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Resumen de la tesis que presenta Juan Ramos Pulido como requisito parcial para la obtencién del grado

de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientaciéon en Microbiologia Celular y Molecular.

Estudio de los peroxisomas y las peroxinas en el desarrollo vegetativo y sexual de Neurospora crassa

Resumen aprobado por:

Dra. Meritxell Riguelme Pérez
Directora de tesis

Previamente, en nuestro grupo de trabajo se han caracterizado los orgdnulos involucrados en la via
secretora que contribuyen al crecimiento apical de Neurospora crassa. Estos incluyen el reticulo
endoplasmico (RE), las cisternas de Golgi, las vacuolas y las vesiculas secretoras. Este estudio se enfoco en
las interacciones del RE con otros organulos, principalmente los peroxisomas, ya que hay evidencia de que
el RE participa en la biogénesis de los peroxisomas. En los hongos filamentosos los peroxisomas tienen
muchas funciones; por ejemplo, participan en el metabolismo primario y secundario, en el desarrollo
vegetativo y sexual, asi como en la proteccién contra el dafio mecdnico. En este proyecto se estudié el
papel de tres peroxinas (PEX), proteinas de biogénesis peroxisomal, en el desarrollo sexual y en el
crecimiento vegetativo de N. crassa. Se analizaron cepas mutantes que carecen de PEX-1, PEX-10 y PEX-
14. Estas peroxinas son responsables de la importacidn de proteinas en los peroxisomasy, por lo tanto, en
la maduracidn y el correcto funcionamiento de estos organulos. Para caracterizar las cepas Apex, se midio
la tasa de crecimiento radial, macroconidiacién, ramificacion, didmetro de hifas y produccién de hifas
aéreas. Con los resultados obtenidos, se determiné que la eliminacién de los genes pex-1, pex-10y pex-14
afecta la macroconidiaciéon y en menor medida otros aspectos del desarrollo vegetativo. También se
analizd el desarrollo sexual por medio de cruzas sexuales y se determind que PEX-14 es esencial para el
desarrollo sexual, ya que su eliminacidn genera esterilidad femenina. Por otra parte, se ha determinado la
localizacion subcelular de los peroxisomas mediante la fusién de una secuencia de orientacién peroxisomal
(PTS1) a la proteina fluorescente TagRFP. En el analisis por microscopia confocal de hifas co-expresando
peroxisomas y otros organulos marcados con proteinas fluorescentes o tefiidos con fluorocromos, se
observo transporte a través de microtubulos y co-transporte con endosomas tempranos y gotas lipidicas.
Estos resultados permitieron la construccién de un modelo de transporte “pero-endo” en N. crassa en
donde los peroxisomas se co-transportan junto con los endosomas tempranos y las gotas lipidicas de
forma rapida y dirigida a través de los microtubulos. Por ultimo, ninguna de las cepas Apex (-1, -10, -14)
crecieron en medio con acido oleico, sugiriendo que sus peroxisomas no son funcionales. Para
comprobarlo, se analizé la capacidad de las cepas para importar la proteina TagRFP-PTS1 en los
peroxisomas. Con el analisis microscdpico se observo florescencia citosdlica. Por lo tanto, los defectos en
el desarrollo vegetativo y sexual de las cepas se deben probablemente a deficiencias en la importacion de
proteinas en los peroxisomas y en consecuencia a su correcto funcionamiento.

Palabras clave: peroxinas, peroxisomas, desarrollo vegetativo, desarrollo sexual, transporte endosomal y
Neurospora crassa
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Abstract of the thesis presented by Juan Ramos Pulido as a partial requirement to obtain the Master of

Science degree in Life Sciences with orientation in cellular and molecular microbiology.

Study of peroxisomes and peroxins in the vegetative and sexual development of Neurospora crassa

Abstract approved by:

Dra. Meritxell Riquelme Pérez
Thesis Director

Previously, our lab has characterized organelles involved in the secretory pathway of cell wall synthesizing
enzymes that contribute to polar growth in Neurospora crassa. Those included the endoplasmic reticulum
(ER), Golgi cisternae, vacuoles, and vesicular carriers. In this study we are focusing our attention to
interconnections of the ER with other organelles, principally the peroxisomes, because there is evidence
that ER is important for peroxisomal biogenesis. Peroxisomes have many functions, including a role in
primary and secondary metabolism, in sexual and asexual development, as well as in protection against
mechanical damage. In this project, the role of three peroxins (PEX), peroxisomal biogenesis proteins, in
the sexual development and vegetative growth of N. crassa was studied. Mutant strains of N. crassa
lacking PEX-1, PEX-10 and PEX-14 were analyzed. These peroxins are responsible for the import of proteins
into peroxisomes and, therefore, in the maturation and proper functioning of these organelles. To
characterize the Apex strains, the radial growth rate, the production of aerial hyphae, macroconidiation,
branching, and hyphal diameter were measured. Deletion of the pex-1, pex-10, and pex-14 genes was
determined to affect macroconidia and other aspects of vegetative development. Sexual development was
also analyzed through sexual crosses and it was determined that PEX-14 is essential for sexual
development, since its elimination generates female sterility in both mating types. Furthermore, the
subcellular localization of peroxisomes has been determined by fusion of a Peroxisomal Targeting Signal 1
(PTS1) to the TagRFP fluorescent protein. In confocal microscopy analysis of hyphae co-expressing
peroxisomes and other organelles labeled with fluorescent proteins or stained with fluorochromes, the
peroxisomes were partially co-located with microtubules and co-transported with early endosomes and
lipid droplets. These results allowed the construction of a "pero-endo" transport model in N. crassa where
peroxisomes are co-transported together with early endosomes and lipid droplets rapidly and directed
through the microtubules. Finally, none of the Apex (-1, -10, -14) strains grew in medium with oleic acid,
suggesting that their peroxisomes are not functional. To verify this, the ability of the strains to import the
TagRFP-PTS1 protein into the peroxisomes was analyzed. Fluorescent cytosol was observed in the
microscopic analysis. Therefore, the defects in the sexual and asexual development of the strains are due
to problems in the import of proteins into peroxisomes and consequently to their correct functioning.

Keywords: peroxins, peroxisomes, vegetative development, sexual development, endosomal transport
and Neurospora crassa.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Antecedentes

Los hongos filamentosos son organismos pluricelulares constituidos por células tubulares denominadas
hifas, que se extienden mediante crecimiento polarizado. El crecimiento polarizado es un tema
ampliamente estudiado en algunos hongos filamentosos y se define como la expansién de las hifas a partir

de sus apices (Riquelme, 2013).

El crecimiento polarizado implica una adicién continua de los polimeros estructurales de la pared celular
en el apice de las hifas (Bartnicki-Garcia y Lippman, 1969). Lo anterior se logra mediante un flujo continuo
de vesiculas secretoras, generado por la acciéon coordinada entre los microtibulos (MTs) y los
microfilamentos de actina con proteinas motoras y otras proteinas asociadas (Riquelme et al., 2018).
Previo a la exocitosis, las vesiculas secretoras se acumulan en un cuerpo apical denominado Spitzenkérper
(Spk) que funciona como centro organizador de crecimiento y morfogénesis de las hifas (Girbart, 1957).
Cdlculos tedricos sobre la cantidad de membrana plasmatica adicionada por exocitosis, indican que la
acumulacién de membrana plasmatica supera los requerimientos necesarios para el crecimiento de las
hifas (Bartnicki-Garcia et al., 2018). De tal manera que se propone la existencia de un proceso de reciclaje

de membrana via endocitosis (Fischer-Parton et al., 2000).

La endocitosis es un proceso celular en el que sustancias extracelulares se incorporan al interior de la célula
a través de vesiculas endociticas y posteriormente se fusionan con endosomas tempranos (ETs) u otros
organulos de degradacion para promover la digestién de dichas sustancias (Alberts et al., 2015). Los ETs
también actian como plataformas para el transporte de ARN mensajeros (mARNs), ribosomas, gotas
lipidicas (GLs), reticulo endoplasmico (RE), peroxisomas (POs) y otros organulos (Figura 1) (Becht et al.,
2006; Konig et al., 2009; Bauman et al., 2014; Higuchi et al., 2014; Guimaraes et al., 2015, Salogiannis et
al., 2016 y 2020). El transporte endosomal es un tema de investigacién de gran interés, ya que se
desconoce si es un mecanismo conservado en todos los organismos eucariotas. Tampoco se sabe si la
funcién principal del transporte endosomal es la distribucidon espacio temporal de los componentes

subcelulares o si durante el transporte ocurren interacciones funcionales entre organulos.

El presente trabajo forma parte del proyecto de investigacion “Crosstalk between peroxisomes,
endoplasmic reticulum, and endosomes during polar growth and development in fungi”, que es un

proyecto de colaboracidn entre investigadores alemanes y mexicanos enfocado a estudiar ciertos aspectos
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de la biologia celular y molecular de Ustilago maydis, Aspergillus nidulans, Podospora anserina y el modelo

de estudio en este trabajo Neurospora crassa.

N. crassa es un hongo ascomiceto que ha sido empleado como organismo modelo para estudiar diversos
aspectos genéticos, bioquimicos, celulares y moleculares de los hongos filamentosos (Roche et al., 2014).
Sin embargo, los conocimientos actuales sobre los POs de N. crassa, asi como su asociacién funcional con
otros organulos son insuficientes para explicar su importancia en el crecimiento y desarrollo. Por ello, en
este trabajo se combinaron enfoques bioldgicos celulares y moleculares, para aportar conocimientos
sobre los POs de N. crassa. Ademas, estos nuevos conocimientos estan siendo utilizados para hacer una
comparacion funcional de organulos en diferentes hongos modelo, que podrdn ser empleados para
descubrir procesos fisioldgicos y evolutivos conservados, asi como mecanismos especificos adaptados a
los estilos de vida de los diferentes hongos. Por lo tanto, los resultados obtenidos seran de interés general
para los bidlogos celulares y podran ser aplicados en mejorar la produccién de metabolitos secundarios y

en el desarrollo de nuevos fungicidas.

1.1.1 Transporte endosomal

El citoesqueleto es una red compleja de filamentos proteicos que se extienden en el interior de la célulay
es responsable entre otras cosas de la forma celular, la polaridad, los movimientos intracelulares de
organulos y la diferenciacidn celular (Seidel et al., 2013). Los componentes principales del citoesqueleto
de hongos son los microfilamentos de actina, los MTs y las septinas (Silverman-Gavrila y Silverman-Gavrila,
2008). Los MTs son tubos huecos polarizados de aproximadamente 25 nm de didmetro compuestos por

dimeros de una proteina globular, llamada tubulina (Alberts et al., 2015).

Los MTs tienen una polaridad intrinseca y su polimerizacion ocurre principalmente en el extremo positivo,
mientras que el extremo negativo suele estar bloqueado por un sitio de nucleacién (Cooper et al., 2000).
Los MTs constituyen una red sofisticada que actian como pistas para el movimiento polarizado de
proteinas motoras como las dineinas y cinesinas. Estas proteinas se encargan de distribuir diferentes
componentes celulares durante el crecimiento celular. Por ejemplo, las vesiculas se asocian con proteinas
motoras y luego son transportadas a lo largo de MTs. Existen al menos dos clases principales de vesiculas,

las vesiculas secretoras y los ETs (Alberts et al., 2015).

En los hongos filamentosos, el transporte de los ETs es bidireccional y estd mediado por la cinesina-3 y por

la dineina citoplasmatica (Figura 1). La cinesina-3 representa el principal motor anterégrado de estos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/#A3179
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/cooper/A2886/#A3406
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organulos hacia el apice de las hifas (Wedlich-Soldner et al., 2002; Seidel et al., 2013). La dineina se

acumula en los extremos positivos de los MTs, en donde se une con los ETs para su transporte retrégrado
en las hifas (Lenz et al., 2006; Seidel et al., 2013). Las proteinas motoras a menudo interactian con su
carga a través de complejos adaptadores que controlan su afinidad. El transporte retrégrado mediado por
la dineina citopldsmica estd regulado por los complejos dinactina y FHF (FTS* / Hook / FHIP?) (Xiang et al.,
2015). Mientras que el transporte anterdgrado de la cinesina-3 depende de su dominio de homologia con

pleckstrina que predeciblemente permiten la unidn a lipidos endosomales (Baumann et al., 2012).

Los ETs son vesiculas derivadas de cisternas de Golgi que experimentan cambios progresivos en su pH y
composicion luminica, debido a que se fusionan con vesiculas endociticas y vacuolas digestivas lo que
resulta en la formaciéon de endosomas tardios (LEs del inglés late endosomes). En este proceso de
maduracion, los ETs aumentan de tamafio y parte de la membrana endosomal se invagina, dando como
resultado orgadnulos con una apariencia multivesicular caracteristica con vesiculas intraluminales. En
hongos, estos cuerpos multivesiculares (CMVs) se fusionan con vacuolas degradativas, lo que permite la
digestién de su contenido interno por enzimas hidroliticas (Abenza et al., 2012). Adicionalmente la
transicion ETs a LEs, implica una conversion de proteinas Rab en la membrana endosomal (Figura 1). En
dicha conversién ocurre el reemplazo de Rab5 en los ETs por Rab7 en los LEs (Zerial y McBride, 2001). Las
proteinas Rab son GTPasas encargadas de reclutar proteinas efectoras. La ortdloga de Rab 5 en N. crassa

es YPT-52 (Seidel et al., 2013).

En los hongos filamentosos, los ETs también participan en el reciclaje de membrana via endocitosis (Shaw
et al., 2011). En A. nidulans y N. crassa el reciclaje de membrana tiene lugar en una zona subapical
denominada “Collar de endocitosis” (Araujo-Bazan et al. 2008; Delgado-Alvarez et al. 2010); dicho collar
también actia como una barrera que mantiene la maquinaria de polarizacién en el dpice de las hifas,
impidiendo que los marcadores apicales se distribuyan en areas distales a la punta de la hifa. Por tal motivo

los ETs también tiene un papel importante en el crecimiento y la morfologia de las hifas (Shaw et al., 2011).

Algunas investigaciones sobre proteinas de unidon a ARN han proporcionado informacién adicional
relacionada a la funcidon de los ETs. Investigaciones en U. maydis, mostraron que la proteina de unién a
ARN Rrm4 es transportada de forma bidireccional a través de los MTs y dicho transporte es mediado por

ETs (Becht et al., 2006). Investigaciones posteriores en este mismo hongo mostraron que la proteina Rrm4

1 FTS (Fused Toes), es un miembro de un pequefio grupo de proteinas que contienen un dominio de enzima
conjugadora de ubiquitina E2.
2 FHIP (FTS y Hook Interacting Protein), es una proteina de interaccién con FTS y Hook.
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se une a varios mARNSs, incluidos los que codifican a la proteina de fusién ubiquitina Ubil y la proteina G

Rho3 (Konig et al., 2009). Ademas, se mostrd que los ETs transportan mARNSs que codifican a las septinas
Cdc3 y Cdc12, y que la traduccion de esos mensajeros ocurre en la superficie de los ETs en movimiento
(Baumann et al., 2014). Adicionalmente se ha sugerido que el ensamblaje de los filamentos de septinas

tiene lugar sobre la superficie de estos organulos (Figura 1).

Reticulo Endoplasmico

Endosoma
Temprano

Polisoma

/ Vesicula
endocitica

Figura 1. Modelo del transporte endosomal en hongos filamentosos. Los ETs son transportados mediante la accién
coordinada entre MTs, proteinas motoras y otras proteinas asociadas. Los ETs no solo poseen funciones de
degradacion, sino que pueden actuar como vehiculos para el transporte de proteinas, mARNs, ribosomas, GLs, POs,
RE, etc. Este modelo representa un consenso de los datos reportados en U. maydis y A. nidulans. Modificado de
Steinberg (2014). Guimaraes et al. (2015); Salogiannis et al (2016 y 2020); Riquelme et al. (2018).
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Otros estudios en U. maydis han mostrado que los ETs pueden actuar como un medio de transporte para

los ribosomas. Se ha propuesto que los ribosomas se unen a mARNSs asociados a los ETs para sintetizar la
proteina codificada en estos mensajeros (Higuchi et al. 2014). Los polisomas formados en este proceso
posteriormente son liberados de los ETs durante su transporte bidireccional (Figura 1). Por lo tanto, el
transporte endosomal promueve una distribucion continua de la maquinaria de traduccién en la célula
fungica. Esto representa una forma de transporte diferente de la difusién pasiva de los ribosomas en el
citosol. Los ETs también participan en el transporte de organulos durante el crecimiento polarizado de las
hifas (Figura 1). Algunos de los organulos transportados son las GLs, RE y POs (Guimaraes et al., 2015). En
A. nidulans, se encontrd que la proteina PxdA funciona como un enlazador de las GLs y los POs hacia los
ETs (Salogiannis et al., 2016 y Salogiannis et al., 2020), y esta proteina posee homdlogos en N. crassa y P.
anserina (Riguelme et al., 2018). Dada la cercania entre los diferentes elementos co-transportados por los
ETs y las interacciones funcionales que suele ocurrir entre organulos, se puede suponer un vinculo

funcional entre las cargas de los ETs.

1.1.2 Generalidades de los peroxisomas

Los POs son organulos membranosos rodeados por una bicapa lipidica. En su mayoria se trata de cuerpos
esféricos de 0.1 um a 1 um de didmetro (Smith y Aitchison, 2013). Los POs contienen matrices densas con
diferentes enzimas, sustratos y cofactores, que a veces pueden formar nucleos cristaloides electrodensos.
Los POs generalmente son esféricos, pero pueden mostrar formas alargadas o incluso pueden formar
reticulos en algunos tipos de células y en ciertas condiciones ambientales (Grabenbauer et al., 2000).
Fueron descritos por primera vez en los afios cincuenta como microcuerpos esféricos y ovalados con una
matriz finamente granular (Rhodin, 1954). Mas tarde, fueron renombrados como POs por de Duve y
Baudhuin (1966) debido a que contienen enzimas involucradas en la descomposicién del perdxido de

hidrégeno.

Actualmente, se considera a los POs como un conjunto de orgdnulos relacionados estructural y
funcionalmente que se encuentran en practicamente todas las células eucariotas. Los POs contienen
enzimas involucradas en el metabolismo oxidativo de lipidos, carbohidratos, aminodcidos, purinas, etc.
(Wanders y Waterham, 2006). Muchas de las reacciones bioquimicas que ocurren en el peroxisoma
producen especies reactivas de oxigeno (ROS) que son toxicas para la célula. Sin embargo, los POs poseen

varias enzimas antioxidantes que regulan la homeostasis de las ROS (Nordgren y Fransen 2014).



1.1.3 Biogénesis de los peroxisomas

La biogénesis de los POs esta mediada por unas proteinas denominadas peroxinas, cuyo nombre se abrevia
como PEX seguido de un numero (Distel et al., 1996) (Figura 2). Los enfoques genéticos y bioquimicos han
permitido la identificacidn de 37 peroxinas diferentes en los organismos eucariotas (Schliter et al., 2006,
Farré et al., 2017; Singh et al., 2020). Sin embargo, el nimero de peroxinas en cada especie es diferente.
Por ejemplo, en el genoma de N. crassa se han identificado mas de 20 genes pex (PeroxisomaDB 2.0:
http://www.peroxisomedb.org/), de Eckert y Erdmann, 2003; Sichting et al., 2003; Klei et al., 2006;
Managadze et al., 2010; Liu et al., 2011). Las peroxinas codificadas por estos genes se describen en la Tabla

9 en el Anexo 1.

La mayoria de las peroxinas son proteinas de la membrana del peroxisoma (PMPs) o receptores
citoplasmaticos con afinidad a la secuencia de orientacion peroxisomal (Figura 2). Una red compleja de
interacciones entre peroxinas controlan diferentes procesos en la biogénesis de los POs como: el
ensamblaje de proteinas de membrana (Pex3, Pex16, Pex19 y Pex36), el reconocimiento de proteinas
peroxisomales a través de receptores especificos (Pex5, Pex7, Pex18, Pex20 y Pex21), el acoplamiento de
receptores (Pex13, Pex14, Pex17, Pex14/17 o PEX-33), la translocacion de proteinas a la matriz
peroxisomal (Pex5, Pex14, Pex17, Pex18 y Pex21), el reciclaje de receptores y la importacidn de proteinas
(Pex1, Pex2, Pex4, Pex6 , Pex8, Pex10, Pex12, Pex22 y Pex26 o Pex15), asi como la proliferacién y division
de los POs (Pex11, Pex23, Pex24 Pex25, Pex27, Pex28, Pex29, Pex30, Pex31, Pex32 y Pex37) (Schllter et
al., 2006; Kiel et al., 2006; Managadze et al., 2010; Farré et al., 2017; Singh et al., 2020).

El proceso de formacién de los POs basicamente consiste en el ensamblaje de la membrana peroxisomal,
laimportacidn de proteinas a la matriz y la multiplicacion de los organulos. Hasta hace algunas décadas se
creia que los POs proliferaban por una de dos vias que se consideraban independientes. La primera implica
la division de orgdnulos preexistentes y la segunda consiste en la liberacion y fusién de vesiculas pre-
peroxisomales derivadas del RE y las mitocondrias (Figura 3). En 1992 Heinemann y Just demostraron que
las proteinas peroxisomales sintetizadas en el citosol se importan en los POs de densidad baja o media, en
un proceso de maduracion que implica un aumento de tamafo y densidad. Luego de dicho proceso de
maduracién se demostrd que los POs eran capaces de dividirse para incrementar la poblacién de POs de

acuerdo con los requerimientos fisiolégicos de la célula (Smith y Aitchison, 2009).


http://www.peroxisomedb.org/

=2

Saccharomyces cerevisiae

N. crassa

i ®

Saccharomyces
cerevisiae

Peroxisoma -

Yarrowia @
lipolytica
N 3/
Saccharomyces

&
@509@-@ EEEE

Figura 2. Peroxinas y otras PMPs. En este esquema se muestra las diferentes familias de peroxinas. Las peroxinas
pueden ser citosodlicas (receptores de unidn a secuencia de orientacidn) o integrales de membranay se agrupan en
familias de acuerdo a su papel en la biogénesis de los peroxisomas. Esta imagen fue recuperada y modificada de la
base de datos de POs (PeroxisomaDB 2.0: http://www.peroxisomedb.org/).
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Los primeros indicios de que los peroxisomas no solo surgen de la division de peroxisomas preexistentes
se generd al construir mutantes de levadura carentes de POs debido a la ausencia de la Pex16 vy al
comprobar mediante ensayos de complementacidon genética que se recuperaba el fenotipo silvestre
(South y Gould, 1999). Otro estudio que confirmé la via de proliferacion dependiente de RE, fue la
reconstruccion de los proteomas peroxisomales primitivos que sugieren una posible relacién evolutiva de
los POs con el RE (Gabalddn et al., 2006). De acuerdo con esta via, las vesiculas pre-peroxisomales liberadas
del RE y mitocondrias contienen las peroxinas requeridas para el ensamblaje de proteinas de lamembrana
peroxisomal (PMPs) (Eckert y Erdmann, 2003; Sugiura et al., 2017). Luego, estas PMPs recién ensambladas
promueven la incorporacién de otras PMPs que permitirdn la importacién de proteinas a la matriz
peroxisomaly con ello la maduracién de los POs (Eckert y Erdmann, 2003). Es decir, que ambas vias pueden

coexisten en la célula en un solo mecanismo de proliferacién (Figura 3).

Durante la proliferacion y biogénesis de los POs es fundamental la importacion de PMPs. Actualmente, el

mecanismo de incorporacion de PMPs sigue sin comprenderse en su totalidad. Aun asi, se ha descrito la
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importacion de PMPs directamente del citosol por la ruta PEX-3 — PEX-19 y/o PEX-16, la importacion

indirecta via RE ya sea por el complejo GET (Trafico de Golgi a RE) o SRP (Particula de Reconocimiento de
Sefial) y la importacién indirecta por medio de la fusion de vesiculas pre-peroxisomales derivadas de RE y

Mitocondrias (Figura 3) (Haimovich et al., 2016; Sugiura et al., 2017).

Importacién de | '

Q proteinas a la
Fusion @ matriz
e — 7
RE aQ PTS

Peroxisomas

Mitocondria

Vesiculas pre-peroxisomales derivadas O O © O Proteinas de la membrana peroxisomal (PMPs)
del RE y las mitocondrias @ Proteinas de la matriz peroxisomal con PTS

Figura 3. Modelo de la biogénesis de peroxisomas. Los POs pueden formarse por medio de dos vias: biogénesis de
novo o crecimiento y fisién de POs pre-existentes. La biogénesis de novo requiere la fusion de vesiculas pre-
peroxisomales, derivadas del RE y las mitocondrias. Estas vesiculas contienen PEXs que permiten la importacion
de otras PMPs en la membrana peroxisomal. En los POs tempranos se importan proteinas de la matriz y esto
induce la formacién de POs maduro. Los POs maduros pueden seguir adicionando PMPs o importando proteinas
a la matriz, generando con ello un aumento de tamario y eventos de divisidén (Sugiura et al., 2017; Kim, 2017).

En cuanto a la importacién de proteinas a la matriz peroxisomal, se han identificado algunas sefales de
orientacién (basicamente PTS1, PTS2; del inglés Peroxisomal Targeting Signal), que dirigen a una proteina
del citosol al peroxisoma. Las proteinas con la sefial de orientacidon peroxisomal son reconocidas por los
receptores citosolicos Pex5 y Pex7. Laimportacidn de proteinas a la matriz del peroxisoma se puede dividir
en cinco pasos: (1) el reconocimiento de la proteina peroxisomal en el citosol por los receptores de carga
solubles, (2) la asociacion del complejo receptor-carga con la membrana peroxisomal, (3) la translocacion
de la carga en el peroxisoma, (4) liberacién de la carga en la matriz peroxisomal y por ultimo (5) la
ubiquitinacion y exportacion de receptores (Figura 4). El receptor soluble Pex5 reconoce una PTS tipo 1
[PTS1; compuesto de un tripéptido similar a SRL en el C-terminal, (S/A/C)-(K/R/H)-(L/A)], mientras que
Pex7, reconoce una PTS tipo 2 [PTS2; compuesto de un nonapéptido en el N-terminal (R/K)-(L/V/I)-XXXXX-
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(H/Q)-(L/A/F)] (Kim y Hettema, 2015). En hongos existen peroxinas adicionales involucradas en la

importacion de las proteinas de la matriz del peroxisoma, tales como Pex18, Pex20 y Pex21 (Peraza-Reyes
y Berteaux-Lecellier, 2013). Un dato interesante que conviene mencionar sobre el receptor Pex5 para la
via PTS1 y el co-receptor Pex18 para PTS2, es que también forman parte fundamental de los canales de
importacion peroxisomal (Meinecke et al., 2010; Montilla-Martinez et al., 2015). En N. crassa los
receptores PEX-5 han sido implicados en la importacién de proteinas dependientes de PTS1 y los

receptores PEX-7 y el co-receptor PEX-20 para las proteinas dependientes de PTS2 (Sichting et al., 2003).

Citosol

Subcomplejo de
acoplamiento

Subcomplejo
RING-finger

Peroxisoma
e

L

Matrizdel Membrana del

Peroxisoma

Figura 4. Modelo de importaciéon de proteinas en el
peroxisoma. El proceso de importacion de proteinas en
el PO se puede dividir en cinco etapas: (1)
reconocimiento de carga en el citosol, (2) acoplamiento
del complejo receptor-carga en la membrana
peroxisomal, (3) translocacién de carga a través de la
membrana, (4) liberacién de la carga en la matriz
peroxisomal y (5) ubiquitinacion y exportacion de
receptores. Con una flecha amarilla se indican las
peroxinas ausentes en las cepas con las que se trabajé
en este proyecto. Adaptado de Eckert y Erdmann
(2003); Sichting et al. (2003); Managadze et al. (2007);
Managadze et al. (2010); Liu et al. (2011); Farré et al.
(2018) y Walter y Erdmann (2019).
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Una vez que las proteinas de la matriz peroxisomal son reconocidas por los receptores citosélicos son
translocadas junto a los receptores a través del complejo importdmero hacia la matriz del peroxisoma.
Durante la importacién de proteinas participan el subcomplejo de acoplamiento, que contiene las PMPs

Pex13, Pex14 y Pex14/17 (Kiel et al., 2006) o PEX-33 (Managadze et al., 2010), y el subcomplejo de RING-
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finger (Really Interesting New Genes), que contiene las PMPs Pex2, Pex10 y Pex12 (Agne et al., 2003).

Finalmente, los receptores liberan la carga en la matriz peroxisomal y ocurre el reciclado de receptores
hacia el citosol. El complejo de RING-finger, junto con el complejo de enzimas de conjugacion de ubiquitina
E2, Pex4/Pex22, ubiquitinan al receptor para promover su liberacidon de la membrana por el complejo

ATPasa AAA Pex1/Pex6 (Platta et al. 2014).

No todas las proteinas de la matriz peroxisomal poseen PTS conocidos y por ello se sabe poco sobre el
mecanismo de incorporacién de este tipo de proteinas. En 2012, Freitag y colaboradores mostraron que
varias enzimas peroxisomales contienen motivos PTS1 cripticos que se activan mediante el empalme
alternativo y la lectura de un motivo en cis presente inmediatamente después de un codén de parada UGA
(UGACU). Lo anterior supone un mecanismo potencial para dirigir las enzimas peroxisomales hacia los POs
en respuesta a condiciones fisioldgicas y de esta manera regular las funciones peroxisomales en la célula

(Freitag et al., 2012).

1.1.4 Funcion del reticulo endoplasmico en la biogénesis de los peroxisomas

En nuestro grupo de trabajo se ha estudiado la morfologia y dinamica del RE durante el crecimiento
polarizado de N. crasa. Ello desperto el interés en analizar las interconexiones funcionales del RE con otros
organulos, sobre todo con los POs, debido a la importancia del RE en la biogénesis de los POs y por
consiguiente las posibles interacciones entre ambos organulos. El RE aporta parte de los fosfolipidos
constituyentes de la membrana peroxisomal (Lazarow y Fuijiki, 1985). La membrana del PO esta
constituida principalmente por fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, y se caracteriza por poseer acidos

grasos de cadena mas larga en comparacién con las membranas de otros organulos (Schneiter et al., 1999).

En Saccharomyces cerevisiae se ha observado que 16 proteinas de membrana peroxisomal (Pex1, Pex2,
Pex3, Pex4, Pex6, Pex8, Pex10, Pex11, Pex12, Pex13, Pex14, Pex15, Pex19, Pex25, Pex27 y Antl) ingresan
al RE a través del complejo GET o Sec61, para lograr su topologia correcta y luego viajar a los POs a través
de un mecanismo mediado por Pex3 — Pex19 (van der Zand et al., 2010). Otra aportacion del RE en la
biogénesis del peroxisoma que ya se ha abordado pero que vale la pena recalcar, estd relacionada con el
ensamble de los complejos multiproteicos en la membrana del peroxisoma producto de la fusién de
vesiculas pre-peroxisomales, que entre otras cosas permiten la importacion de proteinas tal como se

muestra en la Figura 3y 4 (Farré et al., 2018; Walter y Erdmann, 2019; Sugiura et al., 2017; Kim, 2017).
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1.1.5 Funciones de los peroxisomas en los hongos filamentosos

Los POs son organulos esenciales para el desarrollo de la mayoria de los organismos eucariotas. En los
hongos, los POs se caracterizan por su gran versatilidad y dinamismo funcional. Por ejemplo, se ha
demostrado que los POs fungicos poseen varias enzimas glucoliticas y otras que participan en la
degradacion del metanol y otros compuestos. También se han reportado algunas funciones anabdlicas,
tales como la biosintesis de biotina, siderdforos, antibidticos B-lactamicos (Penicilinas, cefalosporinas),
micotoxinas, glucolipidos extracelulares y otros metabolitos. Ademas, enzimas del ciclo del glioxilato, de
la via de pentosa fosfato y de la glucdlisis se localizan en los POs. En hongos filamentosos, los POs no solo
poseen funciones metabdlicas también presentan actividades mecanicas como el taponamiento del poro
septal u otras como la organizacion de los MTs. Adicionalmente, los POs tienen una funcién importante en
algunas etapas del desarrollo de los hongos, como la formacién de esporas sexuales y asexuales, la
transicién micelial en hongos dimdrficos, la diferenciacion de estructuras infecciosas como los apresorios
o la formacion de células especializadas (Peraza-Reyes y Berteaux-Lecellier, 2013). En N. crassa se ha
confirmado la importancia de los POs en la morfogénesis de la hifa, en la formacién de cuerpos fructiferos
y en la proteccién contra el dafio mecanico (Managadze et al., 2007). En este hongo existen dos tipos de

POs: glioxisomas (Kionka y Kunau, 1985) y cuerpos de Woronin (Jedd y Chua, 2000; Tenney et al., 2000).

Los glioxisomas de N. crassa, al igual que en otros organismos, contienen las enzimas necesarias para la 3-
oxidacion de acidos grasos y las enzimas del ciclo del glioxilato, una via metabdlica que permite la
conversion de acetil-CoA en succinato para la produccion de carbohidratos (Flavell y Woodward, 1971). A
diferencia de lo que ocurre en levaduras la B-oxidacién en los glioxisomas involucra una acil-CoA
deshidrogenasa que lleva a cabo la deshidratacién de los acidos grasos a través de un mecanismo que no
involucra la formacion de peréxido de hidrégeno. Algo interesante de los glioxisomas de N. crassa, es que
no contienen catalasa, la enzima que descompone el perdxido de hidrégeno (Kionka y Kunau, 1985;

Schliebs et al., 2006).

Por otra parte, los cuerpos de Woronin realizan una funcién no metabdlica que es particular de los hongos
filamentosos Ascomycota y que consiste en detener la pérdida de citoplasma por la lesion de las hifas al
actuar como un tapodn del poro septal (Jedd y Chua, 2000). Los cuerpos de Woronin se forman a partir de
glioxisomas, una vez que la proteina Hexagonal 1 (HEX-1) se importa a los glioxisomas y forma un cristal.
El cuerpo de Woronin, completo con el cristal HEX-1, se desprende del glioxisoma a través de fision (Liu et

al., 2008).
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Debido a la importancia de las peroxinas en la biogénesis de los POs, Managadze et al. (2007) estudiaron
el efecto de la mutacion de PEX-14 en el funcionamiento de los POs en N. crassa. Los resultados de dicha
investigacion sugieren que la ausencia de esta peroxina evita la formacion de glioxisomas funcionales y
cuerpos de Woronin. La mutacién de PEX-14 inhibid el crecimiento en medios de cultivo con 4cido oleico
como Unica fuente de carbono (Managatze et al., 2007), lo cual apoya la idea de que el sitio principal de
degradacion de los acidos grasos en N. crassa pueden ser los glioxisomas (Kionka y Kunau, 1985), aunque
no debe descartarse un sistema adicional de B-oxidacién en las mitocondrias tal como lo reportado en A.
nidulans (Maggio-Hall y Keller, 2004). La mutacidn de PEX-14 también provocé el derrame citoplasmico de
las hifas por dailo mecanico y los autores sugieren que esto se debe a la ausencia de cuerpos de Woronin,

qgue normalmente sellarian los poros septales en caso de lesién (Managatze et al., 2007).

1.1.6 La importancia de los peroxisomas en el desarrollo sexual de los hongos
filamentosos

En los hongos existen multiples procesos que dependen de los POs y el desarrollo sexual es un claro
ejemplo de ello. Los POs fungicos estan implicados directa o indirectamente en la mayoria de los eventos
relacionados con la reproduccién sexual (Figura 5), incluida la formacidn de moléculas de sefalizacion, el
apareamiento, la induccion y progresién meidtica, la diferenciacion y el mantenimiento de las estructuras
reproductivas, asi como en dispersidén y germinacidon de las esporas sexuales, etc. (Peraza-Reyes y

Berteaux-Lecellier, 2013).

Los POs también participan en el desarrollo de las estructuras reproductivas en hongos filamentosos. El
ciclo de reproduccién sexual en los hongos ocurre principalmente cuando se agotan los nutrientes del
medio exterior y por ello la energia necesaria para la progresién en las diferentes etapas del desarrollo
sexual deriva de los compuestos de reserva (carbohidratos y lipidos). En los hongos, los lipidos se
almacenan principalmente como triglicéridos en GLs que se derivan del RE (Murphy, 2012). Dada la
importancia de los POs en la B oxidacion de acidos grasos, probablemente los POs participen en la
canalizacion de nutrientes en las estructuras reproductivas permitiendo con ello su desarrollo (Goodrich-

Tanrikulu, et al., 1998; Flavell y Fincham, 1968)
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Figura 5. Ciclo de vida de un ascomiceto heterotalico modelo. Los hongos se caracterizan por poseer ciclos de
reproduccion sexual y asexual. De acuerdo con la reproduccién sexual los hongos pueden clasificarse como
homotalicos o heterotalicos. Una especie de hongo heterotalico, tal como N. crassa se caracterizan por presentar
individuos con tipos de apareamiento mat Ay mat a. Recuperado y modificado de Peraza-Reyes y Berteaux-Lecellier
(2013) y Suaste-Olmos et al. (2018).

Los analisis de expresidn génica en el desarrollo sexual de Fusarium graminearum durante el desarrollo
sexual, realizado por Guenther et al. (2009), mostraron un incremento en los niveles de expresion de genes
implicados en la B oxidacion de acidos grasos y de genes codificantes de peroxina. Asi mismo en P. anserina
se ha demostrado la importancia de las peroxinas durante el desarrollo meiético (Tabla 1), y en general la
importancia de los POs durante la maduracidn y germinacion de las esporas sexuales (Berteaux-Lecellier

et al., 1995; Peraza-Reyes y Berteaux-Lecellier, 2013 y Suaste-Olmos et al., 2018).
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Tabla 1. Peroxinas de P. anserina y las etapas del desarrollo sexual en las que participan

Etapa Peroxinas

Induccion de la meiosis PEX1, PEX2, PEX3, PEX4, PEX8, PEX10, PEX12, PEX13, PEX20,
PEX22 y PEX26

Meiosis PEX5, PEX7

Los datos de la tabla corresponden al hongo filamentoso P. anserina y fueron recuperados de Peraza-Reyes
y Berteaux-Lecellier (2013) y Suate-Olmos et al. (2018).

En N. crassa la composicién de acidos grasos de los tejidos sexuales difiere a la de los tejidos asexuales. La
principal reserva de lipidos en las esporas asexuales son los fosfolipidos mientras que en las esporas
sexuales abundan los triglicéridos. Los macroconidios también contienen niveles relativamente altos de
18:2 y 18:3, y niveles bajos de 18:1. Mientras que las ascosporas tienen niveles traza de 18:3 (Goodrich-
Tanrikulu, et al., 1998). Ademas, se ha demostrado que los triglicéridos y la trehalosa son las principales
fuentes de carbono y energia para la germinacion de las esporas sexuales (Flavell y Fincham, 1968). Como
se ha mencionado con anterioridad los glioxisomas de N. crassa, contienen enzimas para la B-oxidacién de
acidos grasos y las enzimas del ciclo del glioxilato (Flavell y Woodward, 1971). Esto permite comprender
la importancia de los POs en el desarrollo sexual de N. crassa y el porqué de la ausencia de la isocitrato
liasa (enzima clave en el ciclo del glioxilato) afecta la germinacién de las ascosporas (Flavell y Fincham,

1968).

A pesar de la importancia del peroxisoma en el ciclo sexual de los hongos filamentosos, las funciones
peroxisomales durante el desarrollo sexual parecen no estar conservadas entre diferentes especies de
hongos. Por ejemplo, en N. crassa las cepas mutantes deficientes en pex-14 (gen que codifica a una
peroxina implicada en el subcomplejo de acoplamiento) se ven afectadas en la produccion de peritecios y
ascosporas (Managadze et al., 2007). Sin embargo, este mismo genotipo en P. anserina no genera defectos
en la formacion de peritecios, en la cariogamia o en la meiosis, por lo tanto, la formacién de ascosporas

no se ve afectada (Peraza-Reyes et al., 2008).

1.2 Justificacion

Estudios previos han mostrado la versatilidad y el dinamismo funcional de los peroxisomas en los

organismos eucariotas. En los hongos filamentosos los peroxisomas participan activamente en el
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metabolismo, el desarrollo sexual y poseen actividades mecdnicas adicionales. Algunas de estas funciones

parecen no estar conservadas entre diferentes especies de hongos, incluso entre los estrechamente
relacionados. Sin embargo, el conocimiento actual sobre los peroxisomas de N. crassa es limitado. Analizar
el papel de las proteinas peroxisomales PEX-1, PEX-10 y PEX-14 en el crecimiento vegetativo y el desarrollo
sexual de N. crassa es importante debido a sus papeles en la importacion de proteinas en la matriz del
peroxisoma y en consecuencia en la maduracién y correcto funcionamiento de estos organulos. Por otra
parte, establecer si existe una relacion entre los peroxisomas y los endosomas tempranos en N. crassa,
similar a la reportada para Aspergillus nidulans y Ustilago maydis, permitird realizar una comparacion
funcional e identificar procesos fisioldgicos y evolutivos conservados, asi como mecanismos especificos

adaptados a los estilos de vida de N. crassa.

1.3 Hipotesis

Las cepas de N. crassa mutantes carentes de las peroxinas PEX-10 y PEX-14 (translocdn del peroxisoma),
asi como de PEX-1 (complejo de dislocacion de los receptores) tendran deficiencias en la importacién de

proteinas con PTS1 y mostraran defectos en el desarrollo vegetativo y sexual.

Existira una interaccion entre los peroxisomas y algunos componentes subcelulares, tales como:
microtubulos, endosomas tempranos, gotas lipidicas y reticulo endoplasmico durante el crecimiento de

hifas de N. crassa.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Describir la dindmica celular de los peroxisomas en hifas de N. crassa y la importancia de PEX-1, PEX-10y

PEX-14 en el desarrollo vegetativo y sexual de este hongo.
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1.4.2. Objetivos especificos

e Determinar el efecto de la eliminacidon de los genes pex-1, pex-10 y pex-14 en el desarrollo

vegetativo y sexual de N. crassa.

e Analizar la dindmica celular de los peroxisomas de N. crassa y su interaccion con microtubulos,

endosomas tempranos, gotas lipidicas y reticulo endopldsmico.

e Explorar el papel de PEX-10 y PEX-14 en la importacidn de proteinas con PTS1 en los peroxisomas

de N. crassa.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Cepas

Para realizar este proyecto se utilizaron las cepas descritas en la Tabla 2. En esta tabla se muestra el
nombre, origen y el genotipo de las cepas empleadas en la actividad experimental, asi como de las cepas

generadas en este proyecto.

Tabla 2. Descripcidn de las cepas empleadas en este trabajo

Organismo | Nombre Origen Genotipo
. . F~®80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl
E. col DH5a™ |
cot > nvitrogen hsdR17rk™, mk* phoA supE44thi-1 gyrA96 relA1 N
. . # .
Organismo Nombre Origen FGSC* mat Genotipo
N1 FGSC* 988 a | wt: Tipo silvestre
N150 FGSC* 9013 A | wt: Tipo silvestre
SMRP12 Freitag et al., 2004 9520 A ridRIP4; his3+::Pccg-1::bml::sgfp
SMRP17 Freitag et al., 2004 4347 a Fluffy
SMRP18 Freitag etal., 2004 4317 A Fluffy
SMRP24 FGSC* 9717 A his-3; Amus-51::bar*
SMRP25 FGSC* 9718 a Amus-51::bar*
SMRP320 | Seidel et al., 2013 NA A Amus51::bar+ ; his-3+::Pccg-1::c-
Gly::gfp::ypt-52
SMRP364 | Rico-Ramirezetal., 2018 | NA A | BmusS1:bart ;his-3+:: Pecg-1:icse-
7::8xGly::gfp
N. crassa
SMRP463 | FGSC* 13389 a Apex-1::hph*;Amus-51::bar*
SMRP491 | Este proyecto 13389 a | Apex-1::hph';Amus-51::bar*
SMRP466 | FGSC* 11333 a Apex-10::hph*;Amus-51::bar*
SMRP467 | FGSC* 11304 A Apex-14::hph*;Amus-51::bar*
SMRP468 | FGSC* 11305 a Apex-14::hph*;Amus-51::bar*
Amus-51::bar? ; his-3+::Pccg-
SMRP492 | Este proyecto NA A 1::tagrfp::PTS1::Ptrpc::natR
Apex-10::hph*;Amus-51::bar’; his-
SMRP493 | Este proyecto NA i 3+::Pccg-1::tagrfp::PTS1::Ptrpc::natR
Apex-14::hph*;Amus-51::bar’; his-
SMRP494 | Este proyecto NA i 3+::Pccg-1::tagrfp::PTS1::Ptrpc::natR
*FGSC: Fungal Genetic Stock Center

2.2 Vectores

En la Tabla 3 se describen los vectores empleados en este proyecto. Estos vectores fueron empleados para

hacer las construcciones génicas necesarias en el marcaje de los POs de N. crassa.
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Nombre Tamaiio Genotipo Resistencia Origen
VMRP13 pMF272 | 8479 pb | 3'his-3Flank::Pccg-1::sgfo+::5'Dhis-3 Amp/His ;B%'Zag etal,
VMRP73 e . Honda y Selker
Pccg C_8Glygfo 8503 pb | Pccg-1::gfp::8Gly Amp/His 2009
VMRP81 pST14 8500 pb | Pccg-1::6xHis:sf-gfp Amp/His Starr et al., 2018
VMRP94 pEHN1nat | 5870 pb | Ptrpc::natR::Pgpd::trpC terminator Amp/NCT Kiick y Hoff, 2006
VMRP162 pC- . . S. Honda. No
TagRFP 5519 pb | 10xGly::tagrfp Hig/Kan publicado.
VMRP163 3'his-3Flank::Pccg-1::tagrfp::PTS1:: .
tagrfp::PTS1::natR 9460 Ptrpc::natR::5'Ahis-3 Amp/His/NCT | Este Proyecto

Amp: ampicilina; His: histidina; NCT: nourseotricina; Kan: kanamicina

2.3 Oligonucledtidos iniciadores

En las siguientes tablas se muestran los oligonucledtidos empleados en este proyecto.

Tabla 4. Descripcion de los oligonucleétidos iniciadores empleados para la comprobacion molecular de las cepas

Apex del FGSC

Nombre Secuencia 5°-3" Longitud | % GC | Tm (°C) Nota
OD UTR 5" pex-1 [TTCGCTAGGTACGGTCAGGACC 22 59 58.6 Ninguna
OR ORF pex-1 AGCACCTGACCATCCGTGATAGG 23 57 58.8 Ninguna
OD UTR 5" pex-10 |[ATCCACTGCCACAGCTTCGACG 22 59 58.6 Ninguna
OR ORF pex-10 TCGTCTCACGTCTGCACAACGG 22 59 58.6 Ninguna
OD UTR 5 pex-14 |[CGTCTGCCCAGTCTCAACAAGG 22 59 58.6 Ninguna
OR ORF pex-14 TCCGTTGCTGCTTGAGCCATCG 22 59 58.6 Ninguna

Tabla 5. Descripcién de los oligonucledtidos iniciadores empleados en la construccion del vector requerido para el

marcaje de los peroxisomas de N. crassa

PTS1 _Tag-RFP GCTTGGCTGGAGC

Nombre Secuencia 5°-3" Longitud | % GC | Tm (°C) Nota
OR natR_EcoR_|I |CCGGAATTCTCAGGGGCAGGGCATGCTCATG 31 65 62.4 |Dimerizacién
OD Tag-RFP_Pac_ | |CCTTAATTAACATGGTGTCTAAGGGCG 27 42 56.4 |Harpin
OR Tag-RFP_PTS1_[TTAGAGGCGGGACTTGTACAGCTCGTCCATGCCATT Harpiny
39 46 599 |, .7 .,
Ptrp _C_natR AAG dimerizacién
OD pTRP_c_natR_ |CGAGCTGTACAAGTCCCGCCTCTAAAGCATTTTTTGG 50 52 59.3 Harpin y auto-

complementacion
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Tabla 6. Descripcion de los oligonucleétidos iniciadores empleados en la comprobacién molecular de la cepa con
los peroxisomas marcados

Nombre Secuencia 5°-3’ Longitud| Tm | Nota Fuente
MRp10 AGAGACAAGAAAATTACCCCCTTCTT 26 62 |Ninguna Egz)‘;e'me etal,
ORF TagRFP GAATCAAGGAGGCCGACAAAGAGACC 26 61 |NingunalEste proyecto
MRp12 ATAATGAACGGAAGGTAGTTGTAGAAAG 28 61 |Ninguna Eg%‘;elme etal,
MRp13 ATGGATATAATGTGGCTGTTGAAAG 25 60 |Ninguna Eg%ie'me etal,

2.4 Medios de cultivo

2.4.1 Medios de cultivo para E. coli

Para el cultivo de E. coli, se empled el medio Luria-Bertani (LB), el cual se prepard disolviendo 1.0 g de
peptona, 0.5 g de extracto de levadura, y 100 mg de NaCl en 100 mL de agua destilada. En el caso del
medio sélido se adicioné 1.5 g de agar bacterioldgico. A continuacidn, se esterilizd en autoclave, a 15 |b de
presion durante 15 min. Después de la esterilizacidn, el medio se distribuyd en placas de Petri de 100 x 15
mm adicionando 20 mL por placa. El medio LB empleado para seleccionar colonias transformantes fue

suplementado con el respectivo antibiotico (ampicilina a 50 pg/mL o kanamicina a 50 pg/mL).

2.4.2 Medios de cultivo para N. crassa

Para el cultivo de N. crassa, se empled medio minimo de Vogel (MMV) y medio completo de Vogel (MCV).
El MMV, se prepard con sales de Vogel 50X (Vogel, 1956; Anexo 2) y sacarosa al 1.5 % o acido oleico al
0.25 % como fuente de carbono. En el caso del medio con 4cido oleico se utilizé como emulsificante Tween
20 al 1 % (modificado de Managadze et al., 2007). Para preparar los medios sélidos, se empled agar al
1.5% o al 3.0 %. EI MCV se prepard con sacarosa al 1.5 %, extracto de levadura 0.5 %, N-Z casaminodcidos
al 0.5 % y sales de Vogel 50X (Vogel, 1956; Anexo 2). Los experimentos de cruzas sexuales se realizaron
en medio sintético de cruza (MSC), el cual se prepard haciendo una dilucién 1:1 entre el agar del MSC
(sacarosa al 4 % y agar al 4 %) y las sales del MSC 2x (Westergard, 1947; Anexo 2). La recuperacién de
colonias transformantes se realizé utilizando el medio FGS. Este medio se prepard disolviendo 2 mL de
sales de Vogel 50X (Vogel, 1956; Anexo 2), 1.0 g de agar bacteriolégico y 10 mL de solucién FGS que

contiene sorbosa al 20 %, fructosa al 0.5 % y glucosa al 0.5 % (esterilizada por filtracién) en 100 mL de
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agua destilada. Todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave, a 15 |Ib de presién durante 15
min. El medio esterilizado y atemperado se suplementd con L-Histidina (500 pg/mL, Sigma-Aldrich,
esterilizada por filtracién) para el cultivo de las cepas auxotrofas a histidina y en el caso de la seleccion de
colonias transformantes el medio fue suplementado con sulfato de nourseotricina (NCT, 50 pg/mL) o
higromicina (300 pug/mL). Por dltimo, los medios soélidos se distribuyeron en placas de Petri de 100 x 15
mm (20 mL/placa) o de 60 x 15 mm (10 mL/placa); para los cultivos en tubo de ensayo se adiciond de 1-5
mL de medio por tubo y en el caso de los tubos para la recuperacién de macroconidios se realizé una

inclinacion del medio para aumentar el area superficial.

2.5 Condiciones de cultivo

El hongo N. crassa se cultivd en placas de Petri, tubos con medio inclinado y tubos con medio sin inclinar.
En las tres formas de cultivo, el hongo se inoculd al centro o a un extremo en el caso de las placas de Petri,
con 1x10° macroconidios o un disco micelial (8 mm de didmetro) obtenido a partir de cultivos en placa de
24 h de las cepas deficientes en macroconidiacion. La mayoria de los cultivos se incubaron en oscuridad a

30 °C, a excepcidn de las cruzas sexuales las cuales se incubaron a 25 °C.

2.6 Analisis fenotipico de las cepas Apex

2.6.1 Analisis de la tasa de crecimiento

Los cultivos de las cepas en placas de Petri fueron monitoreados a las 3, 6, 9, 12 h después de la
inoculacidn. Para evaluar el crecimiento del micelio se evaluaron 3 cultivos por cepas y se midieron ocho

diametros por caja y tiempo de observacion.

2.6.2 Analisis de la produccion de hifas aéreas

Los cultivos de las cepas en tubos de ensayo con agar no inclinado fueron incubados durante cinco dias en
las condiciones previamente descritas. Para evaluar la produccion de hifas aéreas se realizaron 3 cultivos

por cepa y se midid la altura del micelio aéreo determinando un total de 8 alturas por cultivo.
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2.6.3 Analisis de la macroconidiacion

2.6.3.1 Recuperacion de macroconidios

Los cultivos de las cepas en tubos de ensayo con agar inclinado fueron incubados en oscuridad a 30 °C
durante cinco dias y luego se mantuvieron a temperatura ambiente durante cinco dias mads, bajo luz blanca
para promover la conidiacidn. Se realizaron 3 cultivos por cepa y para recuperar los macroconidios se les
adiciond 5 mL de agua destilada estéril y se raspd la superficie del medio con palillos de madera estériles.
Luego se filtré el liquido en tubos de 50 mL estériles usando un filtro de tela (50 % raydn, 50 % poliester).
La solucion obtenida se centrifugd a 8,000 rpm durante 15 min. Luego de desechar el sobrenadante los

conidios se resuspendieron en 1 mL de sorbitol 1 M estéril. Finalmente, se almacenaron a -20 °C.

2.6.3.2 Cuantificacion de macroconidios

Cada stock de conidios se homogeneizé en Vortex por 10 s y luego 10 plL de cada stock se resuspendieron
en 990 L de agua destilada en un tubo de microcentrifuga. Para realizar el conteo se cargaron 10 uL de la
dilucién 10 de conidios en una cdmara de Neubauer. La cuantificacidn se realizé en un microscopio Nikon
Eclipse E100, contando los conidios en 5 cuadros de 0.04 mm? de la cdmara de Neubauer. Lo anterior se
realizé por duplicado para cada stock. La concentracién de conidios del stock se determind mediante la

ecuacion 1, utilizando el promedio de los dos conteos.

conidios  (Numero de conidios)(Factor de dilucion)(10000) o
- 0.2 WEE EEE EES EEE EES EEE EEE R R RGN EEE EEE EES EEE EEE EEE EER

mL

2.6.4 Analisis de las ramificaciones hifales

Para determinar la ramificacion de las hifas se emplearon cultivos en placas de Petri inoculados a un
extremo e incubados en obscuridad a 30 °C de 12 a 15 h (discos miceliales y conidios respectivamente).
Para la cuantificacidn de la ramificacion se determind el nimero de ramas laterales presentes en los 500

um desde el dpice hacia atras de 30 hifas principales.
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2.6.5 Analisis del diametro de las hifas

Después de 12 a 15 h de incubacidén de las cepas (discos miceliales y conidios respectivamente) a 30 °C en
cultivos en placas de Petri, se determind el diametro de las hifas. Para el analisis de este parametro se
considerd el diametro de las hifas a una distancia de 100 um de los apices de 30 hifas principales. Las
mediciones se realizaron a partir de 3 microfotografias provenientes de 3 cultivos por cepa. Las
microfotografias se obtuvieron de un estereoscopio Olympus SZX12 a una ampliacion de 32X y utilizando

el programa Image J.

2.6.6 Analisis de la produccion de biomasa seca

Para analizar la produccién de biomasa, se realizaron 3 cultivos de cada una de las cepas en matraces
Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de MCV. Los matraces se inocularon con discos miceliales de las cepas y
se incubaron a 30 °C durante 48 horas en agitacion a 150 rpm. Después de la incubacién, el micelio se
recuperd por filtracion y luego se sometié a secado en la incubadora de 37 °C por 48 h. Finalmente se

realizé el pesado del micelio.

2.7 Métodos para analizar el desarrollo sexual de las cepas Apex

2.7.1 Cruzas sexuales

Las cruzas sexuales se realizaron en placas de 60 x 15 mm con 10 mL de MSC. En términos generales y para
estandarizar el protocolo, primero se inoculé la cepa de tipo de apareamiento “mat A” con excepcion de
los ensayos de fertilidad que se describiran a continuacion. Las placas inoculadas se protegieron de la luz
con papel aluminio y luego se incubaron a 25 °C durante 24 h. Al cabo de este tiempo se inoculd la cepa
de tipo de apareamiento complementario “mat a” (solucién diluida de macroconidios o cuadros pequefios
de agar con micelio) y posteriormente se incubaron durante 10 dias a 25 °C en oscuridad hasta observar

peritecios.
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2.7.2 Determinacion del tipo de apareamiento

Para determinar el tipo de apareamiento de una cepa, se realizaron cruzas sexuales con las cepas Fluffy
(mat a) y Fluffy (mat A). Las cruzas en donde se observé la formacién de peritecios fueron consideradas
para establecer el tipo de apareamiento de la cepa en estudio, ya que es el contrario al de la cepa Fluffy

empleada en la cruza.

2.7.3 Recuperacion de cepas homocariones

Después de observar ascosporas en las tapas de los cultivos de las cruzas sexuales, éstas fueron
recuperadas haciendo lavados de la tapa con agua destilada estéril. Las ascosporas recuperadas se
sometieron a choque térmico (60 °C) durante 1 h. Luego se sembraron en placas con MMV conteniendo
higromicina (300 pg/mL), L-histidina (500 pg/mL) y/o NCT (40 pg/mL) y posteriormente se incubaron a 25
°C por 18 h aproximadamente. Las ascosporas germinadas se transfirieron a tubos con 1 mL de MMV
suplementado con el o los antifungicos apropiados y se incubaron a 30 °C durante 48 h. Los cultivos
positivos a los medios de seleccion se almacenaron a 4 °C para su posterior caracterizacién microscopica,

molecular, fenotipica o sexual.

2.7.4 Obtencion de cepas con tipo de apareamiento complementario

Para caracterizar el desarrollo sexual de cualquier cepa es necesario contar con ambos tipos de
apareamiento. En este caso solo se contaba con las cepas Apex-1y Apex-10 de tipo de apareamiento “a”.
Para recuperar el tipo de apareamiento “A”, las cepas Apex-1y Apex-10 se cruzaron con la cepas parental
HFGSC 9717 (mat A; his-3; Amus-51::bar*). Luego de realizar las cruzas sexuales, recuperar ascosporas y
analizar la resistencia a higromicina de hasta 200 germinalas por caso, no se lograron obtener los tipos de

apareamiento requeridos.

2.7.5. Andlisis del desarrollo sexual de las cepas Apex: cruzas heterocigotas

Para caracterizar el desarrollo sexual de las cepas Apex en cruzas heterocigotas, se realizaron dos tipos de

analisis: ensayos de fertilidad como hembra y ensayos de fertilidad como macho (Kim y Borkovich, 2006).
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En los ensayos de fertilidad como hembra, primero se realizaron cultivos de 5 dias de las cepas Apex-1
(mat a), Apex-10 (mat a), Apex-14 (mat a) y Apex-14 (mat A), después se anadieron a estos cultivos 25 pL
de una solucion diluida de macroconidios de las cepas wt N1 (mat a) y wt N150 (mat A) segln corresponde.
En los ensayos de fertilidad como macho, primero se realizaron cultivos de 5 dias de las cepas Fluffy (mat
a) y Fluffy (mat A), después se inocularon cuadros pequefios de agar con micelio de las cepas Apex-1 (mat
a), Apex-10 (mat a), Apex-14 (mat a) y Apex-14 (mat A) como corresponde. Las placas inoculadas se
protegieron de la luz con papel aluminio y luego se incubaron a 25 °C durante 5 dias o hasta observar la

formacidn de peritecios.

Para caracterizar el desarrollo sexual de las cepas Apex se realizaron las cruzas heterocigotas mostradas

en latabla 7:

Tabla 7. Cruzas heterocigotas realizadas para analizar la fertilidad femenina y masculina de las cepas Apex

Cepa Ensayos de fertilidad como hembra Ensayos de fertilidad como macho
Apex-1 Apex-1 (mat a) x wt N150 (mat A) Fluffy (mat A) x Apex-1 (mat a)
Apex-10 | Apex-10 (mat a) x wt N150 (mat A) Fluffy (mat A) x Apex-10 (mat a)
Apex-14 (mat a) x wt N150 (mat A) Fluffy (mat A) x Apex-14 (mat a)
Apex-14
Apex-14 (mat A) x wt N1 (mat a) Fluffy (mat a) x Apex-14 (mat A)

2.7.6. Andlisis del desarrollo sexual de las cepas Apex: cruzas homocigotas

La caracterizacion del desarrollo sexual de las cepas Apex en cruzas homocigotas, se realizé por medio de
cruzas entre las cepas del mismo genotipo, pero de diferente tipo de apareamiento. Las cruzas planeadas
para este experimento fueron: Apex-1 (mat A) x Apex-1 (mat a), Apex-10 (mat A) x Apex-10 (mat a), Apex-
14 (mat A) x Apex-14 (mat a). Sin embargo, dada la incapacidad de recuperar las cepas Apex-1 (mat A) y

Apex-10 (mat A), solo se realizd la cruza Apex-14 (mat A) x Apex-14 (mat a).
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2.8 Métodos genéticos y moleculares

2.8.1 Extracciéon de ADN gendmico de N. crassa con DNeasy plant extraction kit (QIAGEN™)

Las cepas Apex se inocularon en 50 mL de MCV contenidos en matraces Erlenmeyer de 250 mLy luego se
incubaron a 30 °C en oscuridad y con agitacion a 150 rpm. Después de este tiempo, el micelio se recuperd
por filtracion y se lavd con agua destilada. El material colectado se rompid mecanicamente en un mortero
utilizando nitrégeno liquido y luego se lisé con la adicidon de 400 pL de la solucidn de lisis (buffer AP1), 4
uL de ARNasa A (Qiagen, 100 mg/mL) y agitacion en Vortex. Luego se incubd 10 min a 65 °C, agitando por
inversion de 2 a 3 veces durante esta etapa. Después de la lisis, se agregaron 130 pL de la solucién de
precipitacién de proteinas (buffer P3) y se centrifugd a 20.000 xg durante 5 min. El sobrenadante obtenido
se hizo pasar a través de la QlAshredder Mini Spin Columns por centrifugacion a 20.000 xg durante 2 min.
Al fluido recolectado se agregaron 675 pL de la solucion de unidn (buffer AW1) y luego se hizo pasar a
través de la DNeasy Mini Spin Columns por medio de una centrifugacidn a 6.000 xg durante 1 min (500 uL
x 2). El ADN unido a la membrana fue lavado con 500 uL de solucién de lavado (buffer AW2) en dos
ocasiones. Para eluir el ADN de la membrana se adicionaron 50 uL de la solucion de elucion (buffer AE) y
se conservo a -20 °C hasta su uso posterior. Las muestras de ADN gendmico obtenidas se cuantificaron y
se determind su pureza mediante la relacién A260/A280 en un NanoDrop life Spectrophotometer (Termo
Fisher Scientific). Finalmente, la integridad de las muestras se analizd por medio de una electroforesis de

agarosa al 1 % en TAE 1X durante 1 ha 70 V.

2.8.2 Diseio de oligonucleétidos iniciadores para amplificar los genes pex-1, pex-10y pex-14

Se disefiaron oligonucledtidos especificos para amplificar un fragmento del marco de lectura abierto (ORF
del inglés Open Reading Frame) de los genes pex-1, pex-10y pex-14 de N. crassa (Tabla 4; Figura 6) por
medio de PCR. Las secuencias de los ORFs de estos genes se identificaron en el genoma de N. crassa,
consultando la base de datos de FungiDB: Fungal and Oomycete Genomics Resources
(http://fungidb.org/fungidb/). Para el disefio de los oligonucleétidos se consideraron las siguientes
caracteristicas del Sambrook y Rusell (2001): longitud de 18 — 25 nucledtidos (con una diferencia < 3
nucleétidos por par), un contenido G-C de entre 40 % - 60 %, una Tr, de entre 50 °C - 60 °C (con una
diferencia < 5 °C por par), el extremo 3’con una G o C y se asegurd que las secuencias no fueran

autocomplementarias y tampoco formaran dimeros. Dichas caracteristicas se evaluaron en Oligo
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evaluator™ de Sigma Aldrich (http://www.oligoevaluator.com/LoginServlet) y OligoCalc de NCBI

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html).
2.8.3 Comprobacion de las eliminaciones de los genes en las cepas Apex

Para comprobar molecularmente la eliminacion de los genes en las cepas Apex, se realizaron reacciones
estandar de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR del inglés Polymerase Chain Reaction) y para ello se
utilizd el ADN gendmico de cada cepa y los oligonucleétidos disefiados para la amplificacién de un
fragmento de los ORFs de cada gen pex (Tabla 4; Figura 6). Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador Bio-Rad, utilizando una enzima polimerasa casera. Los ciclos de amplificacidn de la PCR se
programaron de la siguiente manera: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 2 min, seguida de 30 ciclos de
94 °Cpor 30s, Tm por 30s (dependiendo de cada par de oligonucleétidos, Tabla 4) y 72 °C para la extension

dando 1 min por cada kb, y finalmente una extensién a 72 °C por 5 min.

) Amplicén pex-1 (1,654 pb)

OD UTR 5’ pex;1
UTR 5’ ORF pex-1 UTR 3’
—
' OR ORF pex-1 ;
4,232 pb
. Amplicon pex-10 (1,410 pb) ’
OD_UTR 5’ pex-10 '
UTR 5’ ORF pex-10 UTR 3’
—
R OR ORF pex-10

T o |

1,897 pb

Amplicén pex-14 (1,282 pb)
OD UTR 5’ pex-14
—’

UTR5’ ORF pex-14 UTR 3’

—
OR ORF pex-14
2,016 pb

Figura 6. Estrategia seguida para el disefio de oligonucledtidos y para la comprobacién molecular de la eliminacién
génica en las cepas mutantes Apex-1, Apex-10 'y Apex-14.
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2.8.4 Transformacion de E. coli por medio de choque térmico

Una alicuota de 50 pL de células quimiocompetentes (Callejas-Negrete, 2019) de las cepas DH5a se
mezclaron con 2 pL del vector purificado (aprox. 150 ng/mL) o 5 pL de la reaccion de ligacion, haciendo
movimientos circulares con la punta de la micropipeta. Posteriormente dicha mezcla se incubd en hielo
durante 30 min. Luego se transfirid a un Termoblock a 42 °C por 2 min para inducir el choque térmico;
inmediatamente después se transfirieron a hielo y se incubaron durante 2 min. Una vez transcurrido este
tiempo se adicionaron 300 plL de medio LB (37 °C) y luego se incubaron en un Termoblock a 37 °C con 700
rom durante 1 h. Finalmente, 100 pL de una dilucién 1:10 de la mezcla de transformacién con ADN
plasmidico o toda la reaccidon concentrada en 100 plL para la transformacion con reaccion de ligacidn, se
inocularon en placas de Petri con agar LB suplementado con antibidtico [ampicilina (50 pg/mL) o
kanamicina (50 ug/mL)] y se extendieron en la superficie del agar empleando para ello una varilla vidrio.

Las cajas inoculadas se incubaron a 37 °Cde 15a 18 h.

2.8.5 Extraccion de ADN plasmidico con el QlAprep Miniprep Kits (QIAGEN™)

La extraccidn del ADN plasmidico se realizé a partir de la pastilla celular recuperada por centrifugacion a
10.000 xg de un cultivo de 5 mL de células transformantes de E. coli en medio LB liquido suplementado
con antibioticos e incubado de 12-15 h a 37 °C. A continuacidn, la pastilla celular se resuspendié en 250 plL
de la solucidn de resuspension (buffer AP1) conteniendo ARNasa A (0.1 mg/mL) utilizando el vortex.
Después se anadieron 250 uL de la solucién de lisis (buffer AP2) y se mezcld por inversion 5 veces.
Posteriormente se agregaron 350 pL de solucién de neutralizacién (buffer N3) y enseguida los tubos se
mezclaron por inversion 5 veces. Para recuperar el sobrenadante con los plasmidos disueltos se realizé
una centrifugacion a 12.000 xg durante 10 min. El sobrenadante obtenido se depositd en la QlAprep spin
column y luego se centrifugd a 12.000 xg 1 min. El siguiente paso consistié en lavar el ADN plasmidico
unido a la matriz; para ello se agregaron 750 pL de solucidn de lavado (buffer PE) y se centrifugé a 12.000
xg durante 1 min. Luego se realizé una segunda centrifugacion para secar el ADN plasmidico. La elucién de
los plasmidos de la matriz se logré al agregar 50 plL de solucién de elucién (buffer EB) y centrifugando a
12.000 xg durante 1 min. Las muestras de ADN plasmidico obtenidas se cuantificaron y se determind su
pureza mediante la relacion A260/A280 en un NanoDrop life Spectrophotometer (Termo Fisher Scientific).
Finalmente, la integridad de las muestras se analizé por medio de una electroforesis de agarosa al 1 % en

TAE1Xdelha70V.
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2.8.6 Diseiio del vector para el marcaje de los peroxisomas con la proteina fluorescente TagRFP

Primero se disefaron oligonucledtidos para amplificar el gen tagrfp y natR a partir de los vectores
VMRP162 y VMRP94, respectivamente (Tabla 5). El oligonucleédtido directo empleado para la amplificacién
del gen de la proteina fluorescente contiene la secuencia diana de la enzima Pac | (5" TTAATTAA 3°), mas
las bases extras necesarias para que la enzima pueda realizar la digestion enzimatica (1-3 bases), asi como,
una porcion complementaria con el gen de la proteina fluorescente. El oligonucledtido reverso contiene
25 nucleétidos de complementacion con el gen de la proteina fluorescente y la secuencia nucleotidica
correspondiente a PTS1 (SRL para N. crassa segin Managadze et al. 2007) y algunos nucleétidos de
complementacion con el gen de resistencia a NCT (natR). Para la amplificacién del gen natR, se disefié un
oligo directo que contiene una secuencia complementaria al gen de la TagRFP, la secuencia PTS1 y 25
nucledtidos de complementacion con el gen natR. El oligo reverso contiene una secuencia de
complementacion con el gen natR, la secuencia diana de la enzima EcoR | (5" GAATTC 3°) y hasta 2 bases
extra para que la enzima pueda hacer la digestion (Tabla 5; Figura 7). Con los oligonucleétidos disefiados
se amplificaron los fragmentos recombinantes Pac_l::tagrfp::PTS1::STOP y tagrfp::PTS1::STOP::natR::
EcoR_I. Los fragmentos recombinantes se sometieron a PCR de fusiéon para generar la fusidn:
Pac_|::tagrfp::PTS1::STOP::natR::EcoR_|. La fusién anterior y el vector VMRP13 se sometieron a doble
restriccion con las enzimas Pac | y EcoR | (New England Biolabs). Seguidamente, los productos de la
digestion fueron sometidos a ligacion con T4 DNA ligasa (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las
instrucciones de la casa comercial. Después del tiempo de incubacion, 5 pL de la reaccion de ligacion se
emplearon para la transformacion de células quimiocompetentes (Callejas-Negrete, 2019) de E. coli DH5a.
Las bacterias transformantes se seleccionaron por la resistencia a ampicilina, se comprobaron por PCR de
colonia y posteriormente a partir de cultivos liquidos de estas bacterias se realizé extraccion de ADN
plasmidico. El vector obtenido fue nombrado VMRP163 3'his-3Flank::Pccg-1::tagrfp::PTS1::Ptrpc::natR::
5'Ahis-3 (Figura 7).

Para confirmar la ligacidn de la fusidon en el vector, se realizé doble restriccién con las enzimas Pac | y EcoR
| (New England Biolabs) y secuenciacion de la fusion en Eton BioSciense Inc., para confirmar la integridad

de la secuencia de orientacion peroxisomal (PTS1).
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Figura 7. Estrategia seguida para construir el vector VMRP163 3'his-3Flank::Pccg-1::tagrfp::PTS1::Ptrpc::natR::5'Ahis-

3. Dicho vector fue empleado para marcar los POs de la cepa #FGSC 9717 con la proteina TagRFP-PTS1. En este
esquema se muestra las diferentes etapas que se siguieron para la construccion de dicho vector.
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2.8.7 Transformacion de N. crassa por electroporacion

Previo a la electroporacidn, alicuotas con 1.25x108 conidios con menos de un mes de recoleccién, se
lavaron dos veces con 1 mL de sorbitol 1 M estéril centrifugando a 7.500 xg. Para comenzar, los conidios
lavados se resuspendieron en 50 pL de sorbitol 1 M y se mezclaron con 10 plL del vector VMRP163 (0.5-1
ug) linealizado con la enzima Ssp | (New England Biolabs) y tratados con fosfatasa alcalina de camardn
(SAP, Thermo Fisher Scientific). La mezcla anterior se transfirié a una celda de electroporacion fria y luego
se mantuvo en hielo hasta dar el pulso eléctrico en el electroporador Gene Pulser Xcell (BioRad)
programado de la siguiente manera: resistencia 600 Q, capacitancia 25 pF y voltaje de 1.5 kV (Margolin et
al., 1997). Inmediatamente después del pulso eléctrico, se adicioné 1 mL de sorbitol 1 My 1 mL de la
solucién de recuperacion (Anexo 2) y luego se incubd a 30 °C durante 3 h con una agitacion minima en un
hibridizador HL-2000 Hybrilinker. Posteriormente, los conidios se precipitaron por centrifugacién a 1.875
xg durante 2 minutos y se eliminé 1.8 mL del sobrenadante. Con el volumen restante se resuspendieron
los conidios y 100 pL de este volumen se inocularon en placas con medio FGS (fructosa-glucosa-sorbosa).
La seleccién de transformante se realizé mediante la prototrofia a histidina debido a que la cepa parental
fue #FGSC 9717 (his-3; Amus-51::bar). Las placas inoculadas se incubaron a 30 °C por 3 dias o hasta
observar colonias transformantes. Las colonias obtenidas se recuperaron en tubos con 1 mL de MMV y se
incubaron hasta recuperar conidios. Finalmente, los conidios de las cepas transformantes fueron

inoculados en placas de Petri para el tamizaje del micelio mediante microscopia confocal de escaneo laser.

2.8.8 Comprobacion molecular de la insercion del vector VMRP163 3'his-3Flank::Pccg-

1::tagrfp::PTS1::Ptrpc::natR::5'Ahis-3 en el locus his-3 de N. crassa

Para comprobar molecularmente la insercion del vector VMRP163 en el genoma de N. crassa, se utilizaron
los oligonucleétidos descritos en la Tabla 6 (MRp10, ORF TgRFP, MRp12 y MRp13). Los oligonucledtidos
MRp10 y MRP12 tienen secuencia complementaria con el genoma de la cepa parental, mientras que los
oligos ORF TagRFP y MRp13 tienen secuencia complementaria al vector. De tal manera que al emplear los
oligos MRp10 y ORF TagRFP, asi como, MRp12 y MRp13 en reacciones de PCR diferentes, se pudo
comprobar la insercion del vector en el locus his-3 mediante la amplificacién de dos fragmentos de 3.9y

2.1 Kb (Figura 8).
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Figura 8. Estrategia seguida para comprobar molecularmente la insercién del vector VMRP163 3'his-3Flank::Pccg-
1::tagrfp::PTS1::Ptrpc::natR::5'Ahis-3 en el locus his-3 de N. crassa. El vector de expresiéon empleado para el marcaje
de los POs, contiene secuencias homdélogas al locus his-3 que permiten su recombinacion en este sitio del genoma.
Para comprobar la insercién del vector se emplearon dos pares de oligonucledtidos iniciadores: MRp10 y ODTagRFP,
asi como MRp13 y MRp12. En cada par de oligonucleétidos existe uno que se alinea fuera de la secuencia del vector,
de tal manera que se logran amplificar dos fragmentos de 3.9y 2.1 Kb.
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2.9 Fusiones vegetativas

Para analizar la dinamica de los POs con los MTs, ETs y RE, se realizaron fusiones vegetativas entre la cepa
gue contiene los POs marcados con la proteina TagRFP-PTS1 (SMRP492) y las cepas que contienen los MTs
(SMRP12), ETs (SMRP320) y RE (SMRP361) marcados con la proteina fluorescente GFP y del mismo tipo de
apareamiento. Para ello 1x10° conidios de cada una de las cepas se mezclaron en un tubo para PCRy
después se inocularon en una placa de Petri con MMV-sacarosa al 3.0 % de agar. Las placas se incubaron

en obscuridad durante 18 horas a 25 °C.

2.10Tincidn de gotas lipidicas con rojo Nilo

El colorante rojo Nilo (9-diethylamino-5H-benzo[a]phenoxazine-5-one; 450-500; 500 nm Sigma-Aldrich)
tifie lipidos neutros intracelulares (Greenspan et al., 1985) y por ello se utilizdé para visualizar GLs en N.
crassa. La tincidn con rojo Nilo, se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Thines et al. (2000). Se
prepard una solucién 50 mM Tris/malato buffer (pH 7.5) con 20 mg/mL polivinilpirrolidona y 2.5 pg/mL de
rojo Nilo. El rojo Nilo se disolvid inicialmente en acetona a una concentracion 10 mg/mLy luego se diluyd
para obtener la concentracién deseada. Para hacer la visualizacién microscépica, 15 pL de la solucién

| o

anterior se colocaron sobre un cubreobjetos, después se prosiguid a hacer el “método de bloque

invertido” (Hickey et al., 2004) y finalmente se incubd durante 5 min antes de observar al microscopio.

2.11 Microscopia

Para el tamizaje de las cepas transformantes y los analisis de co-localizacién de los POs con MTs, ETs, rojo
Nilo (GLs) y RE, se empled un microscopio invertido Olympus FluoviewTM FV1000 equipado con un laser
de argdn (GFP: excitacién 488 nm; emisién 505-525 nm; Rojo Nilo: excitacion 450-500; emision: 528) y un
laser de estado solido bombeado por diodos (DPSS, Melles Griot, Carlsbad, CA; RFP: excitacion 543 nm;
emision, 560-660 nm). Para la visualizacidn de las muestras se utilizaron el objetivo de 20x y el objetivo de
aceite de inmersién (NA 1.42) 60x Plan Apo N (Olympus). Por otra parte, el andlisis de la dinamica celular
de los POs con MTs, ETs, rojo Nilo (GLs) y RE, se realizé en un microscopio confocal invertido Nikon Eclipse
Ti-E Ti-E/B con un sistema de disco giratorio, una unidad de escaneo laser CSU-X1 Yokogawa y una cdmara

Andro iXon Ultra. Para analizar el micelio en ambos microscopios, las cepas se crecieron en MMV al 3.0 %
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de agar y luego fueron preparadas para su visualizacion por medio del “método de bloque invertido”

(Hickey et al., 2004).

Adicionalmente, se utilizd un estereoscopio SZX15 OLYMPUS equipado con oculares WHS10X-H/22, un
objetivo Olympus DF PLAPO 1X PF (Japdn) y una cdmara Olympus DR controller 2002 (Olympus optical CO.,
Ltd), para capturar las imagenes de la morfologia colonial, estructuras sexuales, didametro de las hifas y

ramificacién de las cepas Apex.

2.12 Empleo de benomilo para la despolimerizacion de microtubulos

El benomilo es un compuesto que despolimeriza los MTs, en este trabajo se aplico a la fusidn vegetativa
entre las cepas SMRP492 (POs marcados con la TagRFP-PTS1) y la cepa SMRP12 (MTs carcados con GFP).
Para ello 15 uL de benomilo a una concentracién de 5 pg/mL, se colocaron sobre el cubreobjetos previo a
la técnica de “método bloque invertido” (Hickey et al., 2004). Tres minutos después del contacto entre el

micelio y el compuesto, se realizd la visualizacién microscépica.

2.13 Edicion y analisis de imagenes y videos

Las imagenes obtenidas a partir del microscopio invertido Olympus FluoviewTM FV1000 se capturaron con
el sofware FV10-ASW (versién 4.0.2.9, Olympus) y los videos conseguidos en el microscopio confocal
invertido Nikon Eclipse Ti-E Ti-E/B, se recuperaron con el software “NIS-Elements AR” (versidn 4.5101).

Tanto imagenes como videos fueron editaron en Adobe Photoshop CSé6.

El andlisis de las imagenes y videos, se realizé en FlJI Imagel utilizando los plugin y las herramientas
descritas a continuacion. Los analisis de co-localizacion (coeficiente de correlacion de Pearson vy el
coeficiente de Mansers) se realizaron utilizando el plugin JaCoP y la herramienta de analisis Co-localization
Threshold. Por otra parte, los calculos de velocidad de desplazamiento se realizaron con el plugin Tracking,
los kimogramas con el plugin Kimograph y las mediciones de altura del micelio aéreo, didmetro de hifasy

POs con la herramienta de analisis Measure.
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2.14 Analisis estadisticos

Los experimentos para determinar la tasa de crecimiento, macroconidiacién, produccién de hifas aéreasy
produccidon de biomasa se realizaron por triplicado, es decir tres cultivos por cepa. Mientras que, en la
determinacién del didametro de las hifas y la ramificacidn, se realizaron mediciones en 30 hifas principales.
En el caso de la medicién del micelio aéreo se determinaron 8 alturas por cultivo. Para el andlisis estadistico
de estos datos, primero se realizé el contraste de normalidad por medio de la prueba de Shapiro Wilks.
Los datos con distribuciéon normal se sometieron a un analisis de varianza paramétrico de una via, con un
nivel de significancia p<0.05. En caso de encontrar diferencias entre las medias, a continuacidn, se realizo
una prueba de Tukey (p<0.05). Mientras tanto, los datos que mostraron una distribucion diferente a la
normal se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05) y en caso de encontrar diferencias
entre las medianas, los datos se sometieron a la prueba U de Mann Whitney. Todos estos andlisis se

realizaron en el programa RStudio.

En el programa RStudio también se realizé el mapa de calor para comparar los datos cuantitativos de la

caracterizacién fenotipica de las cepas Apex.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Comprobacidn de las eliminaciones génicas en las cepas Apex

Antes de caracterizar el fenotipo y el desarrollo sexual de las cepas Apex-1, Apex-10y Apex-14 obtenidas
del FGSC, se confirmd la eliminacion de los genes pex en las cepas mediante PCR. A continuacidn, se
presentan fotografias de los geles de electroforesis donde fueron separadas las muestras de ADN
gendmico de las cepas Apex (Figura 9 A) y los productos de PCR que confirmaron el estado heterocarion
de las cepas Apex-1, ya que en la fotografia del gel de electroforesis se observé una banda de 1,654 pb
gue coincide con la banda amplificada a partir del ADN gendmico de la cepa wt y que corresponde al gen

pex-1 (Figura 9 B, carril 2y 3).

A Marcador WT N1 Apex.-l Bpex-10. Apex-14 Bpex-14 B Marcador pex-1 Control vps-27
mat ¢? mat a mat a mat A

B MEE P wost HDML  HOM (pb) (1654 pb) (1125 pb)

N owwa o3

g

C Marcador pex-10 Control vps-27 D Marcador pex-14 Control vps-27
(pb) (1410 pb) (1125 pb) (pb) (1282 pb) (1125 pb)

Figura 9. Comprobacién molecular de las cepas Apex del FGSC. (A) Fotografia del gel de electroforesis que muestra
la integridad del ADN gendmico extraido de las cepas Apex. (B) Fotografia del gel de electroforesis que confirma el
estado heterocarién de la cepa Apex-1. (C) Fotografia del gel de electroforesis que confirma el estado homocarion
de la cepa Apex-10. (D) Fotografia del gel de electroforesis que confirma el estado homocaridn de las cepas Apex-14
(mat ay A). Control positivo cepa wt N1 (mat a) y como control de carga se amplificé un fragmento del gen vps-27.
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Por otra parte, se confirmd el estado homocarién de las cepas Apex-10 (mat a), Apex-14 (mat a) y Apex-
14 (mat A), ya que en ninguno de estos casos se logré amplificar el fragmento correspondiente a los genes
pex-10 (Figura 9 C, carril 3) y pex-14 (Figura 9 D, carril 3y 4), respectivamente. Como control experimental
se realizé la amplificacion de un fragmento de 1125 pb del gen vps-27 de N. crassa (Figura 9 B carriles 4y

5, Ccarril 4y 5, D carriles 5-7).

3.2 Determinacion del tipo de apareamiento de la cepa Apex-1 heterocarion del

FGSC

El FGSC no tenia informacion relacionada con el tipo de apareamiento de la cepa Apex-1, por tal motivo se
realizaron cruzas sexuales con las cepas Fluffy (mat a y A) para poder determinar su tipo de apareamiento.
Segun los resultados obtenidos, se determind que el tipo de apareamiento es “a”, puesto que Unicamente
hubo formacion de peritecios en la cruza con la cepa Fluffy (mat A) (Figura 10, segunda cruza). Como
control experimental se realizé la cruza entre la cepa Fluffy (mat A) x Fluffy (mat a) (Figura 10, tercera

cruza).

Apex-1 (mat é? HET) Fluffy (mat A) Fluffy (mat A)
x Fluffy (mat a) x Apex-1 (mat ¢? HET) x Fluffy (mat a)

4 2.q . v
15 2
Bl

Figura 10. Determinacion del tipo de apareamiento de la cepa Apex-1 heterocarion del FGCS. Fotografias de las cruzas
sexuales realizadas para determinar el tipo de apareamiento de la cepa Apex-1 heterocarion. Debido a que, solo hubo
formacion de peritecios en la cruza con la cepa Fluffy (mat A), se establece que el tipo de apareamiento de la cepa
Apex-1 es “mat a”. Como control experimental se muestra la cruza Fluffy (mat A) x Fluffy (mat a). Las imagenes en la
parte inferior, corresponden a un acercamiento de las cruzas que permiten apreciar protoperitecios en la cruza con la
cepa Fluffy (mat a) y peritecios en el resto de las cruzas. (estereomicroscopia, aumento 7x, barra de escala 1 mm).
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3.3 Obtencion de las cepas Apex-1 (mat a) en estado homocaridn.

El estado heterocarion de la cepa Apex-1 (mat a), impedia estudiar el efecto de la eliminacion génica de
pex-1, debido a la presencia de nucleos wt en las hifas. Por tal motivo, se recuperd la cepa en su estado
homocaridn. La estrategia seguida, implicé la realizacién de la cruza entre la cepa #FGSC 9717 (mat A) y la
cepa Apex-1 (mat a, HET), seguida de la recuperacidon de ascosporas y la seleccién por resistencia a
higromicina. Una vez recuperada la cepa en su estado homocarion, se realizé la extraccién de ADN
gendmico, la comprobacién molecular de la eliminacién génica por PCR y la determinacion del tipo de
apareamiento de la cepa (Figura 11 A, B y C respectivamente). Los resultados obtenidos confirman la
ausencia del gen pex-1y en consecuencia el estado homocarién de la cepa (Figura 11 B, carril 4). Asi mismo,

se determind que la cepa recuperada tiene un tipo de apareamiento “a” (Figura 11 C).

A Marcador WTN1 Apex-1 Apex-1 B Marcador pex-1 Control vps-27
(pb) mata mata  maté? (pb) (1654 pb) (1125 pb)

c Apex-1 (mat ¢?) Fluffy (mat A) Fluffy (mat A)
x Fluffy (mat a) x Apex-1 (mat ¢é?) x Fluffy (mat a)

Figura 11. Comprobacion del estado homocaridn y determinacién del tipo de apareamiento de la cepa Apex-1. (A)
Fotografia del gel de electroforesis que muestra la integridad del ADN gendmico extraido de las cepas wt, Apex-1
HET. y Apex-1 HOM. (B) Fotografia del gel de electroforesis que confirma el estado homocarién de la cepa Apex-1.
Control positivo cepa wt N1 (mat a) y como control de carga se amplificd un fragmento del gen vps-27. (C) Fotografia
de las cruzas realizadas para determinar el tipo de apareamiento de la cepa Apex-1 HOM. Segln estos resultados, la
cepa Apex-1 HOM. posee un tipo de apareamiento “mat a”. Cruza control Fluffy (mat A) x Fluffy (mat a)
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3.4 Caracterizacion del desarrollo vegetativo de las cepas Apex-1 (mat a), Apex-10

(mat a) y Apex-14 (mat a)

Los parametros que se consideraron en la evaluacidn fenotipica de las cepas Apex fueron los siguientes:
tasa de crecimiento radial en MMV-sacarosa, crecimiento en MMV-acido oleico como Unica fuente de
carbono, macroconidiacién, didmetro de las hifas, ramificacién, produccién de hifas aéreas, y produccién

de biomasa (Figuras 12 y 14; Tabla 8).

En cuanto al crecimiento de las cepas en MMV con sacarosa como Unica fuente de carbono, se determind
una tasa de crecimiento a las 3, 6, 9 y 12 h después de la inoculacién y posteriormente se promediaron
para obtener la tasa de crecimiento reportada en este proyecto (Tabla 8). La tasa de crecimiento de la
cepa parental #FGSC 9718 en placa corresponde a 2.251 * 0.388 mm/h; este valor fue considerado para
comparar la tasa de crecimiento de las cepas Apex. En el caso de la cepa Apex-1 (mat a) la tasa de
crecimiento fue de 1.561 + 0.269 mm/h, lo que representan una reduccién del 30.7 + 2 % en comparacion
con la cepa parental. La cepa Apex-10 (mat a) mostré una tasa de crecimiento que corresponde a 1.783 +
0.146 mm/h, es decir, una reduccién del 19.8 + 9 % en comparacion con la cepa parental. Finalmente, la
cepa Apex-14 (mat a) presentd una tasa de crecimiento de 1.695 + 0.357 mm/h, que corresponde a una
disminucion del 25 £ 5 %. Independientemente de los datos reportados previamente, Unicamente la cepa
Apex-1 (mat a) mostro diferencias significativas con la cepa parental; el resto tuvieron un comportamiento

similar en términos estadisticos (Figuras 12 Ay 14; Tabla 8).

A diferencia de lo que ocurre en el medio con sacarosa, las cepas Apex no crecieron en MMV con acido
oleico como unica fuente de carbono. Estas cepas fueron incapaces de metabolizar el 4cido oleico incluso
después de las 72 horas de inoculacidn, tiempo suficiente en el que la cepa parental abarcé la totalidad

del medio en una placa de Petri de 100 x 15 mm (Figuras 12 By 14; Tabla 8).

Otro de los principales defectos en el fenotipo de las cepas Apex tiene que ver con la macroconidiacion.
Las cepas Apex muestran una reduccion 2 99 % en la produccién de macroconidios en comparacién con la
cepa parental (Figuras 12 Cy 14; Tabla 8). El ejemplo mas drdstico corresponde a la cepa Apex-10 (mat a),
en donde no se identificaron macroconidios, en ninguna de las tres replicas técnicas realizadas para este
propdsito. Otra de las cepas con defectos importantes en macroconidiacion es la cepa Apex-1 (mat a). En
este caso, los datos obtenidos en la cuantificacion de macroconidios mostraron una amplia variabilidad;
en algunos casos se lograron encontrar unos cuantos macroconidios, pero en la mayoria de las veces no

fue posible identificarlos. Esta situacion es evidente al observar la desviacién estandar del dato de
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macroconidiaciéon reportado para la cepa Apex-1 (mat a) (Tabla 8). El caso de la cepa Apex-14 (mat a)
resulta particular, no solo por los defectos evidentes en la macroconidiacidn, sino porque este genotipo
induce la microconidiacion, una caracteristica que esta ausente en las primeras dos cepas (Figuras 12 Cy

14).

El siguiente criterio que se considerd en la caracterizacidn del desarrollo vegetativo de las cepas Apex, fue
el diametro de las hifas. El didmetro promedio de las hifas de la cepa Apex-1 (mat a) fue de 11.293 + 1.522
um, en la cepa Apex-10 (mat a) 11.008 + 1.656 um y en la cepa Apex-14 (mat a) 9.902 + 1.047 um. Estas
diferencias representaron una reduccion del 10.2 %, 12.5 % y 21.3 %, para Apex-1, Apex-10, Apex-14,
(Figuras 12 D y 14; Tabla 8). Los datos correspondientes a las cepas Apex-1 y Apex-10 no fueron
estadisticamente diferentes entre ellos, pero si al compararlos con la cepa Apex-14, ya que el analisis
estadistico de los datos indicé diferencias significativas, lo que indica que esta cepa forma las hifas mas

delgadas de las tres cepas analizadas.

En cuanto a su ramificacidn, las hifas de las cepas Apex, no mostraron defectos aparentes. El analisis
estadistico de los datos no indicé diferencias entre las cepas Apex ni con la cepa parental (Figuras 12 Dy

14; Tabla 8).

La produccion de hifas aéreas es otro parametro analizado que mostrd diferencias significativas entre las
cepas Apex. Al comparar estos datos se pudo determinar que el efecto de la mutacién génica en las tres
cepas no es el mismo (Figuras 12 Ey 14). En la cepa Apex-1 (mat a) se presentd una reduccion en la altura
del micelio del 64.4 £ 9 %, en la cepa Apex-10 (mat a) la reduccidon fue del 37.8 + 11.3 %, mientras que en

la cepa Apex-14 (mat a) hubo una reduccién del 76.8 + 5 % (Tabla 8).

El ultimo parametro evaluado en el desarrollo vegetativo de las cepas Apex fue la produccion de biomasa.
En este caso, solo las cepas Apex-1 (mat a) y Apex-10 (mat a) produjeron significativamente menor
biomasa que la cepa parental, segun la prueba U de Mann Whitney (Figura 14; Tabla 8). La cepa Apex-1
(mat a) generd en promedio 0.027 mg de biomasa seca por dia, lo que representa una reduccion del 31.8
t 18.3 % en contraposicion a lo mostrado por la cepa parental (Tabla 8). La otra cepa que mostrd
diferencias con la parental es la cepa Apex-10 (mat a); en este caso hubo una disminucién del 39 + 16.4 %,
puesto que la cepa produjo en promedio 0.024 mg de biomasa seca por dia. En cuanto a la cepa Apex-14

(mat a) no mostré diferencias con la cepa parental en cuanto a produccién de biomasa.
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Figura 12. Caracterizacion del desarrollo vegetativo de las cepas Apex. (A) Crecimiento colonial de las cepas Apex en
MMV-sacarosa a las 12 h. (B) Crecimiento colonial de las cepas Apex en MMV-4cido oleico a las 72 h. (C)
Microfotografias DIC de los macroconidios de las cepas Apex (barra de escala 10 um). (D) Estereomicrofotografias
del micelio de las cepas Apex (aumento 32x, barra de escala 500 um). (E) Cultivo de las cepas Apex para el andlisis
de produccion de micelio aéreo.

3.5 Caracterizacion del desarrollo sexual de las cepas Apex-1 (mat a), Apex-10

(mat a) y Apex-14 (mat ay A)

Para caracterizar el desarrollo sexual de las cepas Apex, se realizaron cruzas sexuales heterocigotas con la
finalidad de evaluar la fertilidad como hembra y como macho. Las cuatro cepas mostraron ser fértiles
como macho al fertilizar los protoperitecios de las cepas Fluffy (Figura 13, A i, ii, iii y iv). Los principales

defectos en el desarrollo sexual de las cepas Apex estuvieron relacionados con la fertilidad como hembra.
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Figura 13. Caracterizacion del desarrollo sexual de las cepas Apex. (A) Ensayos de fertilidad de las cepas Apex como macho, 5 dias después de la fertilizacion. (i) Fluffy
(Mat A) x Apex-1 (mat a), (i) Fluffy (mat A) x Apex-10 (mat a), (iii) Fluffy (mat A) x Apex-14 (mat a) y (iv) Fluffy (mat a) x Apex-14 (mat A). (B) Ensayos de fertilidad de las
cepas Apex como hembra, columna izquierda 5 dias después de la fertilizacion, columna derecha 20 dias después de la fertilizacién. (v) Apex-1 (mat a) x wt N150 (mat
A), (vi) Apex-10 (mat a) x wt N150 (mat A), (vii) Apex-14 (mat a) x wt N150 (mat A) y (viii) Apex-14 (mat A) x wt N1 (mat a). (C) Cruzas sexuales homocigotas entre las
cepas Apex-14 (mat A) x Apex-14 (mat a) (ix) 5 dias después de la fertilizacién y (x) 20 dias después de la fertilizacion. (D) Controles experimentales, 5 dias después de la
fertilizacion. (xi) Fluffy (mat A) x Fluffy (mat a), (xii) wt N150 (mat A) x wt N1 (mat a), (xiii) Fluffy (mat A) x wt N1 (mat a) y (xiv) Fluffy (mat a) x wt N150 (mat A).



S c

L &
c c 9 ] o o
Og o o '§ 'go (] c E E
25 228 2 :g'u © S 8
5% 865 § ©e 2, R = B B,
ESL EZT o S22 B8 & =® To =85
52 B2 & ©e EXE E Eam TS5 FE
82 92 8 o2 sw § S¢ 58 5§
o2 G2 b3 afE o xx w8 &t &=c

#FGSC 9718
(mat a)

|

Apex-1
(mat a)

Apex-10
(mat a)

Apex-14
(mat a)

EpEgEN N N

Min Max

Figura 14. Mapa de calor generado con los datos cuantitativos de la
caracterizacion del desarrollo vegetativo y sexual de las cepas Apex. Este
mapa se realizé utilizando el programa RStudio.
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Tabla 8. Datos cuantitativos de la caracterizacion del desarrollo vegetativo y sexual de
las cepas Apex

# FGSC 9718 Apex-1 Apex-10 Apex-14
(mat a) (mat a) (mat a) (mat a)

Tasa de crecimiento en
MMV-sacarosa*

Crecimiento en MMV-
acido oleico

Macroconidiacion*

4.064 + 0.456 | 1.444 + 0.351 |2.586 + 0.465|0.921 + 0.209

s
Altura del micelio cm @ em© cm® cm@

Diametro de las hifas a
100 pm de la punta**

Cantidad de ramas en los
500 pm apicales de la
hifa**

Cantidad de biomasa
seca producida por dia**

49+ 1.4 53+1.5 55+2.7 46+1.5
ramas® ramas® ramas® ramas®

Fertilidad como macho

Fertilidad como hembra

Superindices diferentes por fila representan diferencias estadisticas segun la
comparacién de medias o medianas en las pruebas de Tukey y T de Student para los
datos con distribucién normal (*) o en la prueba U de Mann-Whitney para datos con
distribucién diferente a la normal (**). En estas pruebas y en los analisis de varianza se
utilizé un valor de significancia p < 0.05.
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En las cepas Apex-1 (mat a) y Apex-10 (mat a) la formacion de peritecios se vio retardada (Figura 13 B, vy
vi,) en comparacién con las cruzas control. Independientemente de los retrasos en la formacién de
peritecios en ambos casos hubo formacion de ascas y ascosporas. Los mayores defectos en el desarrollo
sexual como hembras se presentaron en las cepas Apex-14 (mat a) y Apex-14 (mat A), ya que no hubo
formacion de peritecios en las cruzas sexuales con las cepas wt N150 (mat A) y wt N1 (mat a),
respectivamente (Figura 13 C vii y viii). Ademas, en la cruza homocigota Apex-14 (mat A) x Apex-14 (mat
a) tampoco se desarrollaron peritecios (Figura 13 D, ix y x) en contraste a lo observado en las cruzas control

(Figura 13 E, xi, xii, xiii y xiv).

3.6 Construccion del vector para el marcaje de los peroxisomas con la proteina

fluorescente TagRFP-PTS1

La estrategia que se siguiod para la construccion del vector necesario en el marcaje de los POs de N. crassa
(Figura 7 A), consisti6 en amplificar los fragmentos recombinantes Pac l::tagrfp::PTS1::STOP vy
Ptrpc::natR::EcoR_| (Figura 15 A, carril 2 y 3). Posteriormente, dichos fragmentos se sometieron a PCR de
fusidn para generar el inserto Pac_l::itagrfp::PTS1::STOP::Ptrpc::natR::EcoR_| (Figura 15 A, carril 4). La
fusidn anterior y el vector VMRP13 se digirieron con las enzimas Pac | y EcoR | (Figura 15 B, carril 3).
Finalmente, los productos de la digestién fueron sometidos a ligacion con T4 DNA ligasa, transformacion
en células quimiocompetentes (Callejas-Negrete, 2019) de E. coli DH5a, comprobacion por PCR de colonia
y purificacién. El vector obtenido se sometié a doble restriccion con las enzimas Pac | y EcoR | (Figura 15
C, carril 6) para comprobar la ligacién de la fusidon Pac_l::tagrfp::PTS1::STOP::Ptrpc::natR::EcoR_| en el
vector VMRP13. Como producto de la digestidon enzimatica se generaron dos bandas una de aprox. 8,000
pb y otra de aprox. 1,600 pb que concuerda en tamafio con la fusidon Pac_l::tagrfp::PTS1::STOP::Ptrpc::
natR::EcoR_| purificada (Figura 15 C, carril 2y 6). Finalmente es importante sefalar que la integridad de la
secuencia correspondiente al PTS1 fue determinada por secuenciacién en la compafiia Eton Bioscience Inc.

A partir de la comprobacidon molecular del vector se le asigné el nombre “VMRP163”.
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Figura 15. Construccidon del vector VMRP163 3'his-3Flank::Pccg-1::tagrfp::PTS1::Ptrpc::natR::5'Ahis-3. (A) Fotografia del gel de electroforesis que muestra los fragmentos
recominantes Pac_l::tagrfp::PTS1 y Ptrpc::natR::EcoR_|, asi como la fusion Pac_l::tagrfp::PTS1::STOP::Ptrpc::natR::EcoR_|. (B) Fotografia del gel de electroforesis que
muestra la liberacion de un fragmento de 750 pb a partir de la doble restriccion del vector VMRP13 con las enzimas Pacly EcoR I. (C) Fotografia del gel de electroforesis
gue comprueba de la clonacion de la fusion Pac_I::tagrfp::PTS1::STOP::Ptrpc::natR::EcoR_| en el vector VMRP13, resultado de la doble restriccion del vector VMRP163.



45

3.7 Transformacion de N. crassa con el vector VMRP163 3'his-3Flank::Pccg-1::

tagrfp::PTS1::Ptrpc::natR::5'Ahis-3

De los ensayos de transformacion de N. crassa con el vector VMRP163, se obtuvieron 15 cepas protétrofas
a histidina para el fondo genético #FGSC 9717 y ninguna cepa resistente a NCT para el fondo genético
H#FGSC 9718. Todas las cepas transformantes, se sometieron a tamizaje por medio de microscopia confocal
de escaneo laser para seleccionar aquella que mostrara una mejor seial fluorescente. A continuacion, la
cepa seleccionada se obtuvo en su estado homocarién por medio de cruzas sexuales y después se realizé

su comprobacidn molecular. De aqui en adelante se referird a esta cepa como “SMRP492”.

La comprobacion de la insercion del vector VMRP163 en el locus his-3 de la cepa SMRP492, se realizé por
medio de dos reacciones de PCR. En estas reacciones se amplificaron dos fragmentos de nucleétidos que
confirmaron la insercidon del vector en el sitio de interés, ya que fueron utilizados dos pares de
oligonucleétidos que flanquean dentro de la secuencia de vector VMRP163 y en la regién integra del locus
his-3 en el genoma de la cepa parental ##GSC 9717 (esquema en la Figura 16). Los fragmentos amplificados
tenian un tamafo de 3.9 Kb (Figura 16, gel de electroforesis carril 3) y 2.1 Kb (Figura 16, gel de
electroforesis carril 5). Al realizar la amplificacién de estos fragmentos a partir del genoma de la cepa
parental no se obtuvo ninguna banda (Figura 16, gel de electroforesis carriles 2 y 4). Esto representd un
control experimental en la comprobacién molecular de la cepa SMRP492. Considerando que la
comprobacidn se realizd con base a la presencia o ausencia de los fragmentos de interés, otro control
adicional fue la amplificacidn de un fragmento de 1.6 Kb del gen pex-1, que confirma la integridad del ADN

gendmico en ambas cepas (Figura 16, gel de electroforesis carriles 8 y 9).
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3.8 Marcaje de los peroxisomas de N. crassa y analisis microscépico

La adicidn de la secuencia de orientacidn peroxisomal (PTS1) a la proteina fluorescente TagRFP, supone el
direccionamiento de esta proteina hacia la matriz de los POs y por lo tanto representa una estrategia
adecuada para el marcaje de estos organulos. El marcaje de los POs con la proteina TagRFP-PTS1 en la
cepa SMRP492, permitié observar bajo microscopia confocal de escaneo laser, estructuras cercanamente
circulares con un didmetro promedio de 0.96 + 0.28 um (n = 30 POs) para los peroxisomas presentes en
las hifas, aunque también se observaron en ascosporas y conidios (Figura 17, A y C-E). Los POs se
distribuyen de forma homogénea al largo de la hifa, pero su presencia disminuye hacia el apice (Figura 17,

AvyE).

El andlisis microscépico de las hifas de la cepa SMRP492 mediante microscopia confocal de disco giratorio,
permitid identificar que los POs de N. crassa poseen dos tipos de desplazamientos: movimientos lentos,
vibracionales y no dirigidos (MND) con una velocidad promedio de 0.534 + 0.2 um/s (n = 86 POs en 15
hifas) (Figura 17 B, F; Video 1) y movimientos rapidos y dirigidos (MD) con una velocidad promedio de 3.4
+0.6 um/s (n =54 POs en 15 hifas) (Figura 17 By G; Video 1).

Otro aspecto interesante resultado de evaluar los movimientos de los POs, es que éstos parecen
alternarse; es decir, un MD esta precedido y seguido por un MND. Ademas, un PO con MD suele trasladarse
hacia los POs con MND (Figura 17 A; Video 1). Lo anterior se evidencia al analizar los kimogramas
generados a partir de los videos de las hifas. Un kimograma es una representacién grafica que muestra el
seguimiento de particulas moviles en distancia y tiempo. Con el analisis de estos kimogramas se establecid
gue la mayoria de los POs en la regidn apical de hifas principales, concretamente el 85.6 £ 6.8 % (n = 15

hifas) mostraron MND y solo el 14.4 + 6.8 % (n = 15 hifas) de los POs tienen MND.
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Figura 17. Localizacion subcelular de los peroxisomas de N. crassa. (A) Serie de tiempo que muestra la movilidad de los POs (TagRFP-PTS1); |a linea vertical indica el punto
de inicio del desplazamiento de la hifa y las flechas sefialan POs con MD (microscopia confocal de disco giratorio, objetivo 60x y barra de escala 10 um). (B) Kimograma
que muestra los tipos de movimientos de los POs (escala vertical 10 s y escala horizontal 10 um). Producto del analisis de kimogramas se determiné que el 14.4 + 6.8 %
de los POs tienen MD y el 85.6 + 6.8 % poseen MND (n = 15 hifas). (C), (D) y (E) Distribucién de los POs en las ascosporas, conidios e hifas (microcopia confocal de escaneo
laser, objetivo 20x y 60x, barra de escala 20 um para las ascosporas y 10 um para conidios e hifa). En (E) también se muestra un perfil de distribucion de la fluorescencia
correspondiente a los POs en las hifas de N. crassa. (F) y (G) Histogramas de la velocidad de los POs con MND (Promedio: 0.534 + 0.2 um/s, n = 86 POs en 15 hifas) y con
MD, respectivamente (promedio: 3.4 + 0.6 um/s, n = 54 POs en 15 hifas).
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3.9 Interaccidn entre peroxisomas y microttbulos

El andlisis por microscopia confocal de disco giratorio de hifas con POs marcados con TagRFP-PTS1 y MTs
marcados con GFP (fusion vegetativa entre las cepas SMRP492 y SMRP12), permitié identificar que el
desplazamiento de los POs con MD ocurre a través de los MTs (Figura 18 A; Video 2). Para confirmar lo
anterior se compard la movilidad de los POs en hifas con MTs integros e hifas con MTs despolimerizados
por efecto del benomilo. Los kimogramas correspondientes a los videos de las hifas con los MTs integros,
mostraron la presencia de los dos movimientos caracteristicos de los POs (Figura 18 B), siendo la media de
la velocidad de los POs asociados a los MTs de 2.3 + 0.52 um/s (n = 55 POs MD-MTs en 18 hifas) (Figura 18
C). En contraste, los POs en las hifas con MTs despolimerizados por efecto del benomilo mostraron un
desplazamiento anormal, lo cual se evidencié en los kimogramas, en donde dejaron de apreciarse las
vibraciones caracteristicas de los POs con MND y las aceleraciones de los POs con MD (Figura 18 D; Video
3). Ademas, al determinar el promedio de la velocidad de desplazamiento de los POs en las hifas con MTs

despolimerizados se obtuvo un valor de 0.378 + 0.150 um/s (n = 102 POs en 5 hifas) (Figura 18 E).

Otro de los datos analizados en las hifas resultantes de la fusion vegetativa entre la cepa SMRP492 y
SMRP12, fue el grado de co-localizacién entre las sefiales correspondientes a los POs y los MTs (Figura 18
F). Este indicador se obtuvo a partir del coeficiente de correlacién de Pearson (CCP; -1 a +1). Se calculd un
CCP de 0.431 £ 0.188 (n = 12 hifas) entre POs y MTs (Figura 18 G), dato que representa un grado de co-
localizacion bajo. Otro de los principales coeficientes para cuantificar la co-localizacidon de objetos en una
imagen de color dual, es el coeficiente de Manders (M1y M2). El valor de M1 para POs y MTs fue de 0.694
+ 0.175 (n = 12 hifas) y este valor representa una fraccion alta de POs que se superponen con los MTs
(Figura 18 F; Video 2); el valor de M2 fue de 0.229 + 0.091 (n = 12 hifas) y representa una fraccién baja de

MTs que se sobrelapan con los POs.
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Figura 18. Dindmica celular entre peroxisomas y microtubulos en N. crassa. (A) Serie de tiempo que muestra la movilidad de los POs (TagRFP-PTS1) a través de los MTs (BML-
sGFP). La punta de flecha sefala a un PO desplazandose a través de los MTs (Microscopia confocal de disco giratorio, objetivo 60x y barra de escala 10 um). (B) Kimograma
gue representa los movimientos de los POs en hifas con MTs integros (escala vertical 10 s y escala horizontal 10 um). (C) Histograma de la velocidad de los POs a través de los
MTs (Promedio: 2.3 + 0.52 um/s, n = 55 POs MD-MT en 18 hifas). (D) Kimograma que representa la movilidad de los POs en hifas con MTs despolimerizados por efecto de
benomilo (escala vertical 10 s y escala horizontal 10 um). (E) Histograma de la velocidad de los POs en hifas con MTs despolimerizados (promedio: 0.378 + 0.150 um/s, n =
102 POs en 5 hifas). (F) Microfotografias de hifas que muestran la co-localizacion entre POs y MTs (microcopia confocal de escaneo laser, objetivo 60x, barra de escala 10
um). (G) Citofluorograma de la distribucién de los pixeles del canal rojo (POs) y el canal verde (MTs) (n = 12 hifas).
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3.10 Interaccion entre peroxisomas y endosomas tempranos

La fusidn vegetativa entre las cepas SMRP492 y SMRP320 se realizd con la finalidad de confirmar el
transporte endosomal de los POs en las hifas de N. crassa, de forma similar a lo reportado para A. nidulans
y U. maydis. La cepa SMRP320 contiene la proteina YPT-52 una Rab GTPasa etiquetada con GFP. Esta

proteina es ortdloga de Rab5, una proteina marcadora de ETs (Seidel et al., 2013)

El andlisis de 20 hifas heterocariones con POs y ETs marcados con proteinas fluorescentes bajo microscopia
confocal de disco giratorio, permitié identificar seis eventos de co-transporte. En dichos eventos se
observé un movimiento rapido, dirigido y simultadaneo de ambos orgdnulos. Estos eventos de co-transporte
se inician cuando los ETs en movimiento se aproximan a los POs. Seguido a esto ocurre el desplazamiento
de ambos organulos, y por ultimo tiene lugar la descarga de los POs mientras que los ETs contindan su
desplazamiento (Figura 19 Ay B; Video 4). El promedio de velocidad de estos seis eventos de co-transporte

fue de 1.9 £ 0.5 um/s (n = 6 POs MD-ETs en 20 hifas) (Figura 19 By C).

Otro aspecto interesante que conviene resaltar es la interaccidn que se establece entre los POs con MND
y los ETs; lo anterior puede observarse en los kimogramas que ilustran la sincronizacidon de movimiento y
co-localizacién parcial entre los dos organulos (Figura 19 B y C). En términos cuantitativos el grado de co-
localizacion entre los POs y los ETs corresponde a un CCP de 0.546 + 0.074 (n = 12 hifas), dato que se
encuentra en el intervalo de confianza del CCP (Figura 19 D y E). El otro coeficiente de co-localizacién
determinado fue el coeficiente de Manders, el cual establecid una amplia fraccién de POs que se
sobrelapan con los ETs (M1: 0.782 + 0.181; n = 12 hifas), pero una fraccién reducida de ETs que se
superponen con los POs (M2: 0.310 £ 0.119; n = 12 hifas).
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Figura 19. Dindamica celular entre peroxisomas y endosomas tempranos en N. crassa. (A) Serie de tiempo que muestra el co-transporte de un PO con MD (TagRFP-PTS1)
y ETs (GFP-YPT-52). Los cuadros blancos enmarcan un evento de asociacién PO-ET, asi como su amplificacion. La flecha blanca sefiala un PO, la flecha amarillaa un ET y
la flecha horizontal indica la direccién del crecimiento (microscopia confocal de disco giratorio, objetivo 60x y barra de escala 10 um). (B) Kimograma que representa el
movimiento de POs y ETs, en el recuadro blanco se indica un evento de co-transporte y en la parte inferior la amplificacion de dicho evento (escala vertical 10 s y escala
horizontal 10 um). (C) Histograma de la velocidad de los eventos de co-transporte POs MD-ETs (promedio: 1.9+0.5 um/s, n = 6 POs-ET, en 20 hifas). (D) Microfotografias
de hifas que muestran la co-localizacion entre POs y ETs. Las flechas blancas sefalan posibles CMVs, LEs o compartimentos prevacuolares (PVCs) (microcopia confocal de

escaneo laser, objetivo 60x, barra de escala 10 um). (E) Citofluorograma de la distribucién de los pixeles del canal rojo (POs: TagRFP-PTS1) y el canal verde (ETs: GFP-YPT-
52) (n =12 hifas).
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3.11 Interaccion entre peroxisomas y gotas lipidicas

Con la finalidad de encontrar mds evidencias para construir el modelo de transporte endosomal en N.
crassa, se evalud la asociacién entre POs y GLs. Los POs son orgdnulos que poseen un papel importante en
la B oxidacién de acidos grasos y por ello se espera una relacidon intima con las reservas intracelulares de
lipidos. Para comprobar la interaccidén entre ambos organulos, se realizé una tincion con rojo Nilo para
visualizar GLs en las hifas de la cepa SMRP492. El rojo Nilo es un compuesto fluorescente que tifie lipidos

neutros y que emite luz en una longitud de onda de 528 nm cuando es excitado a 450-500 nm.

El analisis por microscopia confocal de disco giratorio de la tincidn de GLs en el micelio de la cepa SMRP492,
indicé una asociacidn estrecha entre ambos orgdnulos, como pudo inferirse a partir del movimiento rapido
y dirigido de la sefial amarilla, producto de la co-migracion entre POs y GLs, con una velocidad promedio
de 1.77 £ 0.63 um/s (n = 20 POs MD-GLs en 20 hifas) (Figura 20 A-C; Video 5). Ademds de asociaciones

entre GLs y POs con MD, también se observaron asociaciones de GLs y POs con MND (Figura 20 B).

Los andlisis cuantitativos de co-localizacién entre POs y GLs (Figura 20 D), aportan mas evidencia sobre la
interaccion entre estos organulos, ya que se determind un CCP de 0.796 + 0.039 (n=24), un grado de co-
localizacion alto y confiable (Figura 20 E). Mientras tanto, el coeficiente de Manders establece que la
fraccion de POs que se sobrelapan con las GLs (M1) es practicamente igual a la fraccion de GLs que se
solapan con los POs (M2), estos valores equivalen a 0.623 + 0.184 (n = 24 hifas) y 0.639 + 0.127 (n = 24

hifas), respectivamente.
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Figura 20. Dinamica celular entre peroxisomas y gotas lipidicas en N. crassa. (A) Serie de tiempo que muestra el co-transporte de POs con MD (TagRFP-PTS1) y GLs (Rojo
Nilo). Los cuadros blancos enmarcan un evento de co-transporte PO MD-GL, asi como la amplificacién de dicho evento. La flecha vertical sefiala el evento de co-migracion
y la flecha horizontal indica la direccién del crecimiento (microscopia confocal de disco giratorio, objetivo 60x y barra de escala 10 um). (B) Kimograma que representa
los movimientos de POs y GLs (barra de escala vertical 10 s y horizontal 10 um). (C) Histograma de la velocidad de los eventos de co-transporte POs MD-GLs (promedio:
1.77 £0.63 um/s, n = 20 POs-GL, en 20 hifas). (D) Microfotografias de hifas que muestran la co-localizacién entre POs y GLs (microcopia confocal de escaneo laser, objetivo
60x, barra de escala 10 um). (E) Citofluorograma de la distribucion de los pixeles del canal rojo (POs: TagRFP-PTS1) y el canal verde (GLs: Rojo Nilo) (n = 24 hifas).
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3.12 Interaccion entre peroxisomas y reticulo endoplasmico

El RE es otro organulo con reportes de ser transportado sobre los ETs en U. maydis (Guimaraes et al.,
2012). Con la finalidad de conocer si existe co-migracion entre los POs y el RE, y en consecuencia un posible
co-transporte sobre los ETs, se realizd microscopia confocal de disco giratorio de hifas heterocariones de
N. crassa resultado de la fusidon vegetativa entre las cepas SMRP492 (TagRFP-PTS1) y SMRP361 (CSE-7-
GFP, proteina con residencia parcial en el RE). Después de analizar microscopicamente 20 hifas de la fusion
vegetativa en cuestioén, se observaron algunos eventos de co-localizacién entre el RE y los POs con MND
con una velocidad promedio de 0.448 + 0.63 um/s (n = 20 POs MND-RE) (Figura 21 A-C; Video 6). Los
eventos de co-migracidn entre el RE y los POs con MD, parecieron ser menos frecuentes o no tan
perceptibles, ya que solamente se observé un co-transporte entre una reticulacién y un POs con MD (1.824

um/s) en veinte hifas analizadas (Figura 21 Dy E; Video 7).

Para obtener mas evidencia sobre la asociacidon entre POs y RE, se determind el grado de co-localizacion
entre ambos organulos con el CCP que corresponde a 0.445 + 0.067 (n = 16 hifas), un grado de co-
localizacion bajo y en consecuencia de baja confiabilidad (Figura 21 F y G). En cuanto al coeficiente de
Manders, M1 corresponde a 0.634 + 0.176 (n = 16 hifas) y M2 a 0.160 * 0.051 (n = 16 hifas), lo que

representa una mayor fraccidon de POs que se sobrelapan con el RE.
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Figura 21. Dinamica celular entre peroxisomas y reticulo endoplasmico en N. crassa. (A) Serie de tiempo que muestra la interaccion entre POs con MND (TagRFP-PTS1) y
RE (CSE-7-GFP). Los cuadros blancos enmarcan un evento de asociacién entre PO MND-RE, asi como la amplificacion de dicho evento. La linea blanca vertical indica el
punto de inicio del desplazamiento de la hifa. (microscopia confocal de disco giratorio, objetivo 60x y barra de escala 10 um). (B) Kimograma que representa los
movimientos de POs y RE (escala vertical 10 s y escala horizontal 10 um). (C) Histograma de la velocidad de los eventos de interaccion entre POs MND-RE (promedio:
0.448 £ 0.63 um/s, n = 20 POs MND-RE, en 4 hifas). (D) Serie de tiempo que muestra un evento de co-transporte entre un PO con MD (TagRFP-PTS1) y un tabulo deslizante
de RE, la flecha blanca indica la co-migracién (microscopia confocal de disco giratorio, objetivo 60x y barra de escala 10 um). (E) Kimograma que representa el co-
transporte entre un PO con MD y RE (1.824 um/s, un solo evento de co-transporte en 20 hifas analizadas), la flecha blanca sefiala la aceleracion del movimiento (escala
vertical 10 s y escala horizontal 10 um). (F) Microfotografias de hifas que muestran la co-localizacién entre POs y RE (microcopia confocal de escaneo laser, objetivo 60x,
barra de escala 10 um). (G) Citofluorograma de la distribucion de los pixeles del canal rojo (POs: TagRFP-PTS1) y el canal verde (RE: CSE-7-GFP) (n = 15 hifas).
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3.13 Importacion de proteinas con PTS1 en los peroxisomas de las cepas Apex

Conociendo los defectos fenotipicos causados por la eliminacidn de los genes pex-1, pex-10 y pex-14, asi
como la importancia de PEX-1, PEX-10 y PEX-14 en la biogénesis de los POs reportada en la literatura, el
tercer objetivo de este trabajo fue analizar la importacién de proteinas con PTS1 en los POs de las cepas
Apex-1,-10vy -14. La estrategia consistié en marcar la matriz de los POs con la proteina TagRFP-PTS1 en las
cepas Apex y para ello, se realizaron cruzas sexuales entre las cepas mutantes (Apex-1, 10 o 14::hph*;
Amus-51::bar?) y la cepa SMRP492 con los POs marcados (Amus-51::bar*; his-3+::Pccg-1::tagrfp::PTS1
::Ptrpc::natR), luego se recuperaron ascosporas y después se seleccionaron por resistentes a higromicina
y NCT. Solamente se lograron recuperar cepas con fondo genético Apex-10 y Apex-14. Las cepas
recuperadas mostraron defectos en la producciéon de macroconidios e incapacidad para crecer en MMV
suplementado con 4cido oleico como fuente de carbono (Figura 22 A), de forma similar a lo mostrado por
las cepas Apex-10 y Apex-14 parentales. Por tal motivo el micelio de las hifas se sometié a tamizaje por
microscopia confocal de escaneo laser. El andlisis microscépico de las cepas mostro la seiial fluorescente
de la proteina TagRFP-PTS1 de forma homogénea en el citosol muy similar a lo mostrado por la cepa
SMRP368, que produce una proteina mCherry citosélica. Este patrén de fluorescencia mostrado por las

cepas recuperadas difiere considerablemente al marcaje de los POs en la cepa SMRP492 (Figura 22 B).

La siguiente etapa en la confirmacién de las cepas fue la comprobacién molecular. De acuerdo al fenotipo
observado, las cepas deberian ser mutantes de los genes pex y tener la construccidn 3'his-3Flank::Pccg-
1::tagrfp::PTS1::STOP::Ptrpc::natR::5'Ahis-3 inserta en el locus his-3. Para confirmar este genotipo se
realizd extraccion de ADN gendmico y luego reacciones de PCR para amplificar los fragmentos
correspondientes a los genes pex, la secuencia 3'his-3Flank::Pccg-1::tagrfp::PTS1::STOP::Ptrpc::natR::
5'Ahis-3y el gen hph que confiere la resistencia a higromicina (antifungico asociado con la mutacién de los
genes pex). Los productos de PCR confirmaron la presencia de la construccién 3'his-3Flank::Pccg-
1::tagrfp::PTS1::STOP::Ptrpc::natR::5'Ahis-3 en el locus his-3 (Figura 23 A, carriles 4, 5, 9 y 10), el gen hph
(Figura 23 B, carriles 4 y 6) y de una banda poco perceptible del tamafo esperado para los fragmentos
correspondientes a los genes pex-10y pex-14 (Figura 23 C, carriles 4 y 8). Estas cepas se asignaron con los
nombres SMRP493 (Apex-10::hph*; Amus-51::bar*his-3+::Pccg-1::tagrfp::PTS1::Ptrpc::natR) y SMRP494
(Apex-14::hph*; Amus-51::bar*his-3+::Pccg-1::tagrfp:: PTS1::Ptrpc:: natR).



58

A
SMRP492
TagRFP-PTS1
=
SMRP368 7 |
mCherry
citosolica

\

SMRP466
Apex-10
(mat a, HOM)

SMRP493
Apex-10;
TagRFP-PTS1

SMRP467
Apex-14
(mat a, HOM)

SMRP494 /
Apex-14;
TagRFP-PTS1

Figura 22. Andlisis de la importacion de la proteina TagRFP-PTS1 en los peroxisomas de las cepas SMRP493 (Apex-
10::hph*; Amus-51::bar*his-3+::Pccg-1::tagrfp::PTS1::Ptrpc::natR) y SMRP494 (Apex-14::hph*; Amus-51::bar*his-
3+:Pccg-1::tagrfp::PTS1:: Ptrpc::natR). (A) Cultivos de las cepas SMRP493 y SMRP494 en MMV-acido oleico.
Controles positivos SMRP492 (TagRFP-PTS1) y SMRP368 (mCherry citosdlica) y controles negativos SMRP466 (Apex-
10) y SMRP467 (Apex-14). (B) Microscopia confocal de las hifas de las cepas SMRP493 y SMRP494, Control positivo
SMRP492, contol negativo SMRP368 y parentales SMRP466 y SMRP467 (barra de escala 10 um).

A Fragmento 1 Fragmento 2 B c
Ahic.3e % 143" hic. hph
5" Ahis. 33.'.;4::..tagdp Pccg. 1..:bhls 3 (65 ;’ b) pex-10 pex-14 Control pex-1
L 9 Kb) g-l ) . p (1,410 pb) (1,282 pb) (1,654 pb)
a o D () 0 o o a (<)} o ()] L) () = T
g TolEs S QST R 100008 & O 8 4
10,000m & B £ E - 3o < b £ £ = @ R
e & = 5 s e T 3 3 00oflls 550G 5 COTER ==
, ;i o i
— — .-_:__ 6,000 3ODOE et ‘ ‘
3,000 m— = —— i ot o] o' o L o
o~ — 3,000 2,000 e - B
— sl 1
2,000 wm ' "' 2,000 - 1500 - gy L - n.“”‘“*
1,500 « = e 1,500 - ” ;
- 1,000 - 1,000 © Lad e
1,000 w .
o 750 - e an & 750
750 500 ool
.
500 - 250

250

250 -

Figura 23. Comprobacion molecular de las cepas SMRP493 y SMRP494. (A) Amplificacion de los fragmentos 5 Ahis-
3::natR::tagrfp y Pccg-1::his-3. Control positivo SMRP492 (Pccg-1::tagrfp::PTS1::Ptrpc::natR) y control negativo #
FGSC 9718. (B) Amplificacién de un fragmento de 658 pb del gen hph. Controles positivos SMRP466 (Apex-10) y
SMRP467 (Apex-14), control negativo # FGSC 9718. (C) Amplificacion de los fragmentos correspondientes a los
genes pex-10, pex-14. Control positivo # FGSC 9718, controles negativos SMRP466 (Apex-10) y SMRP467 (Apex-
14) y como control de carga se amplificé un fragmento del gen pex-1.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 La ausencia de PEX-1, PEX-10 y PEX-14 genera defectos en la conidiogénesis y

en el metabolismo del acido oleico en N. crassa

Los POs son organulos implicados en el metabolismo primarioy secundario, en el desarrollo, diferenciacién
y morfogénesis de los hongos filamentosos (Peraza-Reyes y Berteaux-becellier, 2013). Su biogénesis de
novo esta mediada por unas proteinas denominadas peroxinas que se abrevian como PEX (Distel et al.,
1996). En este trabajo se analizé el papel de PEX-1, PEX-10 y PEX-14 en el desarrollo vegetativo y sexual
de N. crassa. Segun lo reportado en S. cerevisiae y otros hongos, las tres peroxinas de interés forman parte
de la maquinaria proteica presente en la membrana de los POs y permiten la importacidn de proteinas del
citosol a la matriz peroxisomal. PEX-1 es una ATPasa AAA que forma parte del complejo de dislocacidn
(PEX-1, PEX-6), encargado del reciclaje de los receptores citoplasmicos (Patta et al., 2005). La PEX-10y PEX-
14 forman parte del importdmero peroxisomal; concretamente PEX-10 es una proteina del subcomplejo
de RING-finger (PEX-2, PEX-10 y PEX-12), cuya funcién es ubiquitinizar al receptor de las proteinas
peroxisomales evento importante para el reciclaje de receptores (Williams et al., 2008). En cuanto a la
PEX-14 forma parte del subcomplejo proteico en donde tiene lugar el acoplamiento del receptor-carga
(PEX-13, PEX-14, PEX-33), asi como de los translocones que median la importacién de proteinas
peroxisomales (Agne et al., 2003; Managadze et al., 2010; Meinecke et al., 2010; Montilla-Martinez et al.,
2015).

Para analizar la importancia de estas peroxinas en el desarrollo vegetativo y sexual de N. crassa, se
obtuvieron del FGSC las cepas mutantes que carecen de los genes codificantes de dichas proteinas.
Después de comprobar molecularmente la eliminacién génica, se realizé el analisis del desarrollo
vegetativo de las mutantes homocariones y se reconocié la importancia de las tres proteinas en la
conidiogénesis y en la capacidad de crecer en MMV con acido oleico como Unica fuente de carbono. Con
los datos obtenidos se determind una reduccion > al 99 % en la produccién de macroconidios, asi como,

en la incapacidad de las cepas para utilizar el acido oleico como fuente de carbono.

Los defectos fenotipicos en la cepa Apex-14 de N. crassa ya se habia descrito previamente (Managadze et
al., 2007). Sin embargo, no habia reportes previos para las cepas Apex-1 y Apex-10. Estos defectos
fenotipicos concuerdan con lo reportado para muchos otros hongos, incluidos los sordariomycetes
Fusarium graminearum (Li et al., 2019) y P. anserina (Peraza-Reyes et al., 2008; Suaste-Olmos et al., 2018).

De la misma manera, el eurotiomycete A. nidulans presenta los mismos defectos con la eliminacion del
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gen pexA (Hynes et al., 2008) el ortélogo de pex-1 en N. crassa, y en la cepa carente de pexB (Hynes et al.,
2010). En U. maydis, un hongo del filo Basidiomycota, |a falta de la proteina Pex6, también genera defectos

en el metabolismo del acido oleico como fuente de carbono (Freitag et al., 2012).

En este trabajo también se evaluaron otras caracteristicas fenotipicas como la tasa de crecimiento, el
didmetro de las hifas, la produccién de micelio aéreo y la cantidad de biomasa seca generada por dia. Los
datos recolectados sugieren diferencias en comparacidén con la cepa parental. Sin embargo, estos
resultados deben de ser interpretados con precaucién, ya que no hubo reproducibilidad de los datos entre
experimentos. Lo cual se atribuye entre otras cosas, a uno de los principales defectos fenotipicos de las
cepas “la macroconidiacién”. Generalmente los experimentos de comparaciones fenotipicas entre cepas
de N. crassa, se estandarizan inoculando una cantidad similar de macroconidios (esporas asexuales) con
la misma viabilidad. Las comparaciones fenotipicas de las cepas Apex en este trabajo, se realizaron
inoculando discos de agar con micelio de cultivos de 24 h incluyendo la cepa parental. No obstante, este
tipo de estandarizaciéon dejé de lado aspectos importantes como la cantidad de biomasa fresca inoculada,
la produccién de microconidios de la cepa Apex-14 y la capacidad de recuperacién de las cepas. En la
literatura existen multiples reportes de cepas mutantes en genes pex, con defectos en la biogénesis de los
cuerpos de Woronin. En N. crassa se ha reportado que la PEX-14 es esencial para la biogénesis de cuerpos
de Woronin, de tal manera que su ausencia en la cepa Apex-14 conduce al derrame del citoplasma por

lesiones mecanicas de las hifas (Managadze et al., 2007).

4.2 La eliminacion del gen pex-14 de N. crassa genera esterilidad femenina a

diferencia de lo observado con las eliminaciones de pex-1y pex-10

N. crassa es un hongo sordariomycete heterotdlico o auto-estéril que posee dos tipos de apareamientos,
a y A (Staben y Yanofsky, 1990; Glass et al., 1990). En condiciones deficientes de nitrogeno, ambos tipos
de apareamiento suelen actuar como hembra, generando cuerpos fructiferos inmaduros denominados
protoperitecios. La reproduccion sexual comienza con la fertilizacién de los protoperitecios, por las células
masculinas de una cepa con tipo de apareamiento complementario. Esta fertilizacion ocurre cuando el
tricogeno, una hifa especializada proveniente del protoperitecio, se fusiona con una célula masculina. En
N crassa, no hay una célula masculina exclusiva, los macroconidios, microconidios o fragmentos de hifas

pueden fertilizar a los protoperitecios. Después de la fertilizacidn, los protoperitecios crecen y se
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desarrollan en peritecios (cuerpos fructiferos maduros) con ascas y ascosporas en su interior (Poggeler et

al., 2006; Hammon, 2017).

De acuerdo con lo descrito en el parrafo anterior, cualquier cepa puede actuar como macho (fertilizador)
y como hembra (productor de protoperitecios). Por tal motivo y debido a la incapacidad de recuperar
mediante cruzas sexulaes las cepas Apex-1 y Apex-10 en tipo de apareamiento A, se realizaron cruzas
heterocigotas para evaluar la fertilizad como hembra y macho de las cepas Apex-1 (mat a), Apex-10 (mat
a)y Apex-14 (mat a y A). Los resultados confirmaron la fertilidad masculina en las cuatro cepas. Mientras
que, las cepas Apex-14 carecen de fertilidad femenina tal como se habia reportado previamente
(Managadze et al., 2007). En cuanto a las cepas Apex-1 (mat a) y Apex-10 (mat a) mantienen la fertilidad
como hembras, ya que hubo formacidn de peritecios, ascas y ascosporas. El efecto en el desarrollo sexual
de las cepas Apex-1y Apex-10, concuerda con los andlisis realizados en P. anserina (Peraza-Reyes et al.,
2008; Suaste-Olmos et al., 2018) y con los resultados de la eliminacion de la peroxina RING-finger PexB en
A. nidulans (Hynes et al., 2010). A pesar del mantenimiento de la fertilidad femenina de las cepas Apex-1
(mata)y Apex-10 (mat a) de N. crassa, se observd una reduccion y un retraso en la formacion de peritecios

de forma similar a lo mostrado en el sordariomycete homotalico F. graminearum (Li et al., 2019).

En la literatura también existen reportes sobre cepas mutantes de N. crassa con esterilidad masculina y
femenina. Generalmente las cepas estériles como macho son aquellas con defectos en la sintesis de
feromonas, compuestos importantes para el direccionamiento del tricégeno hacia la célula fertilizadora
(Kim y Borkovich, 2006). Sin embargo, las cepas con esterilidad femenina, tales como las cepas Apex-14,
son mas frecuentes que las cepas con esterilidad masculina. Algunos reportes asocian la esterilidad
femenina con la incapacidad de las cepas para producir protoperitecios (Hammon, 2007), es decir, con

problemas en diferenciaciéon y morfogénesis.

Otro de los analisis realizados para la caracterizacién del desarrollo sexual de las cepas Apex, fue la cruza
homocigota entre las cepas Apex-14. En esta cruza no hubo formacidn de peritecios, seguramente a causa
de los defectos en la fertilidad femenina de las cepas, tal y como se describié previamente (Managadze et
al., 2007). Estos resultados son particularmente interesantes, ya que en P. anserina otro sordariomycete
heterotalico, la mutacidon de PEX-14 no genera defectos en el desarrollo sexual (Peraza-Reyes et al., 2011).
Estas diferencias probablemente pueden explicarse en términos de las caracteristicas particulares de los
glioxisomas de N. crassa, ya que los reportes hasta la actualidad los definen como el sitio exclusivo de B-
oxidacion de acidos grasos (aunque este es tema amerita estudios mas profundos), poseen una enzima

acil-CoA deshidrogenasa en vez de una acil-CoA oxigenasa, y ademas no contienen catalasa debido a un
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mecanismo de B-oxidacion que no involucra la formacion de peréxido de hidrogeno (Kionka y Kunau, 1985;

Schliebs et al., 2006).

4.3 La importacion de proteinas con PTS1 en los peroxisomas de las cepas Apex-

10 y Apex-14 se ve afectada

En N. crassa existen dos tipos de POs, los glioxisomas (Kionka y Kunau, 1985) y sus derivados los cuerpos
de Woronin (Jedd y Chua, 2000; Tenney et al., 2000). Los glioxisomas de N. crassa, contienen las enzimas
necesarias para la B-oxidacién de acidos grasos (Kionka y Kunau, 1985) y el ciclo del glioxilato (Flavell y
Woodward, 1971). Sin embargo, las enzimas que participan en estas rutas metabdlicas son sintetizadas en
el citosol y luego son reconocidas por receptores via una secuencia de aminoacidos conocida como PTS
(del inglés Peroxisome Targeting Signal). Existen predominantemente dos clases de secuencias de
direccionamiento peroxisomal: un tripéptido C-terminal (PTS1) (Brocard y Harting, 2006) y un nonapéptido
N-terminal (PTS2) (Petriv et al., 2004). Una vez que los receptores interactian con el PTS de las proteinas
peroxisomales, las direccionan hacia la membrana de los peroxisomas en donde interactian con los
complejos multiproteicos: el subcomplejo de acoplamiento (PEX-13, PEX-14, PEX-33), el subcomplejo de
RING-finger (PEX-2, PEX-10 y PEX-12), la ATPasa AAA (PEX-1, PEX-6), etc., que facilitan la translocanién de
las proteinas peroxisomales a la matriz del organulo (Agne et al., 2003; Patta et al., 2005; Williams et al.,

2008; Managadze et al., 2010).

Parte de los objetivos del proyecto estan relacionados con el analisis de la importacion de proteinas con
PTS1 enlas cepas Apex-1, Apex-10y Apex-14. La estrategia general consistio en adicionar la secuencia PTS1
de N. crassa a la proteina fluorescente TagRFP y asegurar su traduccidn en las cepas Apex. Sin embargo,
solamente fue posible analizar este fendmeno en las cepas Apex-10 y Apex-14, ya que no se logré en el
fondo genético Apex-1. Los resultados obtenidos, permiten reconocer la importancia de PEX-10
(subcomplejo de RING-finger) y PEX-14 (subcomplejo de acoplamiento) en la importacién de proteinas con
PTS1 en los peroxisomas, ya que la sefial fluorescente de TagRFP-PTS1 se distribuye de forma homogénea
en el citosol de las cepas. Un fendmeno similar se ha reportado para las mutaciones de estas proteinas en
otros hongos (Managadze et al., 2007; Peraza-Reyes et al., 2008 y 2011; Hynes et al., 2010; Freitag et al.,
2012; Suaste-Olmos et al., 2018; Li et al., 2019).
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Los problemas en la importacién de proteinas con PTS1 en los peroxisomas de las cepas Apex de N. crassa,
probablemente explican los defectos de estas cepas en el desarrollo vegetativo y sexual descritos
anteriormente. Puesto que las proteinas peroxisomales sintetizadas en el citosol deben alcanzar la matriz
peroxisomal para llevar a cabo sus actividades metabdlicas. De tal manera que el metabolismo de los
peroxisomas debe estar afectado en las cepas. Probablemente, se reduce el suministro de energiay de los
metabolitos intermediarios necesarios para el desarrollo y la diferenciacién celular. Por ejemplo, en F.
graminearum la eliminacién de PEX-1y PEX-10 provocé defectos en la macroconidiacién y una disminucién
intracelular de acetil CoA, e interesantemente la adicidn de acetil CoA en el medio de cultivo aumento la
produccion de macroconidios de las cepas mutantes (Li et al., 2019). Otro caso interesante es el reporte
de las oxilipinas fungicas (con naturaleza lipidica), que actian como moduladores del desarrollo de esporas

asexuales y sexual (Tsitsigiannis y Keller, 2007).

4.4 Los desplazamientos rapidos y dirigidos de los peroxisomas de N. crassa
ocurren a través de los microtubulos y probablemente estan mediados por los

endosomas tempranos

En cualquier célula, la distribucidn espacio-temporal de sus componentes es esencial para su
mantenimiento, desarrollo y crecimiento. Este fendmeno es especialmente critico en células altamente
polarizadas como las hifas de los hongos filamentosos, en donde se requiere un continuo aporte de los
polimeros estructurales de la pared celular en el apice (Barntnicki-Garcia y Lippman, 1995). Lo anterior se
logra mediante un flujo continuo de vesiculas generado por la accién coordinada entre MTs,
microfilamentos de actina y proteinas motoras (Riquelme et al., 2018). Las proteinas motoras transportan
una diversidad de cargas y sus interacciones pueden estar mediadas por proteinas adaptadoras o por
organulos como los ETs (Salogianni et al., 2017). En A. nidulans y U. maydis se ha descrito que los ETs
actuan como vehiculos de transporte para mARNs, proteinas, ribosomas y algunos organulos como las GLs,
el RE y los POs (Becht et al., 2006; Konig et al., 2009; Bauman et al., 2014; Higuchi et al., 2014; Guimaraes
et al., 2015, Salogiannis et al., 2016 y 2020).

Para identificar si los POs de N. crassa se distribuyen en la hifa por medio de transporte endosomal,
primero se llevd a cabo el marcaje de los POs con la proteina TagRFP-PTS1 y se obtuvo la cepa SMRP492.

El andlisis microscopico en hifas de esta cepa permitid identificar estructuras circulares con un didmetro
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promedio de 0.96 + 0.28 um. Esto concuerda con los didmetros reportados para los POs que van de 0.1 a

1.0 um (Smith y Aitchison, 2013).

Los POs de N. crassa al igual que en U. maydis (Guimaraes et al., 2015) y A. nidulans (Salogiannis et al.,
2016), se caracterizan por tener dos tipos de desplazamientos: movimientos lentos, vibracionales y no
dirigidos (MND, 0.534 + 0.2 um/s) y movimientos rapidos vy dirigidos (MD, 3.4 + 0.6 um/s). A partir de
kimogramas realizados de videos de 3 min de duracién, se determind que los POs con MD Unicamente
representan el 14.4 + 6.8 % del total de los POs, mientras que los POs con MND corresponden al 85.6 +
6.8 %; de forma similar a lo reportado en U. maydis (5-10 % : 90-95%) y A. nidulans (12 % :88 %). En N.
crassa usualmente un PO con MD suele pasar a un estado con MND para interaccionar con otro PO. En
estas asociaciones suelen ocurrir conexiones transitorias entre los POs. Este hecho no parece ser Unico,
puesto que en U. maydis se ha descrito algo similar y ademds se ha propuesto que en dichas interacciones

probablemente ocurre un intercambio de lipidos y metabolitos (Guimaraes et al., 2015; Lin et al, 2016).

La dindmica de los POs de N. crassa, también se ha descrito en otros hongos como movimientos de largo
y corto alcance, considerando la distancia recorrida por los POs. En U. maydis el promedio de la distancia
recorrida por los POs con movimientos de largo alcance ronda los 5 um, mientra que en A. nidulans son
mayores a 3 um (Guimaraes et al., 2015; Salogiannis et al., 2016). En N. crassa la distancia es mas variable
y va de los 3 a 30 um. Algo a considerar en este aspecto es la rapida tasa de crecimiento que muestra N.
crassa (en placa: 2.251 £ 0.388 mm/h, 37.521 + 6.468 pum/min 0 0.625 + 0.108 um/s), en comparacién con
lo reportado para A. nidulans (en placa: 0.3 mm/h, 5 um/min o 0.083 um/s) y U. maydis (en placa: 0.09
mm/h, 1.5 pm/min 0 0.025 um/s) (Riquelme et al., 2016).

El siguiente paso en la construccion del modelo de transporte endosomal de los POs de N. crassa, fue
determinar si el desplazamiento de estos organulos ocurre a través de los MTs. Los MTs son estructuras
altamente polares y dindmicas, que estan constituidos por dimeros de a y B-tubulina (Alberts et al., 2015).
Para confirmar este evento de transporte, se realizaron fusiones vegetativas entre la cepa SMRP12 que
contiene la B tubulina (BML en N. crassa) etiquetada con GFP en el extremo carboxilo terminal (Freitag et
al., 2004) y la cepa con los peroxisomas marcados por la proteina TagRFP-PTS1. El analisis por medio de
microscopia confocal de disco giratorio, permitié identificar POs desplazandose a través de los MTs de

forma rapida (2.3 £ 0.52 um/s) y dirigida.

Otro resultado que confirma lo anterior, se obtuvo al tratar hifas con MTs y POs marcados con el

compuesto benomilo, un Inhibidor de la polimerizacién de los MTs. Bajo estas condiciones se anularon los
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MD de los POs y en su mayoria fue posible observar movimientos lentos (0.378 + 0.150 um/s) de forma
similar a los MND (0.534 + 0.2 pum/s), solo con la diferencia de que carecian de las vibraciones
caracteristicas observadas en los kimogramas. La despolimerizacién de los MTs, no permitié observar la
acumulacién de los POs en la punta de las hifas como se ha descrito en otros hongos. En cambio, se observé
una pérdida drastica de la polaridad celular, seguramente a causa del robusto y rdpido crecimiento de N.

crassa (en microscopia: 0.1 + 0.053 pm/s 0 0.36 + 0.193 mm/h, n = 22 hifas).

El ultimo dato que aporta evidencia sobre el transporte de los POs via MTs, es el andlisis de co-localizacién
entre la sefial correspondiente a los POs y a los MTs. Para hacer este andlisis se determiné el Coeficiente
de Correlacién de Pearson (CCP). El CCP es una medida de correlacién lineal, que se emplea para establecer
el grado de co-localizacidn en imagenes de color dual. Los valores de CCP varian de -1 a +1, siendo los
valores superiores a 0.5 los que representan valores de mayor confiabilidad. Otro de los coeficientes
determinados para analizar la co-localizacion fue en coeficiente de Manders (M1 y M2), este coeficiente
varia de 0 a 1. M1 corresponde a la fraccidén de pixeles en verdes que se superponen con los pixeles en
rojoy M2 se define de manera inversa (Manders et al., 1993). Después de determinar ambos coeficientes,
se obtuvo un CCP de 0.431 + 0.188 (n = 12 hifas), un M1 de 0.694 + 0.175 (n = 12 hifas) y M2 de 0.229 *
0.091 (n = 12 hifas); estos valores son congruentes con los resultados descritos en los parrafos anteriores,
ya que sélo los POs con MD parecen desplazarse sobre los MTs, es decir sélo el 14.4 + 6.8 % de los POs de
N. crassa. Por otra parte, conviene aclarar que el valor de M1, es considerablemente alto y probablemente
no solo refleje el transporte de los POs con MD a través de los MTs, sino también la cercania o asociacién
de los POs con MND. Todos los datos anteriores apoyan la idea de que el transporte rapido y dirigido de
los POs de N. crassa, ocurre a través de los MTs (Figura 24) de forma similar a lo observado en U. maydis
y A. nidulans (Guimaraes et al., 2015; Salogiannis et al., 2016), pero contrario a lo que ocurre en levaduras
y plantas, en donde el movimiento depende de los microfilamentos de actina (Hoepfner et al., 2001,

Mathur et al., 2002).

Otro elemento indispensable para confirmar el transporte endosomal de los POs de N. crassa, tiene que
ver con el co-transporte entre los POs y ETs. Para confirmar lo anterior, se realizé microscopia confocal de
disco giratorio de hifas con POs, marcados con TagRFP-PTS1, y ETs, usando como marcador la proteina
YPT-52 etiquetada con GFP en el extremo amino terminal. La proteina YPT-52 es una Rab GTPasa que ha
sido empleada previamente para el marcaje de los ETs de N. crassa (Seidel et al., 2013). El analisis
microscopico realizado, permitié identificar seis eventos de co-transporte en 20 hifas. Curiosamente el co-
transporte POs-ETs en N. crassa (Figura 24) ocurre de forma similar a lo descrito en U. maydis (Guimaraes

etal., 2015), ya que en estos eventos los POs comienzan su desplazamiento al interactuar con un ET movil,
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luego ocurre la co-migracién de ambos organulos con una velocidad promedio de 1.9 £ 0.5 um/s y
finalmente el PO se liberan del ET quien continda su desplazamiento. Quizas la cantidad reducida de
eventos de co-transporte observados en N. crassa, puede explicarse por el hecho de que la proteina YPT-
52 parece ser un marcador no exclusivo de ETs, puesto que en la microscopia realizada en este trabajo, se
observé la presencia de GFP-YPT-52 en otros organulos que podrian ser endosomas tardios (LEs), cuerpos
multivesiculares (CMV) o compartimentos prevacuolares (PVCs) (Bowmann et al., 2015), organulos que no
estan involucrados en la movilidad de los POs por lo menos en U. maydis (Guimaraes et al., 2015).
Probablemente GFP-YPT-52 marque a los endosomas en la etapa final de ET y en los comienzos de LE, ya
que Seidel et al. (2013) describen que esta estrategia de marcaje no incluye a todos los endosomas. Quizas
esta etapa del desarrollo de los ETs hacia los LEs tenga menor afinidad hacia el transporte endosomal y

por ello se ven menos eventos de co-transporte POs-ETs.

4.5 Las gotas lipidicas y probablemente el reticulo endoplasmico acompanan a los

peroxisomas durante los movimientos rapidos y dirigidos

En U. maydis y A. nidulans los ETs median la movilidad de POs, GLs (Salogiannis et al., 2016 y 2020) y RE
(Guimaraes et al., 2015). Este proceso probablemente es importante para su distribucidon espacio-
temporal y en consecuencia para hacer frente a los requisitos locales de metabolitos intermedios y la

degradacion de acidos grasos (Schrader et al., 2013).

Con la finalidad de analizar las asociaciones entre los POs-GLs y POs-RE, se realizaron analisis
microscopicos. Primero se analizaron hifas con POs y GLs marcadas. Las GLs son organulos esféricos de
hasta un micrémetro de didmetro, que estdn constituidas Unicamente por una monocapa de fosfolipidos
gue rodea a un nucleo de lipidos neutros, generalmente triglicéridos y esterol ésteres (Kohlweinn et al.,
2013). Para visualizar las GLs en el micelio de la cepa SMRP492, se realizd una tincién de lipidos neutros
con el fluorocromo Rojo Nilo, tal como se ha reportado en F. graminearum (Lin et al., 2019) y N. crassa
(Managadze et al., 2016). Estos andlisis permitieron identificar un alto grado de co-localizacién entre
ambas sefales con un CCP de 0.796 + 0.039 (n = 24 hifas), un M1 de 0.623 + 0.184 (n = 24 hifas) y un M2
de 0.639 = 0.127 (n = 24 hifas). Estos datos de co-localizacién confirman lo observado en microscopia
confocal de disco giratorio, en donde se reconoce la asociaciéon de las GLs y POs con MD, asi como con los
POs con MIND. Sorpresivamente la co-migracion de estos dos organulos no se encontré en U. maydis en

donde solo se han reportado conexiones fisicas transitorias entre ellos (Guimaraes et al. 2015). El co-
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transporte de POs y GLs en A. nidulans, tampoco se ha descrito. Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que la proteina adaptadora PxdA con ortdlogo en N. crassa (PXD-1), esta implicada en el
transporte endosomal de POs y GLs (Salogiannis et al., 2016 y 2020). De confirmarse esto en N. crassa y
con los resultados obtenidos en este trabajo podria corroborarse el co-transporte de ambos organulos

sobre los ETs (Figura 24).

El transporte simultaneo de orgdnulos no es un fendmeno exclusivo de hongos. En las células de
mamiferos se ha observado que la distribucién de las redes membranosas del RE estd mediada por ETs via
MTsy que las asociaciones mitocondria-RE suelen tener movilidad (Friedman, 2010y 2013). En esta Ultima
parte del proyecto se decidid analizar el co-transporte entre POs y RE. De acuerdo con los resultados
obtenidos parece haber una asociacion reducida entre ambos organulos, ya que el grado de co-localizacién
es bajo, con un CCP de 0.445 + 0.067 (n = 16 hifas). Aun asi, la mayor asociacidn con el RE ocurre con los
POs con MND lo que explica el valor del coeficiente de Manders M1 igual a 0.634 £ 0.176 (n = 16 hifas). En
toda la microscopia realizada para analizar la interaccion entre POs y RE, solo se observé un evento de co-
transporte, aunque quizds no convenga pasarlo por alto, ya que en este andlisis se marco el RE con la
proteina CSE-7-GFP. Esta proteina es una chaperona transmembranal con residencia parcial en el RE,
encargada de regular el correcto plegamiento de ciertas proteinas (Rico-Ramirez et al., 2018). Quizds dadas
estas circunstancias convenga repetir este analisis, pero procurando marcar los tubulos deslizantes o

reticulaciones moviles del RE.
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Figura 24. Modelo de transporte pero-endo propuesto para N. crassa. Los datos obtenidos en este trabajo aportan
evidencias para suponer que los POs son transportados de forma rapida y dirigida sobre los ETs junto con las GLs
via MTs. Mientras que la movilidad de los ETs esta mediada por las proteinas motoras NKIN-2 y la dineina
citoplasmatica (Seidel et al., 2013)
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Capitulo 5. Conclusiones

Las peroxinas PEX-1, PEX-10y PEX-14 son importantes para el desarrollo vegetativo de N. crassa, dado que

su carencia trae consigo defectos en la conidiogénesis y en el metabolismo del acido oleico.

La peroxina PEX-14 tiene un papel importante en el desarrollo sexual de N. crassa, ya que su ausencia

causa esterilidad femenina en ambos tipos de apareamiento.

Los defectos en el desarrollo vegetativo y sexual de N. crassa, generados por la eliminacidn de las peroxinas
PEX-10y PEX-14, probablemente se deben a los problemas en la importacidn de proteinas con PTS1 en los

peroxisomas.

La mayoria de los peroxisomas de N. crassa muestran movimientos lentos y no dirigidos, y solo la minoria
posee desplazamientos rapidos y dirigidos. Los peroxisomas con movimientos rdpidos y dirigidos se

mueven a través de microtubulos y probablemente sobre los endosomas tempranos.

Las gotas lipidicas y probablemente el reticulo endopldsmico acompafian a los peroxisomas durante los

movimientos rdpidos y dirigidos.
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Anexos 1. Descripcion de las peroxinas presentes en N. crassa

Tabla 9. Las peroxinas de N. crassa y su categoria funcional
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No. Gen Peroxina Categoria funcional de la proteina
1 NCUO08118 PEX-1 ATPasa AAA peromsc;mal, mvoluc.rada en la biogénesis del PO y en la
importacion de proteinas a la matriz.
) NCU02070 PEX-2 Proteinas ZN RINQ, |r?volucrada en la importacidn de proteinas a la matriz
del POy en el reciclaje de receptores.
3 NCUOB175 PEX-3 Proteina de anclaje de PEX-19,.|nvqucrada en la biogénesis del POy en el
ensamble de membrana peroxisomal.
4 NCUO02636 PEX-4 .Ublqumn.a’ conJugasa,, mvolucrao.la en la biogénesis del PO y en Ia
importacion de proteina a la matriz.
5 NCU02960 PEX-5 Receptor de |mportaC|orT, se une”a la secuencia de orientacion PTS1 y
forma parte del canal de importacién.
6 NCUOS373 PEX-6 ATPases AAA peroxns’omal, mvoluc.rada en la biogénesis del PO y en la
importacidn de proteinas a la matriz.
7 NCUO7662 PEX-7 Receptor de |mportaC|on., se une.? la secuencia de orientacion PTS2 y
forma parte del canal de importacion.
3 NCU00032.1 PEX-S Proteina mtlegral dela nlwem,brar.wa, orga.mza el complejo importédmero del
PO, se asociada con la biogénesis peroxisomal y se une al receptor PEX-5.
9 NCUO03277 PEX-10 Proteinas ZN RINQ, n?volucrada en la importacion de proteinas a la matriz
del POy en el reciclaje de receptores.
NCU04802
10 EAA31192 Familia Proteinas integrales de la membrana, implicada en la biogénesis, division
EAA28424 PEX-11 proliferacién del PO y del metabolismo lipidico.
EAA33643
1 NCUO5245 PEX-12 Proteinas ZN RINQ, |r?volucrada en la importacion de proteinas a la matriz
del POy en el reciclaje de receptores.
12 NCUO02618 PEX-13 Prot.a.na del co.mpllejo.de anclaje de los receptores de importacion,
participa en la biogénesis del PO.
13 NCU03901 PEX-14 Prot.el.na del co.mpllejo.de anclaje de los receptores de importacion,
participa en la biogénesis del PO.
14 NCUO1850 PEX-16 Proteina integral de la memb.rana, participa en la biogénesis del PO vy
ensamble de membrana peroxisomal.
15 NCU04301 PEX-19 Chaperona y receptor de importacion dg PMPs, participa en la biogénesis
del PO y ensamble de membrana peroxisomal.
16 NCUOA062 PEX-20 Co-receptor de PEX-7, involucrado en la importacion de proteinas con
PTS2.
17 NCUO0S564 PEX-23 Prot.elna |.n,tegral de la membrana, implicada en la biogénesis, division y
proliferacion del PO.
Proteinas integrales de la membrana, implicada en la biogénesis divisién y
18 NCU06637 PEX-24 proliferacién del PO, importacion de proteinas a la matriz y ensamble de
membrana peroxisomal.
19 NCUO00347 PEX-26 Prottlelna de la membrana del PO que actiia como anclaje de PEX-1 y PEX-
6, asi como en el ensamble del PO.
20 NCUO1535 PEX-33 Prot'el'na del co'mpllejo'de anclaje de los receptores de importacion,
participa en la biogénesis del PO.
La informacién presentada en esta tabla fue obtenida de la base de datos de POs (PeroxisomaDB 2.0:
http://www.peroxisomedb.org/), Eckert y Erdmann (2003), Sichting et al. (2003); Klei et al. (2006); Managadze
et al. (2010); Liu et al. (2011).
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Anexo 2. Medios de cultivo y suplementos
Sales de Vogel 50x 100 mL

Reactivo

Citrato de sodio hidratado (NasCgHs07 5.5 H20)....ccccocvevvveeececrieecre e
Fosfato de potasio monobasico anhidro (KH2POu )...ceeveeeeeveeciecvieice e
Nitrato de amonio anhidro (NHa NO3).....ccceeeeeverevecieiireee et
Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4 7H20).......ccceeeevvevvverneennne.
Cloruro de calcio dihidratado (CaCly 2H20).....cccciveievvrreece e
EleMENTOS TrazZa. . iiieieeieeie ettt s s es
Biotina (0.1ME/MI)..cci ettt ettt cer e et b et et ber s aeb s enes
ABUA deStilada... ..o e et s sae s

(01 FeTg0) {012 1 Lo TSR

Mantener a 4 °C protegido de la luz con papel aluminio
Elementos traza 100 mL

Reactivo

Acido citrico hidratado (CeHgO7 H20)......oueveiereeeereeeeeeeeeeeeeeee e sreeee e
Sulfato de Zinc heptahidratado(ZnSOs4 7H20).....ccivivivevece e
Amonio y hierro (ll) sulfato hexahidratado [Fe(NH4)2(S04), 6H20]
Sulfato de cobre hidratado (CuSO4 H20).....ccocovivreeevererieee e creere e
Sulfato de Manganeso hidratado (MnSOsH20).......ccceceeeveveveseeeieiriinnne
acido trioxobdrico (1) anhidro (H3zBO3)....cceceeeeieneeienienece e,
Molibdato de sodio dihidratado (NazMoQO4 2H20).......cccveeeereveienrecrnenne
AGUA deStilada.....ccccuevieeiece et e s

(01 Te Y0 {01 1 Lo JENRUN TR

Mantener a 4 °C protegido de la luz con papel aluminio
Sales del medio sintético de cruza 2x 100 mL

Reactivo

Nitrato de potasio (KNO3)......ccco ittt et

Fosfato dipotasico (K2HPOA4)....

Sulfato de magnesio heptahldratado (MgSO4 7H20) .................................

Cloruro de s0dio (NACH) ...ttt et e r s et s re saesre s
Cloruro de calcio dihidratado (CaCl2).......ccccueeeeereneiecereecee e e
BIOTING ettt e e e et s e s e e e
ElE@MENTOS traZa. ettt ettt ettt s e s es e se e e e nens
AGUA dESTIlada.....ccoveeieeie e e ettt b eae s

[0l ToY 0] {011 Lo TN

Mantener a 4 °C protegido de la luz con papel aluminio
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Cantidad
15¢g
25g
10g
10g
05g
500 pL
250 pL
Aforar a
100 mL
2mL

Cantidad
5.00g
5.00g
1.00g
0.25g
0.05g
0.05g
0.05g
Aforara
a 100 mL
1mL

Cantidad
0.50¢g

. 035¢g

0.50¢g
0.05g
0.05g
2.50mg
50 pL
Aforar a
100 mL
1 mL*



Solucion de recuperacion con 2 % de extracto de levadura 50 mL

Reactivos

50x sales de Vogel
Extracto de levadura
Agua destilada

Esterilizacion por autoclave

1mL

1g
49 mL
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