos que consiste en un residuo fosfatidil-inositol 

(PI), un residuo de glucosamina (GlcN), tres manosas, un residuo de fosfato de 

etanolamina (EtNP) que funcionan para anclar proteínas en la parte externa de la 

membrana plasmática (figura 1a) (Ferguson et al., 2009; Fujita y Kinoshita, 2012; 

Paulick y Bertozzi, 2008). La localización final de las GPI-proteínas, ya sea la 

membrana plasmática o la pared celular, parece ser esencial para su función celular 

(Matthew B. Frieman y Cormack, 2004). 
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Las proteínas con anclaje GPI contienen una región de entre 8 y 18 aminoácidos 

hidrofóbicos en su extremo C-terminal que retiene a la proteína recién sintetizada 

en el lumen del retículo endoplásmico. En la región inmediata al N-terminal de los 

8-18 aminoácidos hidrofóbicos, se encuentra el aminoácido o sitio ω que está 

flanqueado por una región intrínsecamente desordenada. La adición del ancla GPI 

ocurre cuando el sitio omega es escindido entre el ω y ω +1 y la proteína se une a 

un residuo de etanolamina en el GPI (ver figura 1a)  (Cheung et al., 2014; Free, 

2013; Fujita y Kinoshita, 2012; Kinoshita et al., 2013).  

Proteínas con repeticiones internas (proteínas PIR) 

Las proteínas con repeticiones internas (PIR, por sus siglas en inglés) son proteínas 

residentes de la pared celular pertenecientes a la familia de proteínas unidas a 

través de un enlace álcali-sensible con los β-1,3-glucanos (Mrsa y Tanner, 1999) . 

Estas proteínas se han reportado en diversas levaduras como Saccharomyces 

cerevisiae, Zigosaccharomyces rouxii (Toh-e et al., 1993), Kluyveromyces lactis 

(Backhaus et al., 2010), Candida albicans (Kandasamy et al., 2000; Kapteyn et al., 

1999), Yarrowia lipolytica (Jaafar et al., 2003), Pichia pastoris (Pal Khasa et al., 

2011), y Candida glabrata (Weig et al., 2004b). Por lo anterior, se podría inferir que 

estas proteínas son exclusivas para los ascomicetos. Por otro lado, en hongos 

filamentosos la presencia de estas proteínas ha sido inferidas bioinformáticamente. 

En N. crassa se ha inferido la presencia de dos proteínas PIR  putativas, así como 

en Botrytis cinerea y Trichoderma reesei (De Groot et al., 2005). Sin embargo, en 

Aspergilus nidulans y Ustilago maydis no se identificaron este tipo de proteínas.  

Las proteínas PIR tienen un péptido señal (PS) que permite que la proteína se 

incorpore a la vía de secreción para ser exportada a la pared celular. Además, en la 

mayoría de estas proteínas se encuentra un sitio de procesamiento Kex2 (KK, KR), 

que escinde el propétido y permite la liberación de la proteína y continuar con el 

proceso de maduración. Posterior a estos dos sitios previamente descritos (sitio de 

corte del péptido señal y sitio Kex2) se encuentran una serie de secuencias 

repetidas que consisten de 18-19 residuos de aminoácidos de los cuales ocho están 

altamente conservados (Ser, Gln, Asp, Gly, Gln, Ala) (Yang et al., 2014). 
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Adicionalmente, en el extremo C-terminal se encuentra un dominio conservado de 

cuatro cisteínas (figura 1b) (Jaafar et al., 2003; Mrsa y Tanner, 1999; Toh-e et al., 

1993). La unión de estas proteínas con los β-1,3-glucanos está dada por un residuo 

de glutamina específico de la repetición interna, que, después de una reacción de 

transglutaminación, se convierte en ácido glutámico y reacciona con el grupo 

hidroxilo de las glucosas de los β-1,3-glucanos (Ecker et al., 2006). Cada repetición 

interna dentro de la proteína forma un enlace éster, pero con sólo uno es necesario 

para que la proteína sea unida a la pared. La fuerza de unión a la pared es 

proporcional al número de repeticiones que tenga una proteína (Castillo et al., 2003; 

Ecker et al., 2006; Sumita et al., 2005). 

 Se han reportado cinco proteínas diferentes de la familia PIR en S. cerevisiae con 

un número variable de secuencias internas repetidas (Mrsa y Tanner, 1999; Toh-e 

et al., 1993). Mientras que en N. crassa las dos proteínas reportadas tienen una 

estructura atípica respecto a las proteínas PIR de levaduras; el dominio conservado 

de cisteínas se encuentra más próximo al N-terminal, mientras que las repeticiones 

internas se distribuyen más próximas al C-terminal, contrario a las de levaduras 

(Weig et al., 2004a). Se sabe que estas glicoproteínas son esenciales para 

mantener la estructura de la pared y que están directamente asociadas a la 

resistencia a choques térmicos en levaduras (Castillo et al., 2003; Martínez et al., 

2004). 
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Figura 1 Estructura de las proteínas GPI y PIR de pared celular de hongos 
A) Estructura de las GPI-proteínas y mecanismo de unión. Las GPI proteínas tienen un 

péptido señal en el extremo N-terminal que permite su trasporte hacia la membrana 

plasmática. En el extremo C-terminal se encuentra una cola hidrofóbica de entre 18-19 

aminoácidos que contiene una señal GPI. El sitio omega (ω) corresponde al aminoácido en 

donde se hará el procesamiento para la adición del residuo GPI. La señal para la 

localización final de una GPI-proteína entre la membrana y la pared aún no se conoce. B) 

Estructura de las PIR-proteínas. Las proteínas PIR tiene un péptido señal en el extremo N-

terminal, seguido por un sitio de procesamiento Kex2. Próximos al extremo N-terminal se 

localizan una serie de unidades de repeticiones internas (motivos PIR) y más próximos al 

C-terminal, un dominio de cuatro cisteínas. 
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1.2.2. Anclas moleculares 

 

Las proteínas de la pared celular con funciones de ancla son uno de los 

componentes más importantes en los sistemas de despliegue de proteínas ya que 

el uso de proteínas funcionales como anclas podría conducir a defectos en el 

crecimiento o desestabilizar la integridad de la pared celular.  Para que un ancla sea 

considerada ideal debe tener una secuencia señal que medie el transporte a la 

superficie celular, una estructura fuerte de anclaje para mantener las proteínas de 

fusión en la superficie de la célula sin desprendimiento, no debe interferir con la 

estabilidad de la proteína desplegada, debe ser compatible con la proteína pasajero 

a fusionar y debe ser resistente a la actividad de proteasas presentes en el espacio 

periplásmico o en el medio extracelular (Lee et al., 2003).  

Muchas manoproteínas de la pared celular han sido utilizadas como anclas 

moleculares: proteínas con modificaciones glicosilfosfatidil inositol (GPI), proteínas 

de pared no-covalentemente unidas y proteínas con repeticiones internas (PIR) 

(Kim et al., 2002). 

Una serie de GPI-proteínas (Sed1, Gas1, TIP1, Cwp1) han sido utilizadas con éxito 

como anclas moleculares sin afectar la integridad de la pared en levaduras (Abe 

et al., 2004, 2003; Inokuma et al., 2014; Kim et al., 2002; Wang et al., 2008). 

Inokuma et al (2014), utilizó el dominio de anclaje de SED1 y su promotor Psed1 

para llevar a cabo un doble despliegue en S. cerevisiae. Se desplegó la 

endoglucanasa II (EGII) de Trichoderma ressei y una β-glucosidasa (BGL1) de 

Aspergillus oculeatus. En donde reportaron una alta eficiencia en la integración de 

las proteínas de despliegue en la pared celular al utilizar este casete. Además, 

reportaron que la actividad β-glucosidasa se incrementó 8.4 veces. Por otro lado, 

Van Der Vaart et al (1994), utilizó el extremo C-terminal las proteínas Cwp1p, 

Cwp2p, Tip1p y Agα1p como anclas moleculares para desplegar α-galactosidasa 

en la pared celular de S. cerevisiae y evaluar los niveles de expresión heteróloga de 

las proteínas y la eficiencia de anclaje para cada una de las anclas. En este trabajo 

encontraron que el uso de un dominio de anclaje grande no necesariamente resulta 



    
 

15 
 

en una mejor exposición de la enzima inmovilizada en la superficie celular de 

levaduras. 

Por otro lado, las proteínas PIR son las segundas proteínas de pared más 

abundantes y una de las más utilizadas como anclas en sistemas de despliegues 

ya que permiten configuraciones de despliegue tanto en N como en C-terminal 

(Yang et al., 2014).  

Abe et al (2003), desplegó la enzima α-1,2-galactosiltransferasa proveniente de 

Schizosaccharomyces pombe utilizando la proteína Pir1p de S. cerevisiae mediante 

una fusión C-terminal y, adicionalmente, desplegó la α-1,3-manosiltransferasa 

utilizando también el extremo C-terminal de Pir2p. Con esto se demostró que Pir1p 

y Pir2p pueden ser utilizadas como anclas para la inmovilización simultanea de 

algunas glicosiltransferasas en la superficie celular de levaduras. 

Aunque las proteínas PIR han sido utilizadas como proteínas de anclaje para el 

despliegue de proteínas en la superficie de levaduras, aún se encuentran bastantes 

escollos por superar para hacer un uso eficiente y completo de ellas. Uno de los 

principales problemas de las proteínas ancla es que a menudo se secretan al medio; 

otro de los problemas es que las proteínas de fusión han mostrado baja expresión. 

Por lo que la búsqueda de nuevas alternativas para el despliegue de proteínas 

utilizando como anclas a las proteínas PIR es conveniente, particularmente en 

hongos filamentosos donde el despliegue de proteínas está poco desarrollado. 

La búsqueda de nuevas alternativas de proteínas como anclas moleculares, lleva 

consigo problemas intrínsecos por resolver, entre ellos, determinar su localización 

bona fide, y este es el primer paso en el proceso de selección. Recientemente ha 

habido un gran interés por entender más a fondo la dinámica de las proteínas en un 

microorganismo. El uso de proteínas reportero se ha convertido en una de las 

herramientas más prometedoras para intentar dilucidar procesos internos de la 

célula. La proteína verde fluorescente, GFP, es una de las proteínas más 

ampliamente utilizadas como reportero lo que abre las puertas para poder utilizar a 

esta proteína para conocer la localización de una proteína con potencial para ser 

utilizada como ancla (Freitag et al., 2004). 
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1.2.3. Huésped 

 

Los sistemas de expresión en superficie inicialmente fueron desarrollados en virus 

(un fago filamentoso) (Scott y Smith, 1990); sin embargo, el uso de virus era poco 

eficiente para la expresión de proteínas o péptidos de mayor tamaño. El uso de la 

superficie celular de bacterias resultaba más prometedor en cuanto al despliegue 

de proteínas más complejas y un mayor número de ellas en la superficie celular 

(Georgiou et al., 1997, 1993). A pesar del gran número de casos de éxito que el uso 

de bacterias tuvo, principalmente en la construcción de librerías de ligandos, 

antígenos y anticuerpos (Desvaux et al., 2006), éstas no fueron útiles en procesos 

industriales como la industria de los alimentos y farmacéuticos debido a que 

generalmente deben ser utilizados microorganismos considerados como “GRAS”.  

Saccharomyces cerevisiae ha sido uno de los microorganismos más ampliamente 

utilizados. Ésta levadura reconocida como “GRAS” se ha utilizado como huésped 

para el DPSC. Además, S. cerevisiae permite la expresión correcta de proteínas 

heterólogas de eucariotas gracias a su sistema de modificaciones 

postraduccionales y a que puede ser sujeto a manipulaciones genéticas (Kondo y 

Ueda, 2004).  

Hasunuma y Kondo (2012) han desplegado celulasas en la superficie celular de S. 

cerevisiae para la producción de etanol. Por otro lado, Sakuragi et al., (2013) han 

utilizado esta misma levadura para el despliegue de xilosa isomerasa en su 

superficie celular para la fermentación de xilosa. Muria et al. (1999) reportaron la 

inmovilización de dos enzimas amilolíticas en la superficie celular de levaduras 

utilizando α-glutinina como ancla. 

Otras levaduras de interés industrial también han sido utilizadas para del DPSC; 

entre ellas P. pastoris, Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces boulardii, 

Yarrowia lipolytica, en las que se han desplegado LipB de Candida antártica (Moura 

et al., 2015), β-glucosidasa  de Aspergillus aculeatus (Yanase et al., 2010) , MIC2 

de Eimeria tenella (Wang et al., 2014), Lip-2 de Y.lipolytica (Yuzbasheva et al., 

2011), respectivamente. Por otro lado, el reducido espacio de la pared celular de las 
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levaduras hace que el desarrollo de un sistema de DPSC sea limitado. Si bien, se 

han utilizado diferentes técnicas con la finalidad de incrementar la cantidad de 

proteínas ancladas a la superficie, los esfuerzos no han sido suficientes.  

Los hongos filamentosos parecen ser un huésped con el potencial de desarrollar 

sistemas de despliegue altamente eficientes; sin embargo, llevar a cabo un 

despliegue de proteínas en la superficie celular de un hongo filamentoso podría 

representar un gran reto.  

El poco entendimiento de la dinámica de la pared celular y su composición son los 

principales factores que limitan el uso de estos microorganismos en el DPSC. 

Además, es necesario entender mejor las rutas de secreción y la localización final 

de las proteínas que puedan ser utilizadas como anclas moleculares. Por lo tanto, 

la falta de proteínas de pared bien caracterizadas imposibilita la elección del ancla 

más adecuada para el DPSC en hongos filamentosos.  

El uso de hongos filamentosos para el DPSC está limitado, increíblemente, a cinco 

casos en donde se han utilizado los hongos Aspergillus niger, Aspergillus oryzae y 

Aspergillus fumigatus. Adachi et al. (2008) han utilizado el sistema de despliegue de 

proteínas en Aspergillus oryzae empleando una proteína GPI como ancla. En este 

estudio se reportó que, de acuerdo con la eficiencia de integración de la proteína 

fusionada en la superficie, será la actividad para la totalidad del sistema. Pan et al. 

(2014) reportaron la construcción de un biocatalizador de célula completa utilizando 

la CwpA de A. niger como ancla para el despliegue de CALB, una lipasa de C. 

antartica, en A. niger. donde observaron un incremento de hasta 400 y 240 U/g de 

biomasa seca para la actividad hidrolítica y la actividad de síntesis, respectivamente. 

Con base a esos resultados, demostraron el uso eficiente de CwpA, una GPI-

proteína, como ancla molecular para el despliegue de enzimas en A. niger  (Pan 

et al., 2014).  

Tabuchi et al. (2010) demostraron el uso eficiente de un módulo de unión a 

carbohidratos (CBM) proveniente de S. cerevisiae, en un sistema de DPSC en A. 

oryzae. Mediante el despliegue de GFP como proteína reportero y posteriormente 

el despliegue de una triacilglicerol lipasa (tglA) tanto en el extremo N- como en el C-



    
 

18 
 

terminal, demostraron el uso de CBM como la primer proteína ancla que permite la 

fusión de una proteína en ambos extremos (Tabuchi et al., 2010).  

A pesar de los éxitos reportados del uso de algunos hongos filamentosos en el 

despliegue de proteínas, éstos no han sido explotados. Además, a diferencia de las 

levaduras, los hongos filamentosos ofrecen ventajas respecto al desarrollo de 

biocatalizadores basados en despliegues superficiales en términos de eficiente 

expresión homóloga y heteróloga de genes y su alta actividad lignocelulolítica que 

algunos de ellos tienen. Aunado a esto, en la mayoría de los hongos filamentosos, 

la manipulación genética es, hasta el momento, un tanto complicada y relativamente 

poco desarrollada.  

Debido a las características favorables de Neurospora crassa y a las abundantes 

herramientas que han sido desarrolladas para estudiarla, este hongo ha tenido 

recientemente un auge como hongo biotecnológico, particularmente enfocado en el 

estudio de su maquinaria lignocelulolítica para la producción de biocombustibles 

(Shrestha et al., 2011; Znameroski et al., 2012).  

Gracias al desarrollo de herramientas moleculares como las técnicas de 

transformación del material genético en Neurospora crassa (Mishra y Tatum, 1973), 

que a su vez permitió el desarrollo de técnicas de silenciamiento de genes  (Silker 

et al., 1987) y la integración de promotores inducibles y constitutivos (Cambell J, 

Enderline C, 1994; McNally y Free, 1988), ha sido posible la creación de toda una 

biblioteca de deleciones de su genoma (Colot et al., 2006). 

 

 1.3. Diversidad, función y evolución de las manoproteínas en hongos  

 

Las levaduras tuvieron una aparición muy temprana en el curso de la evolución 

eucariótica, mientras que los hongos ascomicetos y basidiomicetos filamentosos 

divergieron mucho más tarde a través de un ancestro común. Una serie de proteínas 

se han ido especializando a lo largo de los ciclos de evolución. Otras proteínas han 

ido surgiendo, marcando las bases de las diferencias entre ordenes o filos. A nivel 

de secuencia de aminoácidos, los dominios o motivos funcionales en una proteína 
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se consideran pequeñas unidades de evolución. Y estos pueden variar en número, 

desde uno hasta más de 10 repeticiones. Los mecanismos que subyacen a la 

ganancia o pérdida de dominios pueden ser varios, entre los principales; 

retroposición, fusión de genes mediante la unión de exones de genes adyacentes, 

recombinación de ADN y duplicación (Arguello et al., 2007; Nasir et al., 2017; Wang 

y Caetano-Anollés, 2006; Yang et al., 2008). 

Entender y conocer la trayectoria evolutiva de los dominios o motivos funcionales 

de proteínas ayuda a entender los roles que desempeñan y sus cambios funcionales 

durante el curso de la evolución (Zhang et al., 2015). 

Zhang et al. (2015) demostró cómo los dominios CFEM son únicos para los hongos 

y, además, lograron trazar una trayectoria evolutiva de éstos y proporcionaron 

nuevo conocimiento para el entendimiento sobre el intercambio funcional de las 

proteínas. Por otro lado, Muszewska et al. (2017) reportaron una proteína (Ssy) 

perteneciente a la familia de las serinproteasas como una innovación presente en 

los subfilos Agaromycota y Agaromycotina.  

Las proteínas de pared suelen tener un contenido inusualmente alto de repeticiones 

en tándem y no-tádem, y una alta frecuencia de cambios en el número de 

repeticiones tanto en parálogos como entre ortólogos de cepas conespecíficas (Xie 

y Lipke, 2010). Por otro lado, la rápida diversificación de las proteínas de pared 

ayuda a los hongos a responder a diferentes estímulos y adaptarse a ellos. Sin 

embargo, las enzimas encargadas de la construcción y remodelación de la pared 

se han venido conservando.  Las transglicosidasas de la familia GAS/GEL/PHR 

presentes en ascomicetes y basidiomicetes, son ejemplos de proteínas de pared 

altamente conservadas (Arroya et al., 2007).  

Otro mecanismo de evolución-adaptación es la regulación de la expresión, donde 

los cambios de la composición proteica de la pared celular tienen una gran 

relevancia biológica e industrial; que permite una mejor respuesta hacia su entorno. 
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Capítulo 2  
2.1 Justificación  

Los sistemas de despliegue de proteínas en la superficie celular se han venido 

desarrollando ampliamente por la gran cantidad de aplicaciones que estos sistemas 

presentan, incluyendo vacunas, desarrollo de anticuerpos, bioconversiones, 

también como sistemas de bioadsorción, entre otros. Esta tecnología ha sido 

desarrollada principalmente en bacterias y levaduras; sin embargo, el despliegue de 

proteínas está poco desarrollado en hongos filamentosos.  

N. crassa ha sido utilizada como organismo modelo para muchas investigaciones 

gracias a características como requerimientos nutricionales simples, rápido 

crecimiento, conocimiento completo de su genoma y la existencia de una gran 

variedad de herramientas moleculares para manipularla. Por otro lado, N. crassa 

presenta una gran capacidad lignocelulolítica la cual puede ser acoplada a la 

síntesis de moléculas biotecnológicamente interesantes por las enzimas 

desplegadas, de las cuales las proteínas PIR representan una alternativa muy 

prometedora para el desarrollo de esta tecnología.  

Es bien sabido que debido a las características de las proteínas PIR de N. crassa, 

es posible que estas proteínas puedan ser utilizadas como anclas moleculares dado 

que, por la presencia de un dominio de 5 cisteínas en el extremo N-terminal y la 

presencia de secuencias repetidas en el extremo C-terminal, confieren una mayor 

sujeción a la pared celular ya que se unen por medio de un enlace disulfuro o 

mediante un enlace a β-1,3-glucano, respectivamente. La presencia del enlace con 

β-1,3- glucosa hace aún más atractivo el uso de estas proteínas como anclas ya 

que este enlace es fácilmente disociado con una solución ligeramente alcalina.  

Además, en N. crassa el dominio de cisteínas está conformado por cinco residuos, 

lo que podría conferir mayor estabilidad a la unión con la pared. Sumando estas dos 

características, podemos decir que se podría obtener un sistema de despliegue con 

una eficiencia mayor que en otros organismos y, además, debido a la fácil 

disociación del complejo de despliegue, se traduciría en un sistema versátil para su 

aplicación como biocatalizador o bioadsorbente de célula completa.  
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Por todo esto que representa el uso de N. crassa en estos sistemas es que se 

propone la identificación y caracterización de las proteínas PIR, ya que hasta hoy 

en día lo que se sabe sobre estas proteínas en hongos filamentosos sólo ha sido 

inferido bioinformáticamente. 

 

2.2. Hipótesis  

Las proteínas PIR-1 (NCU_04033) y PIR-2 (NCU_07569) de Neurospora crassa son 

proteínas que residen en la pared celular que pueden ser utilizadas como anclas 

moleculares para el despliegue superficial de proteínas. 

 

2.3. Objetivo general  

Evaluar las proteínas PIR-1 (NCU_04033) y PIR-2 (NCU_07569) de Neurospora 

crassa como anclas moleculares para el despliegue de proteínas en hongos 

filamentosos. 

2.3.1. Objetivos específicos  

1. Determinar la relación filogenética de las proteínas PIR putativas de N. 

crassa con las de levaduras y las de otros hongos filamentosos.  

2. Evaluar el compromiso funcional de las proteínas PIR-1 (NCU_04033) y 

PIR-2 (NCU_07569) de N. crassa. 

3. Construir cepas transgénicas de N. crassa que expresen las proteínas 

PIR seleccionadas fusionadas a la proteína verde fluorescente (GFP) bajo 

el control del promotor Ptef-1. 
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Capítulo 3  

3. Materiales y métodos 
 

3.1. Reactivos y equipos. 

 

Calcofluor White M2R (Sal disódica de 4,4’-bis(4-anilino-bis(beta-hidroxietil) amino-

s-triazina-2-ylamino)-2,2’-estilbeno di sulfónico ácido) (Sigma). Agar bacteriológico 

(BD Bioxon), D-sacarosa (J.T.Baker), Sorbitol (Sigma), Sorbosa (Sigma), Glucosa 

(Sigma), Fructosa (Golden bell), Alcohol isopropílico (Sigma), Etanol grado 

molecular (Sigma), Biotina (Sigma), Agarosa (Invitrogen), NEBuilder (New Englan 

BioLabs Inc). 

 

3.2. Cepas, medios de cultivo y condiciones de crecimiento. 

 

Las cepas de N. crassa utilizadas en este estudio se enlistan en la tabla 1. Todas 

las cepas fueron incubadas a 30°C con periodos de luz y oscuridad controlados. Se 

utilizó medio mínimo de Vogel (VMM) (Vogel, 1956) en todos los casos sin 

modificaciones, a excepción del medio utilizado en los ensayos de susceptibilidad a 

CFW, donde el pH fue ajustado a 7.0 con KOH 10N.  

Para la obtención de conidios, las cepas se cultivaron en matraces de 500 mL con 

50 mL de VMM sólido a 30 °C durante 14 días en condiciones de luz/oscuridad 

(12/12). Una vez maduros, los conidios se suspendieron en 50 mL de agua destilada 

estéril y fría, y se filtraron a través de tela “Magitel” estéril para eliminar el micelio. 

La suspensión de conidios se centrifugó a 10,000 rpm durante 2 minutos. El 

concentrado de conidios se lavó dos veces con sorbitol 1 M para eliminar sales del 

medio. Finalmente, los conidios fueron contados en cámara de Neubauer. La 

preservación de los conidios fue en sorbitol 1M a -20°C.  
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Tabla 1. Cepas fúngicas utilizadas en este trabajo 

CEPA  GENOTIPO FUENTE 

FGSC 9013 
(WT) 

OR74A mat A FGSC 

FGSC 9717 Δmus-51::bar+; his-3- mat A FGSC 

FGSC 16451 Δpir-1::hph  FGSC 

FGSC 17985 Δpir-2::hph FGSC 

N PIR1 Ptef-1::ps-pir-1::egfp::v5::pir-1 Este trabajo 

N PIR1-ΔKEX  Ptef-1::pir-1 (1—243)::egfp::v5:: pir-1 

(244—1155) 
Este trabajo  

C PIR1 Ptef-1::pir-1::v5::egfp Este trabajo 

C PIR1-ΔGPI Ptef-1::pir-1 (1—1027)::v5::egfp Este trabajo  

N PIR2 Ptef-1::ps-pir-2::egfp::v5::pir-2 Este trabajo 

C PIR2 Ptef-1::pir-2::v5::egfp Este trabajo 

 

 

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo. 

CEPA  GENOTIPO  FUENTE  

E. coli top 10®  Invitrogen  
E. coli pGEM:n pir-1 Ptef-1::ps::egfp::v5::pir-1 Este trabajo 
E. coli pGEM:n pir-1 
kex 

Ptef-1::pir-1(1-243)::egfp::pir-1(244-1155) Este trabajo 

E.coli pGEM:c pir-1 Ptef-1::pir-1::v5::egfp Este trabajo 
E. coli pGEM:c pir-
1δgpi 

Ptef-1::pir-1(1-1027)::v5::egfp Este trabajo 

E. coli pGEM:n pir-2 Ptef-1::ps::egfp::v5::pir-2 Este trabajo 
E. coli pGEM:c pir-2 Ptef-1::pir-2::v5::gfp Este trabajo 
E. coli pmf272:n pir-1 3’ his-3-flank::ptef-1::ps::egfp::v5::pir-

1::5’ flank 
Este trabajo 

E. coli pmf272:n pir-1 
kex 

3’ his-3-flank::ptef-1::pir-1(1-

243)::egfp::v5::pir-1(244-1155)::5’ flank 
Este trabajo 

E. coli pmf272:c pir-1 3’ his-3-flank::pir-1::v5::egfp:: 5’ flank Este trabajo 
E. coli PMF272:C PIR-
1δGPI 

3’ his-3-flank::pir-1(1-1027)::v5::egfp:: 5’ 
flank 

Este trabajo 

E. coli pmf272:n pir-2 3’ his-3-flank::ptef-1::ps::egfp::v5::pir-
2::5’ flank 

Este trabajo 

E. coli pmf272:c pir-2  3’ his-3-flank::pir-2::v5::egfp:: 5’ flank Este trabajo  
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3.3.  Análisis bioinformático  
 

3.3.1. Búsqueda de ortólogos PIR en hongos  

 

La búsqueda de secuencias ortólogas PIR en hongos se realizó a través de la 

identificación de motivos PIR de levaduras (IPR000420) bajo el modelo de 

diagnóstico HMM (Hidden Márkov Model) (Finn et al., 2016). La identificación se 

realizó con ayuda del servidor HMMER (https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/), el 

cual es un paquete de cuatro softwares para la búsqueda de similitudes de 

secuencias de proteínas utilizando métodos probabilísticos. La búsqueda se realizó 

contra la base de datos Ensambl Genomes Fungi. En particular, se utilizó el software 

hmmsearch para la búsqueda de secuencias con motivos PIR, el cual toma un perfil 

HMM y lo busca contra la base datos de secuencias blanco (Finn et al., 2011). Se 

utilizó un E-value de 1𝑥10−4 en todos los casos de búsqueda. El total de secuencias 

obtenidas bajo estos criterios de búsqueda fueron inspeccionados manualmente 

haciendo énfasis en la eliminación de secuencias repetidas debido a la presencia 

de más de una cepa de la misma especie. La identificación de repeticiones se 

realizó mediante alineamientos entre las proteínas de diferentes cepas de la misma 

especie (ver sección 3.3.3). 

3.3.2. Caracterización estructural por inferencia bioinformática 
 

Además de la identificación de motivos PIR en las secuencias de proteínas se 

realizaron búsquedas de dominios funcionales con la finalidad de inferir su potencial 

función a nivel celular.  Primero, la predicción del péptido señal se llevó a cabo con 

el servidor SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)  (Petersen et al., 

2008), la búsqueda de señal GPI se realizó con ayuda del servidor big-PI Fungal 

predictor (http://mendel.imp.ac.at/gpi/fungi_server.html) (Eisenhaber et al., 2004) y 

con la finalidad reducir el número de posibles falsos positivos en cuanto a la 

predicción de la señal GPI también se utilizó el servidor PredGPI predictor 

(http://gpcr.biocomp.unibo.it/predgpi/pred.htm) (Pierleoni et al., 2008).  

https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://mendel.imp.ac.at/gpi/fungi_server.html
http://gpcr.biocomp.unibo.it/predgpi/pred.htm
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3.3.3. Agrupamiento por clanes 

 

Para el agrupamiento de las secuencias identificadas por clanes de homología se 

utilizó el software MMseqs2 (Steinegger y Söding, 2017) localizado en el servidor 

Bioinformatics toolkit del Instituto Max Planck 

(https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/mmseqs2). Los parámetros utilizados para 

el agrupamiento fueron los siguientes: cobertura máxima de alineamiento (CMA): 

“0.5”, mínima identidad de alineamiento: “0.3”.  

3.3.4. Alineamiento de secuencias. 
 

En este trabajo se utilizó Clustal X como algoritmo de alineamiento múltiple de 

secuencias (Thompson et al., 1997). Todos los alineamientos se realizaron con los 

siguientes parámetros de ajustes: gap opening: “10”, gap extension: “1”, Delay 

divergent sequence (%): “30”, protein weight matrix: “Blosum series”. 

 

3.3.5. Edición del alineamiento múltiple.  
 

La edición de todos los alineamiento múltiples se realizó con ayuda del software 

JalView versión 2.10.4b1 (Waterhouse et al., 2009). La edición consistió en eliminar 

los gaps entre las secuencias conservando la continuidad de las secuencias de 

aminoácidos.  

3.3.6. Reconstrucción filogenética 
 

Una vez realizada la edición del alineamiento múltiple se procedió con la 

reconstrucción de la filogenia del total de las secuencias en estudio. Para llevar a 

cabo este paso se utilizó el software Mega 7 versión 7.0.9 (Kumar et al., 2016). 

Primeramente, se unieron todos los alineamientos de los clústeres previamente 

editados en un solo archivo para ser convertidos al formato .meg. Posteriormente, 

se alimentó al programa Mega 7 con este archivo. El criterio para la reconstrucción 

filogenética fue el criterio de distancias Neighbor-joining (NJ) (Saitou y Nei, 1987). 

La confiabilidad del árbol fue estimada por la prueba Bootstrapping con 1000 

https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/mmseqs2
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réplicas. Las distancias genéticas entre las secuencias fueron estimadas por el 

método p-distance. La tasa entre sitios fue uniforme y el tratamiento de los gaps fue 

por eliminación por pares.  

 

3.4 Estudios microbiológicos 
 

3.4.1 Determinación de la velocidad de crecimiento y patrones de ramificación. 

 

La velocidad de crecimiento se determinó mediante la extensión radial de la colonia. 

Las cajas fueron inoculadas con ayuda de un palillo de madera e incubadas a 30 °C 

durante 16 horas. Posteriormente se procedió a realizar mediciones del radio de la 

colonia en intervalos de 2 horas. En total se realizaron cuatro mediciones por caja 

dando como resultado un total de 12 muestras (tres cajas por cepa).  

Para determinar los patrones de ramificación se contaron el número de ramas que 

se encontraban entre la ramificación más próxima al ápice y los siguientes 500 µm 

hacia la zona distal de la hifa.  

3.4.2 Ensayo de susceptibilidad a Calcofluor White (CFW)  
 

Para realizar el ensayo de susceptibilidad a Calcofluor White se probaron cuatro 

concentraciones diferentes desde 0.250 mg/mL hasta 1 mg/mL con incrementos de 

0.250 mg/mL y cinco concentraciones de inóculo, partiendo de 5𝑥100 hasta 5𝑥104 

con incrementos de una potencia. El ensayo se realizó por triplicado para todos los 

tratamientos. La prueba se realizó en cajas Petri de 9 cm de diámetro (25 ml) con 

VMM a pH 7.  

Primeramente, se estandarizaron las condiciones del medio para los ensayos de 

sensibilidad a CFW ya que este agente químico baja el pH del medio haciendo que 

el CFW precipitara en el medio. Se estableció un pH 7 como valor de trabajo.  

Una vez establecido el valor del pH de trabajo se prepararon las cajas Petri con 

medio VMM más CFW. La preparación previa del CFW fue de acuerdo con el 
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protocolo establecido por Ram y Klis (2006): se preparó una solución concentrada 

de CFW al 1% (peso/vol.) a una concentración final de 10 mg/mL disuelto en KOH 

0.5% y glicerol 83% (vol./vol. La solución se esterilizó por filtración.  

Seguido de la preparación del CFW, con ayuda de un tubo Falcon, se prepararon 

todas las cajas con las diferentes concentraciones del reactivo. Para las cajas con 

0.250 mg/mL de CFW se agregó 0.625 mL de la solución concentrada, para la 

concentración de 0.5 mg/mL se utilizaron 1.25 mL de solución concentrada. En el 

caso del ensayo a concentración de 0.750 mg/mL de CFW se añadió 1.875 mL de 

la solución concentrada. Por último, para obtener una concentración de 1 mg/mL de 

CFW se añadieron 2.5 mL. En todos los casos el volumen final fue de 25 mL.  

3.5 Métodos moleculares  
 

3.5.1 Técnicas moleculares  

 

PCR 

En las mezclas de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizaron las 

siguientes concentraciones finales de cada componente: GoTaq G2 Green Master 

Mix 2X (PROMEGA), 1x; oligonucleótidos, 0.2 µM (T4 OLIGO); templado, 2.5 ng 

(GoTaq se utilizó únicamente para PCR’s de caracterización). Para todos los casos 

de amplificación de los fragmentos de interés para clonación se utilizó la Taq 

Platinum HiFi (ThermoFisher). El programa de termociclación se describe 

enseguida: desnaturalización inicial a 94°C/60 s; 25/30 ciclos de desnaturalización 

a 94 °C/30 s, el alineamiento de los oligonucleótidos se llevó a cabo durante 30 

segundos y la temperatura de hibridación de los cebadores estuvo en función de la 

Tm de cada uno de ellos (Tabla 2). Tanto la temperatura como el tiempo de 

elongación de la PCR fueron determinados en concordancia con lo establecido por 

el proveedor de la DNA polimerasa (GoTaq G2 Green Master Mix, temperatura 

óptima de 72 °C y amplificación de 1kb por minuto; PlatinumTaq polimerasa de alta 

fidelidad, temperatura óptima de 68 °C y amplificación de 1Kb por minuto) 

(Promega, México). Por último, un ciclo adicional de acabado se llevó a cabo a 67 
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°C/72 °C durante 5 min. La secuencia y la Tm de cada uno de los oligonucleótidos 

se pueden encontrar en la Tabla 2. 

 

 3.5.2. Caracterización molecular de las cepas mutantes.  

 

Para confirmar que las cepas FGSC #16451 y FGSC# 17985 proporcionadas por el 

Fungal Genetics Stock Center fueran, efectivamente, cepas mutantes del gen 

correspondiente Δpir-1 (NCU04033) y Δpir-2 (NCU07569), respectivamente, se 

realizó una caracterización molecular mediante PCR genómico.  

Primero, para confirmar la ausencia de los genes en las cepas KO se diseñaron dos 

parejas de oligonucleótidos (T4 Oligo, México) con ayuda del software ApE-A 

plasmid Editor v2.0.53c (Wayne, 2018): fPir-1/rPir-1 y fPir2/rPir2, una por cada gen 

pir-1 y pir-2, respectivamente. Por otra parte, para confirmar la inserción del casete 

hph de forma adecuada para cada una de las cepas mutantes, Δpir-1 y Δpir-2, se 

diseñó el cebador f5’hph-flank que hibrida con el extremo 5’ (forward) del sitio de la 

inserción de hph y uno más que hibrida dentro del gen hph (rhph, reverse). 

 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados en este trabajo 

Nombre  Secuencia Tm 
(°C) 

  61 
pTEF-
1_NotI_f 

5’ GCGGCCGCAACTACACTAGTCTAGAGTG 3’  

PIR-1_BstBI_r 5’ AGCTCGTTCGAATCAGATGAACCGCATG 3’  61 
PIR-2_BstBI_r 5’ AGCGTTCGAACTAGAACTGGCCATCG 3’ 61 
GFP_BstBI_r 5’ AGCTCGTTCGAATTACTTGTACAGCTCGTC 3’  60 
CPIR1-3 5' ATTGCTTCATTTTGACGGTTGATGTGCTGAC 3' 61 
CPIR1-4 5' AACCGTCAAAATGAAGCAATATCAGATCCTGACTC 3' 60 
CPIR1-5 5' GGTTTGCCGATGAACCGCATGCCAC 3' 60 
CPIR1-6 5' GGTTCATCGGCAAACCGATTCCGAAC 3' 60 
NPIR1-1 5' TGCTTCATTTTGACGGTTGATGTGCTG 3' 61 
NPIR1-2 5'ACCGTCAAAATGAAGCAATATCAGATCCTGACTCTTCTT

GCCTGCGTGGCCTCGGCCGCTGCCCAGGGTGTCACGG
CCGTGAGCAAGGG3' 

61 
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Nombre Secuencia  Tm 
(°C) 

NPIR1-3 5'CCCTTGCTCACGGCCGTGACACCCTGGGCAGCGGCCG
AGGCCACGCAGGCAAGAAGAGTCAGGATCTGATATTGC
TTCATTTTGACGGT3' 

61 

NPIR1-4 5' GGCCGTGAGCAAGGGCGAGG 3' 60 
NPIR1-5 5' GCGATCTTGGTGCTATCCAGGCCC 3' 60 
NPIR1-6 5' ATAGCACCAAGATCGCCCCCGAAG 3' 60 
PIR-1 Kex2_r 5’ CCTTGCTCACGACCTGCTGTTGTACGG 3’ 60 
GFPkex2_f 5’ GCAGGTCGTGAGCAAGGGCGAG 3’ 60 
GFP:V5Kex2_
r 

5’ TGGCACTGGCGGGTGCTATCCAG 3’ 60 

PIR1s/PS+kex
2 

5’ CACCCGCCAGTGCCATGGC 3’ 60 

PIR1_GPI_r 5’ GGTTTGCCGGTGATCACGACGCTGG 3’ 60 
V5:GFP_GPI_
f 

5’ GTGATCACCGGCAAACCGATTCCGAACC 3’ 60 

CPIR2-1 5' AGACTTCATTTTGACGGTTGATGTGCTG 3' 61 
CPIR2-2 5' ACCGTCAAAATGAAGTCTTTCACCTTGTCCG 3' 60 
CPIR2-3 5' GTTTGCCGAACTGGCCATCGTTGC 3' 60 
CPIR2-4 5' GCCAGTTCGGCAAACCGATTCCGAAC 3' 60 
NPIR2-1 5' AGACTTCATTTTGACGGTTGATGTGCTG 3' 60 
NPIR2-2 5'ACCGTCAAAATGAAGTCTTTCACCTTGTCCGGCGTTCT

CGCCGCTCTCACTGCCACCGCTGCCGTCCAGGCCCAGA
CCTACACCGTGAGCAA3' 

60 

NPIR2-3 5'TTGCTCACGGTGTAGGTCTGGGCCTGGACGGCAGCGG
TGGCAGTGAGAGCGGCGAGAACGCCGGACAAGGTGAAA
GACTTCATTTTGACGGT3' 

60 

NPIR2-4 5' CCTACACCGTGAGCAAGGGCGAGG 3' 60 
 NPIR2-5 5' GCCATCTTGGGTGCTATCCAGGCCC 3' 60 
NPIR2-6 5' GATAGCACCCAAGATGGCCCTTTCAACC 3' 60 
PIR1Forward 5' GATCCTGACTCTTCTTGCCTGC 3' 59 
PIR1Reverse 5' AGATGAACCGCATGCCACC 3' 59 
PIR2Forward 5' TCTTTCACCTTGTCCGGCG 3' 59 
PIR2Reverse 5' GAACTGGCCATCGTTGCTTTG 3' 58 
fHPH 5’ CACTGACGGTGTCGTCCATC 3’ 59 
PIR1-hph-rev 5' CACGCCCCACTTCTTCGG 3' 59 
PIR2-hph-rev 5' CCGATCAGGAGACGAAGGCTG 3' 59 
F_pGEM 5' GTTTTCCCAGTCACGACG 3' 56 
R_pGEM 5' CAGGAAACAGCTATGACCATG 3' 56 
Uni-
BstBIpMF272r 

5’ TCAGCATCCGTCTTGAGC 3’  54 

Uni-
Not1pMF272-f 

5' GCGAACGAAACCCCTGAAAC 3' 58 
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3.5.3 Construcción de casetes de expresión  

 

Para generar los casetes de expresión se trabajó con la metodología de ensamblado 

de Gibson (Gibson et al., 2009). Dicha técnica consiste en dotar de una región de 

homología a los fragmentos que se desea ensamblar.  

Primeramente, se amplificaron y purificaron cada uno de los fragmentos de interés 

con cebadores especiales para proporcionar una zona de homología con el 

fragmento adyacente a ellos. En seguida, los fragmentos se ensamblaron en una 

mezcla de reacción según el protocolo proporcionado por NebBuilder® (New 

England Biolabs), seguido por una reacción de PCR con los cebadores 

correspondientes para insertar los sitios de restricción Not I en el extremo 5’ del 

ensamble y BstBI en el 3’. La adición de estos sitios de restricción en los extremos 

de los ensambles permiten ligarlos con el plásmido pMF272 (Freitag et al., 2004)   

que dota a cada ensamble de las secuencias que permitirán la recombinación 

homóloga en el locus his-3.  

En el siguiente esquema se muestran detalladamente las etapas y estrategias que 

se llevaron a cabo para la obtención de cada una de las construcciones para la 

transformación.  

A. Fusión N-terminal de la proteína verde fluorescente GFP a las proteínas PIR 

putativas PIR-1 y PIR-2.  

1. Paso 1. Cada uno de los fragmentos que componen el ensamble se amplificó 

por separado con los oligonucleótidos correspondientes (O = 

Oligonucleótido). Para todos los casos, el péptido señal se sintetizó como un 

oligómero, a excepción de la construcción N PIR-1_Kex. 

 

Ptef-1::ps-pir-1::egfp::v5::pir-1 (N PIR-1) 

 

 

 

Ptef-1 ps

- 
egfp v5 pir-1 

Rxn 1 

O1: pTEF-1_NotI_f 

O2: N PIR1-1 

Rxn 3 

O1: N PIR1-4 

O2: N PIR1-5 

Rxn 4 

O1: N PIR1-6 

O2: N PIR1_BstBI 

Rxn 2 

O1: N PIR1-2 

O2: N PIR1-3 

BstBI NotI 
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Ptef-1::ps-pir-2::egfp::v5::pir-2 (N PIR-2) 

 

 

 

 

 

 

 

Para el caso de la fusión interna Ptef-1::pir-1
(1-243)

::egfp::v5::pir-1
(244-1155)

 (N PIR-1_Kex2) 

se amplificó la región 5’ del gen pir-1 desde la base 1 hasta la 243, que cubre hasta 

3 aminoácidos río abajo del sitio putativo de procesamiento Kex2 en la proteína. 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

B. Fusiones C-terminales de la proteína verde fluorescente GFP a las proteínas 

PIR putativas PIR-1 y PIR-2. 

Al igual que en las construcciones N-terminal, en las fusiones C-terminal cada uno 

de los fragmentos fue amplificado por separado para posteriormente ser 

ensamblados. Para la proteína Pir1 se diseñó una construcción adicional que 

llamamos C PIR1 ΔGPI, ya que en una búsqueda previa al diseño in silico, esta 

proteína dio positivo a la predicción de la señal GPI utilizando el servidor big-PI 

fungal predictor (http://mendel.imp.ac.at/gpi/fungi_server.html) (Eisenhaber et al., 

2004). Sin embargo, utilizando el servidor de predicción PredGPI 

(http://gpcr2.biocomp.unibo.it/predgpi/) (Pierleoni et al., 2008) el resultado fue 

negativo. Cabe destacar que big-PI fungal predictor utiliza un método especializado 

en proteínas GPI de hongos mientras que PredGPI es de uso general. Por ello, con 

Ptef-1 ps egfp v5 pir-2 BstBI NotI 

Rxn 5 

O1: pTEF-1_NotI_f 

O2: N PIR1-1 

Rxn 7 

O1: N PIR1-4 

O2: N PIR1-5 

Rxn 8 

O1: N PIR1-6 

O2: N PIR1_BstBI 

Rxn 6 

O1: N PIR1-2 

O2: N PIR1-3 

Ptef-1 pir-1 (1-243) gfp v5 pir-1 (244-1155) 

Rxn 9 

O1: pTEF-1_NotI_f 

O2: N PIR1-1 

Rxn 10 

O1: CPIR1-4 

O2: PIR1-Kex 

Rxn 11 

O1: GFP-Kex 

O2: GFP:V5kex2 

Rxn 12 

O1: PIR1s/Ps+kex 

O2: PIR1-BstBI 

http://mendel.imp.ac.at/gpi/fungi_server.html
http://gpcr2.biocomp.unibo.it/predgpi/
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la finalidad de evitar esta posible modificación se construyó el casete C PIR1 ΔGPI 

donde se utiliza una secuencia trunca de la proteína (aa 1-1027).   

 

Ptef-1::pir-1::v5::egfp (C PIR-1) 

 

 

 

 

 

 

Ptef-1::pir-2::v5::egfp (C PIR-2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ptef-1::pir-1 (1-1027)::v5::egfp (C PIR-1 ΔGPI) 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Paso 2. Una vez obtenidos los sub-ensambles, se ligaron en el plásmido 

pGEM T-Easy (Promega), con el que se transformaron células 

quimiocompetentes de E.+ coli TOP10 (ThermoFisher). El proceso de 

ligación en pGEM T-Easy vector se hizo de acuerdo con el protocolo 

Ptef-1 ps pir-1 v5 egfp 

Rxn 13 

O1: pTEF-1_NotI_f 

O2: N PIR1-1 

Rxn 14 

O1: C PIR1-4 

O2: C PIR1-5 

Rxn 15 

O1: C PIR1-6 

O2: GFP_BstBI 

Ptef-1 pir-2 v5 egfp 

Rxn 16 

O1: pTEF-1_NotI_f 

O2: N PIR2-1 

Rxn 18 

O1: C PIR2-4 

O2: GFP_BstBI 

Rxn 17 

O1: C PIR2-2 

O2: C PIR2-3 

pir-1 (1– 1027) 

Rxn 19 

O1: pTEF-1_NotI_f 

O2: N PIR2-1 

Rxn 20 

O1: C PIR1-4 

O2: r_PIR1_GPI 

Rxn 21 

O1: f_V5:GFP_GPI 

O2: GFP_BstBI 

egfp v5 Ptef-1 
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establecido en el kit: En un tubo de PCR se colocaron 5 µL de 2X Rapid 

ligation buffer, 50 ng del vector pGEM®-T Easy, 150 ng del producto de PCR, 

3 unidades de T4 DNA ligase. El volumen final de la reacción se llevó a 10 

µL. Finalmente, la reacción se incubó durante 1 hora a temperatura ambiente 

y 16 horas a 4 °C para incrementar la eficiencia. 

(https://worldwide.promega.com/products/pcr/pcr-cloning/pgem-t-easy-

vector-systems/?catNum=A1360).   

3. Paso 3. Las células transformantes se seleccionaron por resistencia a 

ampicilina y por su capacidad de hidrolizar X-Gal (colonias azules). 

Adicionalmente, por PCR de colonias se confirmó la presencia o ausencia 

del inserto de interés. De las colonias positivas se seleccionó una y se cultivó 

en medio LB líquido suplementado con ampicilina (1mg/mL). Se incubó a 37 

°C durante toda una noche (16 horas) a 220 rpm. Posteriormente, se realizó 

una miniprep para la purificación del plásmido. El producto de la miniprep fue 

caracterizado por análisis de restricción, BamHI y XbaI para las 

construcciones N-terminal, BamHI, XbaI y BstBI para las construcciones C-

terminales y por secuenciación.  Las digestiones se realizaron a 37 °C, 1 

hora.  

4. Paso 4. El plásmido obtenido por miniprep, para todos los casos, fue digerido 

con las enzimas NotI y BstBI (Anza, ThermoFisher, Scientific, USA) con el fin 

de obtener el fragmento de interés. Por otro lado, el plásmido pMF272 

también se digirió con las mismas enzimas para que permitiera una sub-

clonación dirigida. Para la ligación en pMF272 se utilizó la ligasa T4 (New 

England, BioLabs inc, USA). Las condiciones de ligación fueron las 

siguientes: 2 horas a temperatura ambiente y 16 horas a 16°C, más un 

periodo adicional de inactivación a 65 °C por 10 minutos. La sub-clonación 

de estos plásmidos se llevó a cabo de la misma manera que como se 

mencionó anteriormente. 

 

 

https://worldwide.promega.com/products/pcr/pcr-cloning/pgem-t-easy-vector-systems/?catNum=A1360
https://worldwide.promega.com/products/pcr/pcr-cloning/pgem-t-easy-vector-systems/?catNum=A1360
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3.5.4 Transformación de conidios de N. crassa 

 

Para todos los casos se utilizaron las mismas condiciones de transformación. Se 

tomó una alícuota de conidios (1.25 x108 conidios) de la cepa FGSC #9717 y se 

transformaron mediante electroporación con su respectiva construcción (1 µg). 

Posteriormente, la mezcla de los conidios con el DNA se transfirió a una cubeta de 

electroporación de 0.2 cm y se electroporaron bajo los siguientes parámetros: 1.5kv, 

600 Ω y 25 Ω. Inmediatamente después del choque eléctrico, las células se 

resuspendieron en 900 µL de sorbitol 1 M. En seguida, el total del volumen se dividió 

en cuatro alícuotas iguales y se plaquearon en cajas Petri con medio sólido FGS 

(Fructosa, Glucosa, Sorbosa) (Margolin et al., 1997) y se incubaron a 30 C durante 

cinco días. En todos los casos se seleccionó por prototrofía a histidina. 

 

3.6 Microscopia  
 

Las transformates protótrofas de N. crassa fueron preliminarmente escrutadas para 

detectar la señal de fluorescencia de GFP en un microscopio confocal vertical Leika 

TCS SPE RGBV en el Laboratorio de Microscopía Confocal del CIATEJ. Las 

imágenes fueron adquiridas con el software LAS X y posteriormente analizadas con 

el software LAS X v3.4.218368. Para mejorar la calidad de las observaciones, se 

utilizó un microscopio confocal invertido OlympusFluoview FV-1000 en el 

Laboratorio Nacional de Microcopía Avanzada-CICESE utilizando la técnica del 

bloque de agar invertido (Hickey et al., 2002). Las muestras fueron observadas con 

el objetivo apocromático 60X/1.40 usando aceite de inmersión. Para visualizar la 

señal de la proteína GFP se utilizó un láser de xenón con una longitud de onda de 

excitación de 488 nm y un filtro para la proteína EGFP, la emisión fue en el rango 

de los 505-605 nm. La captura de las imágenes se realizó con el programa FV-10 

ASW 4.1 viewer. La edición de las imágenes se realizó con el sofware libre ImageJ 

(Schneider et al., 2012). 
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Capítulo 4  

4. Resultados y discusión  
 

4.1. Clasificación y caracterización de las secuencias de proteínas PIR 

putativas  

 

Con el fin de determinar la relación filogenética que hay entre las proteínas PIR de 

N. crassa con las de levaduras y las de otros hongos filamentosos, se realizó una 

búsqueda en la base de datos Ensambl Genome Fungi utilizando el HMM (modelo 

oculto de Markov) del motivo Yeast PIR (PF00399). Además de esta base de datos, 

también se realizaron búsquedas en las bases de datos Reference Proteomes, 

UniprotKB, Swiss Prot, Ensambl (all), y Ensambl Genome (all). Se consideraron 

todas aquellas secuencias con un E-value menor a 1𝑥10−4. En total, se obtuvieron 

375 secuencias ya depuradas, todas pertenecientes al reino fungi, específicamente 

al filo de los Ascomicota, en los tres subfilos (Pezizomicotina, Saccharomicotina y 

Taphrinomicotina) y distribuidas en seis clases: Saccharomycetes (234), 

Sordariomycetes (41), Dothideomycetes (46), Eurotiomycetes (39), Leotiomycetes 

(14), Pezizomycetes (1) (figura 2a). En el subfilo Taphrinomicotina únicamente se 

predijo la existencia de un solo organismo con una proteína PIR. Este resultado 

podría deberse a que el número de genomas secuenciados y anotados de 

microorganismos de este subfilo es muy limitado. A pesar de las reiteradas 

búsquedas en las diferentes bases de datos, no se logró localizar ninguna secuencia 

con el motivo Yeast PIR (PF00399) entre basidiomicetos, ni en animales, plantas o 

procariotes. Con lo que se puede inferir que este motivo es exclusivo de hongos del 

filo de los Ascomicota, lo que coincide con lo reportado por Ruiz-Herrrera (2008). 

Sin embargo, no todos los organismos de este filo lo tienen.  Zhang et al. (2015), 

demostraron que los dominios CFEM son también dominios exclusivos de los 

hongos y reportaron que la distribución de los dominios CFEMs en Ascomicota 

muestran una gran diversidad al igual que los motivos PIR. Por otro lado, 

Muszewska et al. (2017), habla sobre una familia de serin-proteasas (S64) que son 

exclusivas para hongos Ascomicotas y Agaricomicotina. El arreglo de la secuencia 
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de aminoácidos en una proteína puede ir marcando la ruta de evolución de ésta. 

Abordamos dos posibles situaciones que en términos evolutivos pudieron ocurrir 

con los motivos PIR dentro del filo de los Ascomicota; 1) los motivos PIR tiene un 

ancestro común reciente de los Ascomicotas y se perdieron en algunas clases 

conforme fueron evolucionando; 2) los motivos PIR se generaron en eventos 

independientes entre las diferentes clases. Cabe destacar que no se observó una 

correlación aparente entre el número de genes codificantes para proteínas PIR ni 

del número de motivos respecto al estilo de vida de los diferentes hongos.  

 

Con el fin de identificar sub-grupos funcionales se llevó a cabo un agrupamiento por 

homología. El programa utilizado para este agrupamiento (MMseqs2) arrojó un total 

de 17 grupos, de los cuales nueve fueron secuencias únicas y los ocho restantes 

contenían dos o más secuencias. Las nueve secuencias únicas fueron descartadas 

para este estudio. La caracterización de los ocho clústeres restantes se realizó 

mediante una búsqueda adicional de dominios funcionales diferentes a PIR; 

además, se determinó la presencia de señal GPI (GPI), péptido señal (PS), regiones 

transmembranales (RTM), dominio de cisteínas asociado a proteínas PIR, sitio de 

procesamiento Kex2 y composición de aminoácidos. La representación gráfica de 

la estructura de las secuencias de cada uno de los clústeres generados se puede 

ver en la figura 2b. 

 

4.1.1 Clúster 1 

 

El clúster 1 es un grupo de secuencias muy reducido, tres en total, todas 

pertenecientes al género Aureobasidium (A. subglaciale: 

AUEXF2481DRAFT_43981; A. pollulans: M438DRAFT_338067; A. namibiae: 

M436DRAFT_67802); sin embargo, se considera un grupo interesante ya que 

cuenta con todas las señales estudiadas: presencia de PS, señal GPI, RTM y 23% 

de Ser/Thr, a excepción del sitio de corte Kex2 y el dominio de cuatro cisteínas típico 

de las PIR de levaduras. Los dos motivos PIR encontrados se localizan próximos al 

extremo C-terminal; en contraposición a la localización característica de los motivos 
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PIR de las proteínas de S. cerevisiae (Ecker et al., 2006; Toh‐E et al., 1993), y se 

encuentran uno seguido del otro separado por una secuencia de ~10 aminoácidos. 

Actualmente solo hay un reporte en el que se ha predicho la presencia de señal GPI 

en un grupo de proteínas PIR (Urbar-Ulloa, 2018). Sin embargo, estas proteínas 

resultarían complicadas de explicar tanto en términos evolutivos como funcionales.  

La presencia del péptido señal, un 23% de Ser/Thr y la señal GPI sugieren que son 

proteínas GPI auténticas de acuerdo con los criterios establecidos por De Groot et 

al., (2003). Aunado a eso, la presencia de motivos PIR refuerza la hipótesis de que 

éstas son proteínas de pared. Sin embargo, la predicción de un dominio 

transmembranal sugiere la disposición final de estas proteínas en la membra 

plasmática. Se sabe que en levaduras existe una señal intrínseca dentro de la señal 

GPI que define si una proteína llega a la membrana plasmática o es translocada a 

la pared celular (de Groot et al., 2003). Por otro lado, se ha visto que la presencia 

de un dominio rico en ser/thr en la familia de proteínas Iff en Candida albicans puede 

anular la señal de la región proximal del sitio ω impidiendo su procesamiento 

(Boisramé et al., 2011).  

Basado en estas observaciones se podría justificar la conservación de los motivos 

PIR en estas proteínas, ya que, de ser anulada la señal GPI la proteína podría 

utilizar los motivos PIR para su unión a la pared celular. Sin embargo, la presencia 

de un dominio transmembranal en el extremo C-terminal anula la hipótesis 

anteriormente planteada sugiriendo que, de no ser procesado el GPI, la proteína 

podría ser anclada a la membrana plasmática eliminando la posibilidad de unión a 

la pared celular mediante los motivos PIR. Pero en términos evolutivos ¿por qué y 

para qué una proteína necesitaría tener tantas señales a la vez? Una potencial 

explicación se podría dar basándonos en las GPI-proteínas llamadas moléculas de 

adhesión celular (CAMs), específicamente en las NCAM de ratón. Se ha reportado 

que estas proteínas tienen diferentes mecanismos de anclaje; mediante dominios 

transmembranales o en forma de GPI-proteínas, incluso se han observado de 

manera extracelular (Goridis y Wille, 1988). Goridis y Wilie (1988) sugieren que la 

diversidad estructural de estas proteínas provenientes de un solo gen es debido a 

variaciones post-transcripcionales o splicing alternativo brindando así una mejor 
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respuesta de adaptación de las células, es decir, dependiendo de las condiciones 

ambientales en las que se encuentre la célula será la versión de la proteína que se 

sintetizará. La versatilidad de las proteínas en un hongo patógeno es esencial para 

el proceso de patogénesis. Los diferentes posibles mecanismos de estas proteínas 

sugieren que podrían ser proteínas importantes relacionadas con el proceso de 

patogénesis del hongo permitiendo una mejor respuesta y adaptación al 

contraataque del huésped.   

 

4.1.2 Clúster 2  

 

El clúster 2, al igual que el clúster 1, es un grupo pequeño de proteínas PIR 

putativas, tres secuencias, que pertenecen a la levadura dimórfica Candida glabrata 

(AO438_004599, AO443_004447 y CAGL0M03773g). Este pequeño grupo, a 

diferencia del clúster 1, no tiene una región transmembranal, pero si cuenta con un 

péptido señal, una señal GPI y, de igual manera, tampoco presenta un sitio de corte 

Kex2 ni dominio de cuatro cisteínas. Por otro lado, para este grupo de secuencias 

se pudo determinar que la composición de Ser/Thr es superior al 30 %, 

conservándose en su mayoría próxima al extremo N-terminal.  Los motivos PIR 

predichos para estas secuencias fueron dos, distribuidos próximos al extremo C-

terminal. La presencia de un alto porcentaje de serina/treonina sugiere que son 

proteínas que se translocan a la pared, ya que se ha demostrado que repeticiones 

internas ricas en Ser/Thr son necesarias para la localización de algunas GPI-CWPs 

en la pared celular (Matthew B. Frieman y Cormack, 2004). 
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A) Distribución de proteínas PIR hipotéticas por clase. B) Representación gráfica de la 
estructura principal de los diferentes clústeres creados por homología. 

 

4.1.3 Clúster 3  

 

Este clúster es uno de los más grandes de todos los clústeres obtenidos, representa 

cerca del 63% del total de secuencias analizadas. Se pudo predecir, en la mayoría, 

la presencia de un péptido señal, seguido por un sitio de procesamiento Kex2, 

además se detectó una gran variabilidad en el número de motivos PIR entre las 

diferentes secuencias (desde los 2 a los 10 motivos); todos éstos, próximos al 

Figura 2 Distribución por clase y homología de las proteínas PIR 
putativas. 
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extremo N-terminal. Además, próximo al extremo C-terminal, se localizó un dominio 

muy conservado de cuatro cisteínas con la expresión regular C-x(64)-C-x(16)-C-

x(12)-C, el cual corresponde a lo ya reportado para las proteínas PIR de la levadura 

S. cerevisiae (Jaafar et al., 2003; Mrsa y Tanner, 1999; Toh-e et al., 1993). Cabe 

destacar que las cuatro proteínas PIR de S. cerevisiae se encuentran en este grupo. 

Interesantemente, se identificó un posible motivo de función desconocida entre la 

primer y segunda cisteína del dominio de las cuatro cisteínas, asemejándose a un 

motivo PIR pero este de forma invertida (Figura 4b), al que llamamos PIR espejo. 

En este clúster se pueden encontrar PIRs de algunas levaduras de interés como 

Pichia kudriavsevii, C. glabrata, T. delbrueki, S. cerevisiae, T. phaffi, K. lactis, K. 

marxianus, N. castelli, Z. rouxii, L. thermotolerants, L. fermentati, H. opuntiae, H. 

ovarum, L. lansarotensis, K. africana, C. tenuis, C. auris, D. seriata, N. parvum, C. 

arabinofermentans, B. bruxellensis, S. boulardii, W. ciferri, L. mirantina, H. 

osmophila entre otras. Por otro lado, dentro de este grupo se identificaron 36 

secuencias correspondientes a 16 géneros y 21 especies (ver tabla 2), con la 

presencia de motivos PIR con variaciones desde uno a las 12 repeticiones, 

distribuidos todos próximos al extremo N-terminal. Además, se cuenta con el 

dominio de cuatro cisteínas en el extremo C-terminal; sin embargo, son carentes del 

péptido señal, RTM y señal de GPI. La presencia de estas dos características 

(motivos PIR y dominio de cisteína) sugieren que es una proteína de pared, pero la 

ausencia de una señal de secreción no permite predecir si efectivamente es una 

proteína de pared. Se podría especular que son proteínas que siguen una vía 

alterna (no convencional) para su translocación en la pared celular. Lopez-Villar et 

al, (2006) demostraron en una serie de experimentos que una enolasa sin una señal 

de secreción en el extremo N-terminal puede ser exportada a la pared celular 

(López-Villar et al., 2006). Por otro lado, se ha demostrado que algunas proteínas 

de choque térmico en la levadura C.albicans pueden llegar a la pared celular sin 

una señal de secreción convencional (Faria-Oliveira et al., 2015; Miura y Ueda, 

2018). 
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4.1.4 Clúster 4  

 

Las secuencias agrupadas en este clúster fueron consideradas muy peculiares ya 

que como resultado de la predicción de dominios funcionales con la base de datos 

de Pfam se predijeron dos dominios (N y C-terminales) asociados a la función 

glicosil hidrolasa de la familia 3 y un dominio fibronectina tipo III. Además, se predijo 

la presencia del péptido señal y dos motivos PIR localizados en el extremo C-

terminal. Interesantemente, estas secuencias parecen tener dos sitios putativos de 

procesamiento Kex2, uno posterior al péptido señal y el otro ~104 aminoácidos río 

arriba del motivo PIR encontrado. Aparentemente, el sitio de procesamiento Kex2 

escindiría el motivo PIR impidiendo que la proteína madura tenga un sitio de anclaje 

a la pared. Por otro lado, se localizaron ocho cisteínas altamente conservados en 

todas las secuencias con la siguiente expresión regular: C-x(15)-C-x(56)-C-x(32)-C-

x(59)-C-x(10)-C-x(178)-C-x(4)-C. El motivo PIR espejo no fue identificado en estas 

secuencias.  

 

4.1.5 Clúster 5  

 

Es un grupo de 10 secuencias que se caracteriza por la ausencia del dominio de 

cisteínas. Los motivos PIR varían desde las dos hasta las nueve repeticiones, todas 

ellas próximas al extremo C-terminal. Además, se detectó la presencia de señal GPI. 

Este clúster incluye proteínas PIR putativas de levaduras pertenecientes al género 

Lachancea (L. mirantina: LAMI_0G04126G; L. mayersii: LAME_0G16446G; L. 

dasiensii: LADA_0G10770G; L. lanzarotensis: LALA0_S02e02608g; L. 

thermotolerans: KLTH0D05676g; L. fermentati: LAFE_0F07646G), Kluyveromyces 

(K. marxianus: KMAR_50198), Hanseniospora (H. osmophila: AWRI3579_g1373) y 

Torulospora (T. delbrueckii: TDEL_0A02600). En este caso se determinó un 28.82 

% de Ser/Thr. A diferencia del clúster 3, y a pesar de ser proteínas PIR putativas de 

levaduras, este grupo no contiene el dominio de cuatro cisteínas, pero mantienen 

una señal GPI. Las proteínas PIR de levaduras se caracterizan por tener una serie 

de motivos PIR repetidos distribuidos en el extremo N-terminal y un dominio de 

cuatro cisteínas próximos al extremo C-terminal (Jaafar et al., 2003; Toh-e et al., 
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1993); sin embargo, atípicamente estas proteínas putativas no cuentan con todas 

las señales características. Urbar-Ulloa., (2018) reportó el primer grupo de proteínas 

PIR con señal GPI; sin embargo, su análisis fue limitado a la presencia y ausencia 

de esta señal. Se ha reportado que estas proteínas (proteína PIR) pueden unirse a 

la pared celular a través de los motivos PIR o las cisteínas (Ecker et al., 2006; Mrsǎ 

et al., 1997). Sin embargo, hasta el momento no se han esclarecido cuáles son los 

mecanismos por el que una proteína puede unirse a través de uno o el otro sitio de 

anclaje. Para el caso de este clúster, se podría predecir un escenario más complejo 

de entender: los sitios de unión PIR se encuentran próximos al extremo C-terminal 

al igual que la señal GPI; por lo tanto, ¿mediante qué mecanismos podría diferenciar 

el sitio de anclaje a elegir? ¿Existiría un impedimento estérico que bloquee a uno 

de los dos mecanismos? De ser así, ¿cuál de los dos prevalecería? Por otro lado, 

en términos evolutivos, se sabe que las proteínas PIR son ineficientes al momento 

de ser ancladas a la pared (Sumita et al., 2005) y que estas son sobre-expresadas 

en periodos de daño de la pared celular en S. cerevisiae (Boorsma et al., 2004; 

Lagorce et al., 2003) por lo que su función es la de proteger a la célula. Entonces, 

¿podría ser la señal GPI un mecanismo adaptado para estas proteínas con la 

finalidad de aumentar su eficiencia al momento de proteger a la célula? En contraste 

a estas suposiciones, se sabe que las proteínas PIR, en comparación a las GPI-

proteínas, éstas se encuentran uniformemente distribuidas a través de la capa 

interna de polisacáridos de la pared (Kapteyn et al., 1999, 2000), lo que sugeriría 

que al anclarse mediante GPI perderían la propiedad de su distribución al ser los β-

1,6 glucanos el punto de anclaje del GPI, quienes se encuentran en menor 

proporción respecto a los β-1,3 glucanos (polisacáridos de unión de los dominios 

PIR).  

 

4.1.6 Clúster 6  

 

El clúster 6 es solo la colección de dos secuencias de aminoácidos, ambas 

pertenecen a especies del género Neurospora (N. crassa: NCU 07569 (PIR-2); y N. 

tetrasperma). Estas proteínas hipotéticas únicamente dieron positivo para el péptido 

señal y motivos PIR, que se encuentran localizados próximos al extremo C-terminal. 
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Estos resultados concuerdan con lo ya reportado por De Groot et al., (2005) donde 

menciona la distribución atípica de la estructura secundaria de las proteínas PIR de 

N. crassa, Gibberella zeae y Magnaporte grisea.  

 

4.1.7 Clúster 7  

 

Es un grupo reducido de tres secuencias, dos de ellas (AUEXF2481DRAFT_42647 

y M436DRAFT_57116) pertenecientes a especies del género Aureobasidium y una 

más (LY89DRAFT_743396) al género Phialocephala (P. scopiformis). Se predice la 

presencia de un péptido señal y un dominio conservado de cuatro cisteínas con la 

expresión regular C-x(89)-C-x(54)-C-x(9)-C. Curiosamente, estas cuatro cisteínas 

se encuentran localizadas más al centro de la secuencia de aminoácidos 

comprendida entre el aminoácido 306 y 450. Algo que resulta interesante es que 

para estas secuencias tampoco se encuentra presente el motivo PIR espejo. Por lo 

que se podría sugerir que estas cisteínas no están asociadas a mecanismos de 

unión a pared; sin embargo, se requiere de más evidencia que sustente nuestra 

hipótesis. Se discutirá la relación de lo que llamamos PIR espejo con las cisteínas 

involucradas a la unión de pared en el apartado 4.3.   
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Tabla 4. Especies con proteínas PIR hipotéticas para estudio de vías de secreción 
alterna. 

 
Gen ID Dominio de 

4 cisteínas  
PIR 
espejo  

Motivos 
PIR  

Kex2 

Acidomyces richmondensis  M433DRAFT_151342 Sí Sí 2 No 

Babjeviella inositovora ODQ81314 Sí Sí 8 No 

Candida tenuis CANTEDRAFT_129279 Sí Sí 8 N y C 

Exophiala aquamarina  A1O9_08375 Sí Sí 1 No 

Eremothecium cymbalariae Ecym_5166 Sí Sí 7 N 

Eremothecium sinecaudum AW171_hschr42265 Sí Sí 5 N 

Hyphopichia burtonii  HYPBUDRAFT_158135 Sí Sí 6 N y C 

Hanseniaspora valbyensis HANVADRAFT_94861 Sí Sí 7 No 

Kazachstania naganishii  KNAG_0C01100 Sí Sí 10 N y C 

Kazachstania naganishii  KNAG_0C02460 Sí Sí 9 N 

Meyerozyma guilliermondii  PGUG_01804 Sí Sí 5 N 

Naumovozyma castellii  NCAS_0B08250 Sí Sí 7 N 

Naumovozyma dairenensis  NDAI_0B00190 Sí Sí 12 N 

Naumovozyma dairenensis  NDAI_0A01000 Sí Sí 9 N 

Ogataea parapolymorpha  HPODL_00828 Sí Sí 8 N 

Pichia kudriavzevii  JL09_g2880 Sí Sí 7 N 

Pichia kudriavzevii  JL09_g1786 Sí Sí 5 No 

Pichia kudriavzevii  BOH78_4642 Sí Sí 6 N 

Saccharomyces eubayanus DI49_3217 Sí Sí 8 N 

Saccharomyces eubayanus DI49_3218 Sí Sí 12 N y C 

Tetrapisispora blattae  TBLA_0F00670 Sí Sí 6 N 

Tetrapisispora blattae  TBLA_0A00870 Sí Sí 4 N 

Tetrapisispora blattae  TBLA_0H03100 Sí Sí 4 N 

Tetrapisispora blattae  TBLA_0A01190 Sí Sí 2 N 

Tetrapisispora blattae  TBLA_0H03080 Sí Sí 3 N 

Tetrapisispora blattae  TBLA_0A04270 Sí Sí 7 N 

Tetrapisispora blattae  TBLA_0C05850 Sí Sí 8 N y C 

Tetrapisispora phaffii TPHA_0E03270 Sí Sí 5 N 

Tetrapisispora phaffii TPHA_0A02840 Sí Sí 3 N 

Vanderwaltozyma polyspora Kpol_2001p21 Sí Sí 3 N 

Zygosaccharomyces bailii ZBAI_03261 Sí Sí 9 N 

Zygosaccharomyces 
parabailii 

BZL39_I03140 Sí Sí 11 N 

Zygosaccharomyces 
parabailii 

BZL39_O03110 Sí Sí 9 N 

Zygosaccharomyces rouxii ZYGR_0BB00100 Sí Sí 3 No 

Zygosaccharomyces rouxii ZYRO0G18304g Sí Sí 7 N 

Zygosaccharomyces rouxii ZYGR_0AD05320 Sí Sí 9 N y C 

https://fungi.ensembl.org/Acidomyces_richmondensis_bfw_gca_001592465
https://fungi.ensembl.org/Exophiala_aquamarina_cbs_119918_gca_000709125
https://fungi.ensembl.org/Hyphopichia_burtonii_nrrl_y_1933_gca_001661395
https://fungi.ensembl.org/Kazachstania_naganishii_cbs_8797_gca_000348985
https://fungi.ensembl.org/Kazachstania_naganishii_cbs_8797_gca_000348985
https://fungi.ensembl.org/Naumovozyma_castellii_cbs_4309_gca_000237345
https://fungi.ensembl.org/Naumovozyma_dairenensis_cbs_421_gca_000227115
https://fungi.ensembl.org/Naumovozyma_dairenensis_cbs_421_gca_000227115
https://fungi.ensembl.org/Ogataea_parapolymorpha_dl_1_gca_000187245
https://fungi.ensembl.org/Pichia_kudriavzevii_gca_000764455
https://fungi.ensembl.org/Pichia_kudriavzevii_gca_000764455
https://fungi.ensembl.org/Pichia_kudriavzevii_gca_000764455
https://fungi.ensembl.org/Tetrapisispora_blattae_cbs_6284_gca_000315915
https://fungi.ensembl.org/Tetrapisispora_blattae_cbs_6284_gca_000315915
https://fungi.ensembl.org/Tetrapisispora_blattae_cbs_6284_gca_000315915
https://fungi.ensembl.org/Tetrapisispora_blattae_cbs_6284_gca_000315915
https://fungi.ensembl.org/Tetrapisispora_blattae_cbs_6284_gca_000315915
https://fungi.ensembl.org/Tetrapisispora_blattae_cbs_6284_gca_000315915
https://fungi.ensembl.org/Tetrapisispora_blattae_cbs_6284_gca_000315915
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No, sin presencia de señal para procesamiento por Kex2; N, presencia de señal de procesamiento por Kex2en el extremo N 

terminal; C, presencia de señal de procesamiento por Kex2en el extremo C terminal. 
 

4.1.8 Clúster 8 

 

El clúster 8 es el segundo grupo más grande con 103 secuencias en total. Para el 

total de las proteínas se predijo la presencia de la señal GPI en el servidor big-PI 

fungal predictor; sin embargo, en PredGPI cinco de ellas no fueron positivas para 

esta señal, entre ellas la proteína hipotética PIR1 de N. crassa (NCU04033). Cerca 

del 35% de las secuencias que conforman a este clúster se predice al menos una 

región transmembranal y en su totalidad comparten un dominio conservado de 

cuatro cisteínas con la expresión regular C-x(63)-C-x(15)-C-x(15)-C en el extremo 

N-terminal lo que coincide con lo ya reportado por De Groot et al., (2005) para 

algunos hongos filamentosos (N. crassa, B. graminis, G. zeae y M. grisea). El motivo 

PIR espejo se encontró presente en todas las secuencias, localizado entre la 

cisteína uno y dos. Estudios anteriores habían reportado el extremo C-terminal de 

las proteínas PIR de levaduras como altamente conservado (De Groot et al., 2005; 

Weig et al., 2004a), en el presente trabajo incrementamos el número de especies 

de hongos filamentosos. Es importante recalcar que este dominio de cisteínas se 

encuentra próximo al extremo N-terminal, cosa contraria al clúster 3. Cabe destacar 

que, en su mayoría, los organismos presentes en este clúster pertenecen a la clase 

de los Sordariomycetes; C. militaris (CCM_02893), V. gallapava (PV09_00679), N. 

crassa (NCU04033:Pir1), M. brunnem (MBR_02265), entre otras; Dothadiomycetes: 

B. zeicola (COCCADRAFT_41310), B. oryzae (COCMIDRAFT_49634) y, en menor 

proporción, se encuentran organismos de la clase Leotiomycetes: B. graminis 

(CCU795989), O. maius, y Ascomycetes: E. necátor (EV44_g0408). Los motivos 

PIR varían en el número de repeticiones desde los dos hasta los 12 distribuidos 

próximos al extremo C-terminal. El sitio de procesamiento Kex2 se hace presente 

en la mayoría de las secuencias y próximo al extremo N-terminal. La caracterización 

de cada uno de los clústeres nos alienta a asumir que la familia de proteínas PIR es 

una familia de proteínas muy diversa con variaciones en estructura.  
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4.2. Relación filogenética entre las proteínas PIR de N. crassa con las de 

levaduras y otros hongos filamentosos.  

 

Una vez obtenidos los clústeres y caracterizado cada uno de ellos, la segunda 

pregunta fue ¿cuál es la relación filogenética que existe entre cada uno de los ocho 

clústeres obtenidos? Una segunda pregunta que nos dimos a la tarea de contestar 

fue, ¿qué tan distantes son nuestras proteínas de estudio (NCU07569 y NCU04033) 

respecto a las proteínas PIR de S. cerevisiae? ¿Confieren alguna ventaja 

competitiva a estos hongos respecto a aquellos que no las tienen? 

 

En el análisis filogenético se obtuvieron dos clados principales (Ver figura 3). En el 

clado A, se encuentran distribuidos siete de los ocho clústeres analizados (1, 2, 4, 

5, 6, 7 y 8), mientras que en el clado B se encuentra solo el clúster 3 que en su 

mayoría pertenece solo a levaduras del orden de los Saccharomycetes. Con esto, 

nos dimos cuenta de que las proteínas PIR hipotéticas de N. crassa (NCU04033 y 

NCU07569), en términos filogenéticos, están muy distantes entre sí, pero mucho 

más distantes de las proteínas PIR de S. cerevisiae.  

 

4.3 PIR espejo asociado al dominio de cisteínas  

 

Con el fin de entender más a fondo qué es lo que sucedía a nivel de secuencia entre 

los diferentes clústeres se llevó a cabo un alineamiento entre el total de las 

secuencias. El clúster 3 y 8 son los clústeres más grandes y representativos del total 

de las secuencias. Como resultado de este estudio se encontró que el extremo C-

terminal del clúster 3 se alineaba con el extremo N-terminal del clúster 8 y que el 

dominio de las cuatro cisteínas se encuentra parcialmente conservado para todas 

las secuencias (Ver figura 4a). No obstante, la región entre la cisteína uno y la 

cisteína dos se encontró que está altamente conservada y corresponde a lo que 

hemos llamado PIR espejo. Para conocer de manera más certera esta región 

conservada, se construyó un perfil HMM. En la figura 4b se puede observar la 

representación gráfica del perfil HMM creado. 



    
 

47 
 

 

 
Figura 3 Reconstrucción filogenética del total de secuencias de proteínas PIR putativas. 
Los triángulos azules localizan a las proteínas PIR de S. cerevisiae. Los triángulos rojos 
localizan a las proteínas PIR de N. crassa. La letra c representa a cada clúster generado 

por agrupación por homología y su número respectivo.  
 

 

 

 

 

Clado B Clado A 
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Figura 4 Las proteínas PIR de hongos con dominio de cisteínas asociado a la pared celular 

tienen un motivo PIR invertido. A) Alineamiento mostrando la región más conservada entre 

las secuencias del clúster 3 y clúster 8 correspondientes al dominio de cisteínas. B) Logo 

del perfil HMM representando los aminoácidos más conservados entre la cisteína uno y 

dos del dominio. 
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Partiendo de la premisa de que si existe una región muy conservada dentro de una 

secuencia esta podría tener cierto valor a nivel de la funcionalidad de la proteína, 

se utilizó este nuevo perfil HMM para realizar una búsqueda en las bases de datos 

anteriormente mencionadas. De manera interesante, cerca de 900 secuencias 

fueron localizadas, de las cuales alrededor de 300 no contienen el motivo PIR de 

levaduras y muchas de ellas han sido anotadas por medios bioinformáticos como 

proteínas potencialmente constituyentes de la pared. Debido a estos datos 

preliminares planteamos la hipótesis de que este motivo PIR espejo está asociado 

al dominio de cisteínas que interactúan con la pared celular.  

 

4.4. Evaluación del compromiso funcional de las proteínas PIR-1 (NCU_04033) y 

PIR-2 (NCU_07569) de N. crassa. 

 

Se evaluaron dos cepas knock-out proporcionadas por el Fungal Genetics Stock 

Center (FGSC, por sus siglas en inglés), Δpir-1 (FGSC 16451) y Δpir-2 (FGSC 

17985). Esto se llevó a cabo con la finalidad de saber qué sucedería a nivel celular 

si la proteína ancla queda completamente inhabilitada debido a la proteína pasajero. 

Como referencia para este estudio se utilizó la cepa silvestre (WT) (FGSC 9103). 

La caracterización molecular mediante PCR genómico confirmó la deleción del gen 

pir-1 (FGSC# 16451) y pir-2 (FGSC# 17985) (Ver materiales y métodos). Esta 

caracterización molecular se consideró necesaria ya que es importante confirmar 

que las cepas que se están evaluando sean auténticas. En la figura 5a, el carril 1 y 

2 corresponden al producto de PCR para el gen pir1 (1114 pb) y pir2 (1178 pb), 

respectivamente, presentes en la cepa WT. Los carriles 3 y 4 corresponden a la 

cepa Δpir-1; en el carril 3 no se observa amplificación, lo que confirma la ausencia 

del gen que codifica para PIR-1; por otro lado, la banda en el carril 4 confirma la 

presencia del gen que codifica para la proteína PIR-2 en esta misma cepa. El carril 

cinco y seis corresponde a la cepa Δpir2, en donde se confirma la ausencia del gen 
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pir2 y la presencia del gen pir1. Para todos los casos se utilizó el promotor Pccg-1 

como control de carga (Ver figura 5a).  

  

Por otro lado, una vez confirmada la ausencia de estos genes en las cepas 

correspondientes, se continuó con la confirmación de la inserción del casete de 

eliminación que incluye un gen para resistencia a higromicina, hph, para ello se 

generaron un par de cebadores, uno de ellos (fwd) hibrida en el flanco del sitio de 

inserción y otro (rev) hibrida al centro del gen hph. Para ambos casos se confirmó 

la inserción del casete (Ver figura 5b).  

 A) Carriles 1-2: producto de PCR de pir-1 y pir-2, respectivamente, a partir de ADN 
genómico de N. crassa WT (FGSC #1901); carriles 3-4: producto de PCR de pir-1 y pir-2, 
respectivamente, a partir de ADN genómico de N. crassa Δpir-1 (FGSC #16451); carriles 5-
6: producto de PCR de pir-1 y pir-2, respectivamente, a partir de ADN genómico de N. 
crassa Δpir-2 (FGSC #17985). Como control de carga se amplificó el promotor ccg-1 de 
ADN genómico para todos los casos. B) Carril 7-8, producto de PCR para la confirmación 
de la inserción del gen hph en la construcción de las cepas knock-out para pir-1 (FGSC 
#16451) y pir-2 (FGSC #17985). 

 

 

Figura 5. Caracterización molecular de las cepas mutantes y cepa silvestre. 



    
 

51 
 

4.4.1 Análisis fenotípico de la cepa Δpir-1 y Δpir-2 muestran mayor velocidad de 

crecimiento que la cepa silvestre.  

 

Con el fin de explorar la función de las proteínas PIR de N. crassa, se evaluaron 

fenotípicamente las cepas knock-out (KO), Δpir-1 (FGSC# 16451) y Δpir-2 (FGSC# 

17985). A nivel de colonia, se pudo apreciar que no hay diferencias entre las cepas 

(WT, Δpir-1, Δpir-2), tanto en la morfología de la hifa como en el patrón de 

ramificación, que fueron, en su mayoría, dicotómicas (Ver figura 6a, b, c, d, e y f). 

Inesperadamente, la velocidad de crecimiento fue mayor en ambas cepas KO (Δpir-

1: 0.288±0.06 mm/h; Δpir-2: 0.27±0.06 mm/h) que en la cepa silvestre, FGSC# 1901 

(0.238±0.06 mm/h) (Ver tabla 4). El análisis estadístico arrojó diferencias 

significativas entre las cepas KO y la WT (Ver figura 6h). Por otro lado, los patrones 

de ramificación no mostraron diferencias significativas entre Δpir-1 y la cepa WT 

(2.33±0.84 br/500 µm; 3.06±0.73 br/500 µm, respectivamente). Sin embargo, la 

cepa Δpir-2 muestra una frecuencia de ramificación significativamente mayor 

(3.70±0.98 br/500 µm) que el de las otras dos cepas (Ver figura 6I).  

Hasta el día de hoy no se habían estudiado las proteínas PIR en hongos 

filamentosos. Sin embargo, en lavaduras se ha visto que están directamente 

relacionadas con la pared y fungen como accesorio de protección. Además, brindan 

estabilidad a la pared celular, por ejemplo, se sabe que estos genes son inducibles 

por calor (sensibles a choque térmico) (De Groot et al., 2005; Toh-e et al., 1993) o 

que están involucrados en respuesta a estrés por presión osmótica (Jaafar et al., 

2003; Kapteyn et al., 1999; Martínez et al., 2004; Mrsa y Tanner, 1999; Weig et al., 

2004a). También pueden determinar la resistencia a osmotina, una proteína 

antifúngica de plantas (Yun et al., 1997). Con base en los resultados obtenidos se 

podría sugerir que, al estar estas proteínas relacionadas con la rigidez de la pared 

(Castillo et al., 2003; Ecker et al., 2006), su ausencia permite una mayor flexibilidad 

a la misma y, por consecuencia, una velocidad de crecimiento mayor que la de la 

cepa WT. 

Por otro lado, en aplicaciones biotecnológicas se sabe que la secreción de proteínas 

en hongos filamentosos sucede en la punta (Wosten et al., 2009), lo que en términos 
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de expresión y secreción de proteínas se podría esperar que las cepas con fondo 

génico Δpir-2 pueda ser un buen candidato para la expresión heteróloga de 

proteínas. He et al. (2016) demostraron que no necesariamente debe haber mayor 

producción de biomasa acompañada de hiperramificación para que ocurra una 

sobreproducción de enzimas. En su trabajo comparan dos cepas que se sabe que 

son productoras de enzimas (RUT C30 y DES-15), pero una de ellas tiene un patrón 

de ramificación magnificado (DES-15) y durante la comparación de la producción 

de biomasa observaron que a pesar de que RUT C30 producía más, DES-15 tenía 

una mayor actividad enzimática en el medio.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepa  Vel. de 
crecimiento  
(cm/h) 

Frecuencia de 
ramificación 
(#ramas/500µm) 

WT (1901) 0.238±0.06 3.06±0.73 

Δpir-1 (16451) 0.288±0.07 2.33±0.84 

Δpir-2 (17985) 0.27±0.06 3.70±0.98 

Tabla 4 Caracterización fenotípica de las cepas knock-out 
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Figura 6) Comparación de los patrones de ramificación de las cepas mutantes Δpir-1 

 y Δpir2 y WT. I (a-b) N. crassa WT (FGSC #1901; c-d); N. crassa FGSC 16451(Δpir-1); e-

f); N. crassa FGSC #17985 (Δpir-2). II). Prueba ANOVA para las frecuencias de ramificación 

de las cepas: WT, Δpir-1 y Δpir-2. III) Prueba ANOVA para la frecuencia de ramificación de 

las cepas en estudio. 
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Con base en estos resultados, ahora la pregunta obligada era ¿de qué manera la 

deleción de una de las dos proteínas PIR afecta a la pared celular a tal grado que 

permite un mayor crecimiento? Para ello, con el fin de saber si estas deleciones 

ocasionaban una alteración a nivel estructural se llevó a cabo un ensayo con 

Calcofluor White (CFW) esperando exacerbar cualquier posible daño a nivel de 

pared y confirmar si las deleciones afectan su integridad. Esta molécula interfiere 

con la biosíntesis y construcción de la pared celular, uniéndose a las cadenas de 

quitina en síntesis y por lo tanto inhibiendo el ensamblado enzimático que une la 

quitina a los β-1,3-glucanos y β-1,6-glucanos (Ram y Klis, 2006; Roncero y Duran, 

1985; Yin et al., 2005). 

Como resultado de este experimento encontramos que la concentración mínima 

inhibitoria de CFW para la cepa WT era de 1mg/mL, mientras que para ambas cepas 

mutantes (KO) fueron inhibidas a una concentración de 0.75 mg/mL (Ver figura 7). 

La inestabilidad de la pared celular ante CFW u otros agentes estresores ya se ha 

reportado en una serie de trabajos. Se ha observado que en S. cerevisiae la 

disrupción de genes de la familia PIR resulta en un incremento de la sensibilidad a 

algunos agentes químicos o estresores físicos (Hsu et al., 2015; Mrsa y Tanner, 

1999; Sumita et al., 2005; Toh-e et al., 1993).  Hsu et al., (2015) reportó que la 

deleción del gen hsp150p/pir2p en S. cerevisiae generó un incremento en la 

sensibilidad a CFW y Rojo Congo (CR) y, a su vez, la sobre-expresión de este 

mismo gen ocasionó un aumento en la resistencia a estos mismos agentes 

estresores. De igual manera, Toh-e et al., reportó que, si bien, sólo la ausencia de 

la proteína HSP150/PIR2 no generó sensibilidad en las células al choque térmico, 

una doble knock-out (pir1 y pir2) presentó un fenotipo sensible al mismo. Dicho 

comportamiento lo relacionan con un efecto compensatorio por el resto de las 

proteínas de la familia PIR. Y sugieren el efecto que estas proteínas tienen en el 

mantenimiento de la integridad y viabilidad de la célula. 

El patrón de comportamiento similar del fenotipo de las cepas mutantes de N. crassa 

al de S. cerevisiae en relación con la inhibición del crecimiento por CFW, sugieren 

que tanto PIR-1 como PIR-2 juegan un papel importante en la integridad de la pared 
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celular. Para entender aún mejor la función de estas proteínas en la pared celular 

se recomienda hacer un estudio de sensibilidad con las proteínas sobre expresadas 

esperando observar una mayor resistencia a agentes estresores.  

 

     
5x 

10^3 conidios fueron inoculados en cajas con medio mínimo de Vogel (pH 7). Se evaluaron 
cuatro concentraciones de CFW, iniciando en 0.25 mg/mL hasta 1mg/mL con incrementos 
de 0.25mg/mL. 

 

4.5. Construcción de cepas transgénicas que expresen la proteína verde 

fluorescente unidas a las proteínas PIR-1 (NCU 04033) y PIR-2 (NCU 07569)  
 

Con la finalidad de conocer la localización de las dos proteínas PIR putativas de N. 

crassa se fusionó co-traduccionalmente la proteína verde fluorescente (GFP) a las 

proteínas de interés. Además, con la finalidad de probar la eficiencia de anclaje de 

los diferentes mecanismos de unión de las proteínas PIR-1 y PIR-2 y su potencial 

uso como anclas moleculares para el despliegue de proteínas en la superficie 

Figura 7 Ensayo de susceptibilidad de la pared celular de N. crassa a CFW. 
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celular de N. crassa, se realizaron fusiones en posición N- y C-terminales para las 

dos proteínas. Adicional a esto, en el caso de la proteína PIR-1, para la que se ha 

predicho la presencia de un sitio de corte para la proteasa Kex2 seis aminoácidos 

río arriba de la primera cisteína del dominio conservado de las cuatro cisteínas y 

una señal GPI en el extremo C-terminal, el gen de la proteína GFP se colocó en una 

posición interna, entre el aminoácido 243 y 244 para la fusión N-terminal, tres 

aminoácidos después del sitio Kex2. Para la fusión carboxilo terminal de la proteína 

GFP a la proteína PIR-1 se deletó el potencial propéptido con la señal GPI (aa 1028-

1155).  

En total, se obtuvieron seis construcciones que fueron clonadas en pMF272, ya que 

permite dirigir el inserto de interés al locus del gen para la biosíntesis de histidina 

(his-3) y posteriormente transformadas en la cepa FGSC 9717 cuya cepa tiene una 

mutación en his-3 que la hace auxótrofa a histidina. pMF272 a su vez, funciona 

como un marcador de selección ya que revierte la prototrofía y permite seleccionar 

las colonias transformantes (Margolin et al., 1997), obteniendo los plásmidos 

pMF272-N PIR-1, pMF272-N PIR-1 Kex, pMF272-C PIR-1, pMF272-C PIR-1 ΔGPI, 

pMF272:N PIR-2 y pMF272:C PIR-2. Cada construcción fue verificada por digestión 

y secuenciadas parcialmente para confirmar la inserción correcta de los casetes.  

4.5.1 Construcciones de vectores recombinantes para el etiquetado de la proteína 

PIR1  
 

Para determinar la localización celular de la proteína PIR-1 en N. crassa, ésta se 

etiquetó con la proteína verde fluorescente (GFP). La fusión se realizó co-

traduccionalmente. Con el fin de evaluar la eficiencia de anclaje a través de los 

diferentes mecanismos de unión a la pared de esta proteína (motivos PIR, dominio 

de cisteína y potencialmente GPI) se realizó un etiquetado tanto N como C-terminal. 

Se realizaron dos etiquetados en el extremo N-terminal; 1) tres aminoácidos 

posteriores al sitio de reconocimiento de la proteasa Kex2 para evitar que, durante 

el procesamiento, la proteína pasajero fuera escindida y perder el marcaje; 2) con 

la finalidad de cuantificar la eficiencia del procesamiento del propéptido Kex en esta 

proteína en N. crassa (NcPIR1), se etiquetó con GFP inmediatamente después de 
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la señal de secreción. En cuanto al etiquetado C-terminal, se realizaron dos 

marcajes: 1) tres aminoácidos río arriba del sitio ω, deletando la señal GPI para 

impedir que ocurra el debido procesamiento e inhabilite a la proteína pasajero, 

permitiendo así evaluar la eficiencia de anclaje a través del dominio de cisteínas en 

el extremo N-terminal; 2) para confirmar si el procesamiento postraduccional para 

la adicción del ancla GPI ocurre o no en esta proteína, se fusionó la proteína GFP 

en el extremo C-terminal de manera canónica (eliminando únicamente el codón de 

paro).  

Para la construcción del plásmido pMF272:N PIR-1, pMF272:N PIR-1 Kex, 

pMF272:C PIR-1 y pMF272:C PIR-1ΔGPI, primeramente se obtuvo el subensamble 

Ptef-1::ps-pir-1::gfp::v5::pir-1, Ptef-1::pir-1(1-243)::gfp::v5::pir-1(244-1113), Ptef-1::pir-

1::v5::gfp, Ptef-1::pir-1(1-1027)::v5::gfp para cada uno de los plásmidos, 

respectivamente. En todos los casos se les añadieron sitios de corte para las 

enzimas NotI y BstBI en el extremo 5´y 3’, respectivamente. Posteriormente, los 

ensambles fueron clonados en el vector pGEM T-easy (para la estrategia de 

construcción ver materiales y métodos), por lo que se obtuvieron las plásmidos 

pGEM:NPIR-1, pGEM:NPIR-1 Kex, pGEM:CPIR-1 y pGEM:CPIR-1ΔGPI (ver figura 

9).  La confirmación de las construcciones se realizó por patrones de restricción; 

pGEM:NPIR-1, pGEM:CPIR-1 y pGEM:NPIR-1 Kex se caracterizaron con las 

enzimas NotI y BstBI (ver figura 8 A). El plásmido pGEM:CPIR-1Δ fue caracterizado 

con las enzimas BamHI y DraI (ver figura 8 B). Con la finalidad de detectar alguna 

posible mutación durante la construcción de los plásmidos, todos fueron 

caracterizados por secuenciación. Como resultado, se confirmaron los ensambles y 

la ausencia de mutaciones que comprometan la funcionalidad del casete de 

expresión.  
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Figura 8 . Caracterización molecular de la construcción de los plásmidos pGEM:NPIR-1, 

pGEM:NPIR-1 Kex, pGEM:CPIR-1 y pGEM:CPIR-1ΔGPI. A) Carril 1, marcador de peso 

molecular, carril 2, 4 y 6, plásmidos sin digerir (pGEM:NPIR-1, pGEM:NPIR-1 Kex, 

pGEM:CPIR-1, respectivamente). Carril 3, 5 y 7, plásmidos digeridos con las enzimas NotI 

y BstBI (pGEM:NPIR-1 (3) y pGEM:CPIR-1 (5): 3015 pb y 2800 pb; pGEM:NPIR-1 Kex (7): 

2813 pb y 2792 pb). B) Carril 1, marcador de peso molecular; Carril 2, pGEM:CPIR1-ΔGPI 

digerido con las enzimas Dra I y BamHI (2903 pb, 2064 pb, 692 pb y 19 pb). 
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Figura 9 Representación gráfica de los casetes de expresión insertados el plásmido pGEM. 

A) pGEM:NPIR-1; B) pGEM:NPIR-1 Kex; C) pGEM:CPIR-1; D) pGEM:CPIR-1ΔGPI. 

Una vez obtenidas todas las construcciones clonadas en pGEM T-Easy se realizó 

una sub-clonación en pMF272 (Margolin et al., 1997). Para esto, cada uno de los 

plásmidos anteriormente mencionados se digirieron con las enzimas Anza NotI y 

BstBI, al igual que el plásmido pMF272 y se ligaron. Con el producto de la ligación 

se realizó la transformación de cepas de E. coli Top10, con lo que se obtuvieron los 

plásmidos pMF272:NPIR-1, pMF272:NPIR-1 Kex, pMF272:CPIR-1 y 

pMF272:CPIR-1ΔGPI (para la estrategia de construcción de los plásmidos 

pMF272:X ver el apartado de materiales y métodos). Todos plásmidos previamente 
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mencionados fueron caracterizados por patrones de restricción con las enzimas 

Anza BamHI, Anza BstBI y Anza XbaI (ver figura 10). En la figura 11 se pueden ver 

las representaciones gráficas de los plásmidos construidos a partir de pMF272.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 Caracterización molecular de la construcción de los plásmidos pMF272:NPIR-1, 

pMF272:NPIR-1 Kex, pMF272:CPIR-1 y pMF272:CPIR-1ΔGPI. A) Confirmación del 

plásmido pMF272:NPIR-1; carril 1Kb, marcador de peso molecular; 2, plásmido sin digerir 

(circular); 3, plásmido con triple digestión con las enzimas BamHI, BstBI y XbaI (6211 pb, 

2549 pb y 165 pb). B) Confirmación del plásmido pMF272:NPIR-1 Kex; carril 1Kb, marcador 

de peso molecular; 2, plásmido sin digerir (circular); 3, patrón de digestión con las enzimas 

BamHI, BstBI y XbaI (6211 pb, 2549 pb y 165 pb). C) Confirmación del plásmido 

pMF272:CPIR-1; carril 1Kb, marcador de peso molecular; carril 2, plásmido sin digerir; carril 

3, plásmido digerido con las enzimas BamHI, BstBI y XbaI (6211 pb, 1793 pb y 921 pb). D) 

Confirmación del plásmido pMF272:CPIR1ΔGPI; carril 1Kb, marcador de peso molecular; 

carril 2, plásmido sin digerir (circular); 3, patrón de digestión con las enzimas BamHI, BstBI 

y XbaI (6211 pb, 1793 pb y 849 pb). 
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Figura 11 Representación gráfica de los casetes de expresión insertados en el plásmido 
pMF272 entre el sitio de corte NotI y BstBI.  
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4.5.2 Construcciones de vectores recombinantes para el etiquetado de la proteína 

PIR-2  
 

La proteína putativa PIR-2 de N. crassa únicamente tiene los motivos PIR próximos 

al extremo C-terminal. Esta proteína carece del domino de las cuatro cisteínas y el 

sitio de procesamiento Kex2 (De Groot et al., 2005). Con el objetivo de conocer su 

localización se etiquetó con la proteína GFP en el extremo C-terminal. Como se 

abordó anteriormente, se ha dicho que la presencia de una proteína pasajero puede 

llegar a impedir su correcto anclaje a la pared celular en levaduras haciendo aún 

más ineficiente el proceso y permitiendo que una gran cantidad de la proteína ancla 

sea secretada al medio. Para determinar si este efecto también ocurre en el caso 

de los hongos filamentosos e intentar cuantificar este problema, se diseñó una 

construcción que permitió la fusión de la proteína GFP en el extremo N-terminal lo 

que permitirá determinar el grado de afectación por el impedimento estérico que la 

proteína GFP ocasione. 

Para la construcción del plásmido pMF272:NPIR-2 y pMF272:CPIR-2, 

primeramente, se obtuvieron los subensambles Ptef-1::ps-pir-2::gfp::v5::pir-2 y Ptef-

1::pir-2::v5::gfp. A ambos subensambles se le añadieron sitios de restricción para 

las enzimas NotI y BstBI en los extremos 5’ y 3’, respectivamente. Posteriormente, 

se clonaron en el plásmido pGEM T-Easy y se obtuvieron los plásmidos 

pGEM:NPIR-2 y pGEM:CPIR-2 (ver figura 9). La confirmación de las construcciones 

de dichos plásmidos se verificó por el análisis de sus patrones de restricción. Ambos 

se digirieron con las enzimas BamHI y DraI (ver figura 12). Por secuenciación se 

confirmó la ausencia de mutaciones que pudieran comprometer la funcionalidad del 

constructo. 
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Figura 12. Caracterización molecular de la construcción de los plásmidos pGEM:NPIR-2 y 
pGEM:CPIR-2. Carril 1Kb, marcador de peso molecular; 2, pGEM:NPIR-2 con doble 
digestión con las enzimas BamHI y DraI (3801 pb, 1307 pb, 692 pb y 19 pb). 3, pGEM:CPIR-
2 con doble digestión con las enzimas BamHI y DraI (3047 pb, 2069 pb, 692 pb y 19 pb).  

 

 

Una vez obtenida la clonación de los ensambles de interés en pGEM T-Easy se 

realizó una subclonación en pMF272. Primero, cada uno de los plásmidos 

anteriormente mencionados se digirieron con las enzimas NotI y BstBI al igual que 

el plásmido pMF272, y posteriormente fueron ligados.  La clonación se llevó a cabo 

en células quimiocompetentes de E. coli Top10. Como resultado se obtuvieron los 

plásmidos pMF272:NPIR-2 y pMF272:CPIR-2 (para ver la estrategia de 

construcción de los plásmidos pMF272:Y ir al apartado de materiales y métodos). 

La caracterización molecular de los plásmidos anteriormente mencionados se 
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realizó mediante patrones de restricción con la enzima DraI (ver figura 13). En la 

figura 11 se encuentra la representación gráfica de los casetes de expresión 

insertados en el plásmido pMF272. 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Caracterización molecular de la construcción de los plásmidos pMF272:NPIR-2 
y pMF272:CPIR-2. Carril 1, marcador de peso molecular; 2 y 3, patrón de digestión (8281 
pb, 692 pb y 19 pb) de los plásmidos pMF272:NPIR-2 y pMF272:CPIR-2 obtenidos con la 
enzima DraI.  
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4.6 Expresión y localización de las proteínas PIR fusionadas a GFP.  

 

PIR1 se localiza en la periferia celular de hifas vegetativas en N. crassa. 

Las proteínas PIR han sido ampliamente estudiadas en levaduras y se ha reportado 

su presencia en la pared celular en una serie de hongos levaduriformes: S. 

cerevisiae (Mrsa y Tanner, 1999), C. albicans (Kandasamy et al., 2000),  Y. lypolitica 

(Jaafar et al., 2003), P. pastoris (Pal Khasa et al., 2011), C. glabrata (De Groot et al., 

2008). En hongos filamentos, el estudio de estas proteínas se ha limitado a análisis 

bioinformáticos (De Groot et al., 2005). Por ello, en este trabajo enfocamos nuestros 

esfuerzos por rastrear dos genes pir putativos en N. crassa para demostrar la 

existencia de estas proteínas y su localización a nivel celular. El presente trabajo es 

el primero en reportar la presencia de proteínas PIR en la periferia celular de un 

hongo filamentoso. 

Se construyó la fusión de la proteína PIR1 etiquetada con GFP en el extremo N y C 

terminales para monitorear su localización celular. Se confirmó que estas cuatro 

fusiones son capaces de llegar hasta la periferia celular con diferentes intensidades 

de fluorescencia cuando son expresadas bajo el control del promotor Ptef-1. Esta 

fluorescencia no fue contundente en zonas próximas al ápice aún en condiciones 

de alta sensibilidad del detector del microscopio confocal utilizado. Observaciones 

similares fueron hechas en A. fumigatus al estudiar tres proteínas, dos de 

membrana y una de pared celular (Muraosa et al., 2019; Ouyang et al., 2013), y en 

A. oryzae (Tabuchi et al., 2010). Sin embargo, en las cepas GFP-PIR1(244-1155), 

PIR1-GFP ΔGPI se observó un patrón de fluorescencia en el domo apical que 

sugiere la presencia de GFP en esta región y siendo más notorio en la cepa GFP-

PIR2 (Figura 14). 

La acumulación de la señal de GFP aparece claramente en la zona distal de la hifa, 

aproximadamente a 700 µm de la punta (Figura 15). En la cepa Nc PIR-1ΔGPI::GFP 

se puede apreciar una mayor intensidad en la fluorescencia respecto a la cepa Nc 

GFP:PIR-1, Nc GFP:PIR-1 Kex, Nc PIR-1:GFP (Figura 15).  
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Al comparar visualmente la fluorescencia acumulada en la superficie de las hifas 

vegetativas entre las cepas Nc GFP::PIR-1 y Nc GFP::PIR-1(244-1155) nos dimos 

cuenta de que a pesar de que la proteína tiene un sitio de corte Kex2 en el extremo 

N-terminal, éste podría no estar siendo procesado de manera eficiente y permitir 

que una porción de la proteína secretada llegue a su destino. Sin embargo, se puede 

apreciar una mayor fluorescencia en la región III de la hifa en el caso de la cepa Nc 

GFP::PIR-1 respecto a la cepa Nc GFP::PIR-1 Kex. Esto podría deberse a que la 

GFP es escindida de la proteína ancla en el retículo endoplásmico por el mecanismo 

de la proteasa Kex2, quedando atrapada, posiblemente, en cuerpos vesiculares (ver 

figura 14) (Mao et al., 2003).  

Por otro lado, se observa el mismo patrón en la cepa Nc PIR-1:GFP que en Nc 

GFP::PIR-1; una gran acumulación de fluorescencia en zonas medias distales del 

ápice (fig. 14). Este patrón de fluorescencia observado sugiere que PIR-1 

posiblemente es una GPI-proteína y por lo tanto GFP se queda retenida en el 

retículo endoplasmático donde ocurre el procesamiento del GPI (Ferguson et al., 

2009; Kinoshita, 2014).Por otro lado, en la cepa Nc PIR-1ΔGPI:GFP se observa una 

reducción en la acumulación de cuerpos vesiculares fluorescentes, aunque no haya 

presencia contundente de fluorescencia en el domo apical. Sin embargo, en zonas 

distales la señal es intensa (Figura 15; PIR-1(1-1027)). Estos resultados sustentan la 

hipótesis de que PIR-1 es una PIR-GPI proteína, además, sugieren que la señal GPI 

en la proteína PIR-1 de N. crassa no es esencial para su correcta secreción. Por 

otro lado, también se puede inferir que los dominios de cisteína son funcionales en 

esta proteína; sin embargo, se requieren de más experimentos para comprobar que, 

efectivamente, la fluorescencia observada es auténtica de pared. 

Desde una perspectiva de aplicabilidad biotecnológica, la proteína PIR-1 de N. 

crassa podría ser utilizada como ancla molecular en la versión PIR-1ΔGPI ya que, 

la deleción de un fragmento del C-terminal incrementa la intensidad de la señal de 

fluorescencia, es decir, la eficiencia de anclaje.   
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PIR2 y su localización en la periferia celular 

PIR-2 de N. crassa es una proteína atípica ya que no cuenta con el dominio de 

cisteínas ni sitio de procesamiento Kex2 lo que hace más sencillo el análisis de esta 

proteína en términos biológicos, pero en términos de uso biotecnológico, utilizarla 

como ancla estaría limitado únicamente a los motivos PIR como sitios de anclaje 

(fusión N-terminal). 

Con la finalidad de probar si PIR-2 también podría ser utilizada como ancla para 

despliegues de proteínas en superficie celular, se realizaron fusiones de GFP tanto 

en el N como en el C-terminal.  
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Figura 14. Micrografías confocales de hifas vegetativas de N. crassa en la zona apical 
expresando GFP::PIR-1, GFP::PIR-1Kex, PIR-1::GFP, PIR-1ΔGPI::GFP, GFP::PIR-2, 
PIR-2::GFP y su distribución y acumulación en zonas próximas al ápice. Las flechas rojas 
indican fluorescencia en el domo apical. Barra = 10µm. 
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Figura 15.  Micrografías confocales de hifas vegetativas de N. crassa expresando 
GFP::PIR-1, GFP::PIR-1Kex, PIR-1::GFP, PIR-1ΔGPI::GFP, GFP::PIR-2, PIR-2::GFP y su 
localización en la periferia celular. Barra, 20 µm 



    
 

69 
 

Los análisis de microscopía indican la presencia de fluorescencia en la periferia 

celular en zonas distales al ápice, región III de la hifa, para las dos fusiones (N y C-

terminales). Estos resultados demuestran el potencial uso de PIR-2 como ancla 

molecular para el despliegue de proteínas en superficie celular; sin embargo, en la 

cepa Nc GFP:PIR-2 se logró ver una señal mucho más intensa respecto a la cepa 

Nc PIR-2:GFP (ver figura 15). Dichos resultados sugieren que la configuración N-

terminal sería las más adecuada para el desarrollo de sistemas de despliegue. Cabe 

destacar que, de manera inesperada la cepa Nc PIR-2:GFP mostró fluorescencia 

en regiones distales de la punta (Figura 15) sin mostrar un patrón de fluorescencia 

en el domo apical (figura 14), lo que sugiere que a pesar de estar fusionada la GFP 

próxima a los sitios de unión (motivos PIR), éstos siguen siendo funcionales. Por 

otro lado, la contundente señal en el domo apical en la cepa Nc GFP:PIR-2 queda 

sin ser comprendida.  

Cabe destacar que resulta interesante que la acumulación de la fluorescencia 

aparezca en zonas distales a la punta puesto que no era algo de esperar. Ouyang 

et al., (2013) también reporta que la señal de GFP aparece en zonas distales de la 

punta lo que nos llevó a la siguiente pregunta, ¿de qué manera una proteína se va 

acumulando durante el crecimiento vegetativo de tal manera que la señal vaya 

incrementando, pasando de ser una señal tenue o imperceptible a una señal clara 

en la periferia celular? La respuesta a esta pregunta podría estar relacionada con 

los procesos de maduración de la pared celular, por lo que hacen falta más estudios 

para su entendimiento.  
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Conclusiones 

 

• La familia de las proteínas PIR es un grupo de proteínas estructuralmente 

diverso. Estas proteínas se encuentran distribuidas únicamente en el filo de 

las Ascomicotas. La distribución de los motivos PIR en una proteína no 

muestra un patrón claro ya que se encuentran sobre toda la secuencia.  

• Las proteínas PIR pueden o no tener señal GPI y un dominio conservado de 

cuatro cisteínas en el extremo C-terminal. Los motivos PIR cerca del extremo 

N-terminal son una característica representativa del orden de los 

Saccharomycetes.  

• La eliminación de las proteínas PIR en N. crassa no comprometen 

funcionalmente al hongo.  

• La velocidad de crecimiento en las cepas mutantes (Δpir1 y Δpir2) es 

significativamente mayor que la de la cepa silvestre.  

• La frecuencia de ramificación se vio afectada por la deleción de los genes de 

las proteínas PIR. La deleción de pir-1 resultó en una reducción en la tasa de 

ramificación del 19.68 %. Sin embargo, la deleción del gen pir-2 resultó en 

un aumento de la tasa de ramificación del 24.59%. 

• La cepa Nc PIR-1ΔGPI fue la que presentó la mayor intensidad de 

fluorescencia en la superficie celular y una menor acumulación de 

fluorescencia citosólica. En términos técnicos, es la fusión más eficiente para 

el despliegue de proteínas en la superficie celular. 

• La cepa Nc PIR-2:GFP tiene la menor intensidad de fluorescencia en la 

superficie, lo que se traduce en una configuración de anclaje poco eficiente 

para el despliegue de proteínas en la superficie celular.   

• Las proteínas PIR de N. crassa no pasan a través del Spitzenkörper para 

llegar al domo apical. 

• PIR-2 podría ser una buena candidata para ser utilizada como ancla 

molecular para realizar despliegues. La fusión deberá ser N-terminal. 
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Apéndice 1.  Participación en el XXXII Congreso Nacional de Bioquímica  
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Apéndice 2. Publicación de la revisión: Cell surface display of proteins on 

filamentous fungi. 
 

 


