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Resumen de la tesis que presenta Alexis Gerardo Martinez Rangel como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida

Dilucidando el papel de los motivos de exportacion del receptor de carga ERV-14 en el trafico
intracelular

Resumen aprobado por:

Dra. Meritxell Riquelme Pérez
Directora de tesis

El trafico de proteinas es un proceso complejo que aun no se comprende completamente,
especialmente en cuanto a la interaccion entre multiples sefiales de exportacion. En Saccharomyces
cerevisiae, las proteinas Erv14 y Chs7 han sido ampliamente estudiadas como receptores de carga en
la ruta secretora. Sin embargo, en hongos filamentosos, el trafico y distribucién de proteinas presentan
diferencias significativas debido a su crecimiento apical. En estos organismos, las proteinas
involucradas en el crecimiento celular siguen la via secretora cldsica: desde el reticulo endoplasmatico
(RE) hasta el Golgi, donde se acumulan en vesiculas en el Spitzenkorper (SPK) antes de integrarse en la
membrana plasmatica (MP) apical. En cambio, las proteinas de transporte, como bombas de protones,
canales idnicos y transportadores de aminodacidos se dirigen a la MP lateral. En Aspergillus nidulans, se
ha observado que este transporte ocurre sin necesidad de pasar por el Golgi. Este estudio investigo los
mecanismos de exportacion de proteinas mediante la construcciéon y expresion de una proteina
quimérica basada en CSE-7 de Neurospora crassa (homéloga de Chs7 en S. cerevisiae), incorporando
el motivo de exportacién IFRKL de ERV-14. El objetivo era responder dos interrogantes clave: ¢Qué
sefial domina en la clasificacion de proteinas: los dominios transmembranales o los motivos de
exportacion citosdlicos? Y ¢Cémo influyen los motivos de exportacion de Ervl4 en la exportacion y
destino final de su carga en hongos filamentosos? Los resultados indicaron una interrupcién del trafico
de CHS-4 y la proteina quimérica hacia el SPK y los septos, con una aparente exportacién hacia la MP
apical. Sin embargo, se requieren estudios adicionales para caracterizar la dindmica de la proteina
quimérica y su impacto sobre CHS-4. Estos hallazgos podrian proporcionar informacién crucial sobre
los mecanismos de tréfico y distribucién de proteinas en hongos filamentosos.

Palabras clave: ERV-14, CSE-7, quitina sintasa, via secretora, Spitzenkorper, motivo de exportacion



Abstract of the thesis presented by Alexis Gerardo Martinez Ragel as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Master of Science degree in Life Science

Elucidating the Role of ERV-14 Cargo Receptor Export Motifs in Intracellular Trafficking

Abstract approved by:

Dra. Meritxell Riquelme Pérez
Thesis Director

Protein trafficking is a complex process that is not yet fully understood, particularly regarding the
interaction between multiple export signals. In Saccharomyces cerevisiae, the Ervl4 and Chs7 proteins
have been extensively studied as cargo receptors in the secretory pathway. However, in filamentous
fungi, protein trafficking and distribution exhibit significant differences due to their apical growth. In
these organisms, proteins involved in cell growth follow the classical secretory pathway, traveling from
the endoplasmic reticulum (ER) to the Golgi, where they accumulate in vesicles within the
Spitzenkorper (SPK) before being integrated into the apical plasma membrane (PM). In contrast,
transport proteins, such as proton pumps, ion channels, and amino acid transporters, are directed to
the lateral PM. In Aspergillus nidulans, this transport has been observed to occur without passing
through the Golgi. This study investigated protein export mechanisms by constructing and expressing
a chimeric protein based on CSE-7 from Neurospora crassa (homologous to Chs7 in S. cerevisiae),
incorporating the IFRKL export motif from ERV-14. The goal was to answer two key questions: Which
signal dominates protein classification: transmembrane domains or cytosolic export motifs? and How
do Erv14 export motifs influence cargo export and final destination in filamentous fungi? The results
indicated interrupted trafficking of CHS-4 and the chimeric protein to the SPK and septa, with an
apparent export toward the apical PM. However, further studies are needed to characterize the
dynamics of the chimeric protein and its impact on CHS-4. These findings could provide crucial insights
into the mechanisms of protein trafficking and distribution in filamentous fungi.

Keywords: ERV-14, CSE-7, chitin synthase, secretory pathway, Spitzenkorper, export motif
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Lista de figuras

Figura 1. Estructuras tridimensionales de Erv14 y Sec24 de S. cerevisiae. a) Estructura tridimensional
de Erv14; de color rojo se presenta la region citosdlica de Ervl4; dentro de la regidn citosdlica, en
color azul, se encuentra el motivo IFRLT; en verde se encuentra la regién de unidn a la proteina
Yorl, que se conforma del motivo FLN (residuos Fez, Le3 ¥ N71) que se muestra en magenta. En b)
y c) se muestra la estructura de Sec24 con sus sitios de unién; en magenta se observan los residuos
que conforman el sitio A, en azul se encuentran los residuos del sitio B, en naranja los residuos
pertenecientes al sitio C, y en rojo los residuos que integran el sitio D. Estructuras obtenidas de
Uniprot y procesadas con Pymol con base en datos de Mancias & Goldberg, 2007; Miller et al.,
2003; Mossessova et al., 2003; Pagant et al., 2015, .......uiiiiieei et e e 4

Figura 2. Estructura tridimensional de la chaperona Chs7 de S. cerevisiae. a) y b) En color amarillo se
presentan los TMDs; en verde la regién luminal del RE, en azul la regién citosdlica, en morado se
encuentra la region conservada del extremo C-terminal y en rojo se encuentra el presunto motivo
DxE. b) Corresponde a un acercamiento de a). Modelo obtenido de Uniprot, y procesado en

Figura 3. Ciclo de vida de Neurospora crassa. Neurospora crassa cuenta con un ciclo asexual y un ciclo
sexual, en su ciclo asexual, el micelio haploide forma conidios (microconidios y macroconidios),
gue al germinar produce nuevo micelio. El ciclo sexual se origina a partir de la fertilizacidon de un
protoperitecio con la fusion de nucleos provenientes de conidios o micelio de una cepa
complementaria, formando un nucleo 2N del cigoto, que realiza dos meiosis, seguidas por una
mitosis, generando ascas de ocho ascosporas en el interior de un peritecio. Obtenido de Aramayo
Y] LT X0 1 TR 8

Figura 4. Modelo representativo de la distribucién de CHS-4 en diferentes cepas de N. crassa. Cepas a)
WT, b) Acse-7y c) cepa esperada al expresar la quimera disefiada en este trabajo. El color amarillo
representa la ubicacidon de CHS-4 en la hifa de N. Crassa. ........ccccouueeeecviieeecciiee e 9

Figura 5. Regiones de amplificacion con los oligonucleétidos disefiados. Los oligonucledtidos P1-cse-7-
FW y P4-cse7-RV incluyen los sitios de restriccién de Xbal y Xmal, respectivamente, mientras que
P2-ifrkl-RV y P3-ifrkal-FW incluyen las secuencias de solapamiento con el motivo de exportacidn
U BFV-14. ettt ettt e s et ettt e e h bt e s bt e e hb e e e a b e e e be e e s be e e bteenabeesbaeesareeeates 12

Figura 6. Vectores utilizados para la construccion del vector VMRP-105 (pGAM-4). a) Se utilizé el vector
VMRP163 para la amplificacion del gen de la tagrfp, insertando los sitios de restriccion de Xmal y
EcoRl a través de los oligonucleédtidos. b) El vector VMRP-13 se utilizd para subclonar el gen
codificante de la TagRFP, reemplazando el gen gfp utilizando las enzimas de restriccion EcoRl y
Xmal. C) El vector pGAM-4 se obtuvo a partir de la subclonacién del gen tagrfp en el vector VMRP-
1 RS PPPRP 13

Figura 7. Esquema de la construccidn del casete de la cse-7Adc2™¢v14-gfp. Los oligonucleétidos P1y
P4 afiaden los sitios de restriccidon de Xbal y Xmal, respectivamente. b) Esquema del plasmido
pGAM-4; la etiqueta de GFP fue reemplazada por la etiqueta TagRFP. Esquemas de los vectores
C) VIVIRPL3 Y 0) VIVIRP-68. ..ottt eeeeee et eeeeeeseeeeee s e seseesseeesseeeseessasassessseseesssessaennseeeas 15

Figura 8. Arbol filogenético de la proteina ERV-14 en hongos. Se muestran 39 especies representativas
de los Phyla Ascomycota (subdivisiones Pezizomycotina y Saccharomycotina) y Basidiomycota



X

(subdivisones Agaricomycotina, Ustilagomycotina y Taphrinomycotina) identificadas con colores.
En las ramas se muestra el porcentaje de Bootstrap sobre 500 réplicas realizadas. ................... 20

Figura 9. Arbol filogenético de la proteina CSE-7 en hongos. Se muestran 36 especies de
representativas del Phylum y sus subdivisones identificado con colores. En las ramas se muestra
el porcentaje de Bootstrap sobre 500 réplicas realizadas. ......ccccceeeeeeciiieeee e, 21

Figura 10. Modelos de interaccidon entre ERV-14 y SEC-24. a) y b) En el modelo 1, ERV-14 (verde)
interacciona con SEC-24 a través de su motivo DxE (rojo) e IFRKL (azul) con los sitios B (cian) y D
(rosa) de SEC-24 (amarillo). a) Vista inferior del modelo, b) vista lateral del modelo. ¢) y d) En el
modelo 2, ERV-14 interacciona Unicamente a través de su motivo DxE (rojo) con el sitio B (cian)
de SEC-24. c) Vista inferior del modelo, d) vista lateral del modelo........cccccoeevevieeciieeeeciieeeennee, 23

Figura 11. Controles negativos del acoplamiento molecular con SEC-24. Acoplamiento molecular entre
SEC-24 y dos proteinas residentes del RE, las proteinas a) GET-1y b) ERG-2. a) GET-1y b) ERG-2
no presentaron interaccién con los sitios de unidn de SEC-24. .........cccoueeeeiiieeeeiiieee e 23

Figura 12. Modelo de cargas electroestaticas de SEC-24 y ERV-14. Modelo de cargas electroestaticas
de a) SEC-24 y b) y d) ERV-14 obtenido con el servidor APBS. a) Se observé la presencia de una
gran cantidad de cargas positivas en la cara de SEC-24 que interacciona con ERV-14. c) Motivos
de exportacion de ERV-14; en rojo se encuentra el motivo DxE, ubicado en el dominio
citoplasmadtico 1, y en azul se presenta el motivo IFRKL, ubicado en el dominio citoplasmatico 2.
d) Los dominios citoplasmaticos de ERV-14 presentan expuestas una mayor cantidad de cargas
negativas, con algunas cargas positivas proporcionadas por el motivo IFRKL. ..........ccceeeennneenn. 24

Figura 13. Modelos de interaccién SEC-24-ERV-14/Dominio citosdlico. a) Modelo de interaccion ERV-
14-SEC-24. En magenta se encuentra la region C-terminal y en rojo la N-terminal. En b) el péptido
DLECDYINPID correspondiente al dominio citoplasmatico 1 de ERV-14, interacciona con el sitio B
de SEC-24 en direccidon opuesta a ERV-14, con el C-terminal orientado en la posicién del N-
terminal de ERV-14. c) El péptido DLECDYINPID interacciona con el sitio B de SEC-24 de forma
idéntica a ERV-14. d) El péptido HLLDATEIFRKLNVHKKE, correspondiente al dominio
citoplasmatico 2 de ERV-14 interacciona con el sitio D de SEC-24 de la misma forma que lo hace
YT = Y PSP ST 25

Figura 14. Posibles mecanismos de interaccion ERV-14-SEC-24-Carga. a) En el primer mecanismo, la
interaccion entre ERV-14 y una proteina carga que cuenta con un motivo de exportacién DxE,
promueve una union dual a SEC-24 interactia de forma simultdnea mediante el sitio D y el sitio B
con el motivo IFRKL de ERV-14 y el motivo DxE de la proteina carga respectivamente. b) En el
segundo mecanismo, la interaccién entre ERV-14 y una proteina carga sin motivo de exportacion,
podria impedir el acceso a el motivo IFRKL de ERV-14, promoviendo la interaccién de SEC-24
Unicamente mediante su sitio D con el motivo DxE de ERV-14. c) En el tercer mecanismo, la unién
de ERV-14 a una proteina carga sin motivo de exportaciéon DxE, permite la interaccidon de ERV-14
mediante sus motivos de exportacidon DxE e IFRKL con los sitios By D de SEC-24, respectivamente.

Figura 15. a) El C-terminal y el bucle correspondiente al dominio citoplasmatico 2 de CSE-7 presentaron
una distancia de 17.4 A. b) La distancia entre el motivo IFRKL de ERV-14 y el extremo més cercano
de SEC-24 corresponde @ 17.1 A, oottt 27

Figura 16. Modelos estructurales de CHS-3 y CHS-4. a) Modelos de mondmero de CHS-3 y CHS-4 de
Alphafold. b) Modelo de dimero de CHS-4 obtenido a partir de la alineacién de estructuras
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obtenido con PDBeFold y acoplamiento molecular en HDOCK server. ¢) Dominios y TMDs de CHS-
3 y CHS-4 obtenidos por homologia estructural. Datos obtenidos de Chen et al., 2023 y Wu et al.,

Figura 17. Estructuras de Chs3-p y el componente del exdmero Chs6-Chs6 en S. cerevisiae. Chs3p
(mostrado en naranja) interacciona mediate los residuos 10-27 mostrados en verde, con el
componente del exdmero Chs6-Chs6 mostrado en azul. Como se observa en la figura, el complejo
Chs6-Chsb interacciona con dos mondmeros de Chs3p. Datos obtenidos de Weiskoff & Fromme,

Figura 18. Modelos de interaccion CHS-CSE. a) Modelo de interaccion entre un dimero de CHS-3 y CSE-
8 obtenido usando el servido de HDOCK Server. En verde se encuentra el dimero de CHS-3 y en
cian los mondmeros de CSE-8. b) Modelo de interaccién de un dimero de CHS-4, unido a 4
monomeros de CSE-7 en morado claro, obtenido con el servidor HDOCK server. .....cccocoeeeunnne.. 29

Figura 19. Posible modelo de interaccidon de CHS-4 y CSE-7. a y b) Se plantea un modelo general de
interaccion CHS-CSE, en el que se forma un dimero de CHS-4 que interactla con cuatro
mondmeros de CSE-7. c) Al tratarse de una imagen especular, el dimero CHS-4 cuenta con dos
sitios de unidn A y dos sitios de unién B en caras opuestas del dimero, que interaccionan con los
sitios de unién a y b de monémeros de CSE-7; cada sitio de unién de CSE-7 propuestos, ay b, se
encuentran en caras contrarias 0 paralelas de CSE-7. .......coiuiueieeciieeeceiieee et 30

Figura 20. Graficos de Ramachandran obtenidos con el servidor web SAVE v6.0. a) El gréfico de
Ramachandran de la quimera CSE-7ADC2MEERV-14 ‘mostrd un valor de residuos en regiones més
favorecidas del 79.6%; sin embargo, este bajo valor se atribuyé a la presencia del C-terminal que
no presenta una estructura bien definida. b) La eliminacién del C-terminal en la quimera, elevo el
valor de residuos en regiones mas favorecidas al 92.1%........cccccuveeeeeeeeeiiiiirieeee e e e 31

Figura 21. Quimera seleccionada para su construccién. a) Secuencia del dominio transmembrana 2
(DC2) de CSE-7 remplazada por la secuencia del motivo de exportacién (ME) de ERV-14. b)
Esquema de CSE-7 y la quimera; en azul se encuentra la posicion y secuencia del DC2 reemplazado
en CSE-7; en rojo se encuentra la posicion y secuencia de ERV-14 utilizada para sustituir el DC2 de

Figura 22. Modelo de interaccién SEC-24 — CSE-7/ CSE-7ADC2MEERV-14 3) Modelo de interaccidn entre
CSE-7 y SEC-24. CSE-7 presenta una baja energia de interaccidn a SEC-24, que corresponde a-11.2
Kcal/mol. b) Modelo de interaccidén entre quimera y SEC-24; Al insertar la secuencia AREIFRKLNV
en el dominio citoplasmatico 2 de CSE-7, la quimera presentd una interaccidn con el sitio D de
SEC-24, y aumento su energia de interaccidn, correspondiendo a -22.7 Kcal/mol...................... 32

Figura 23. Comprobacion genética de progenies. a) En la cepa WT, los oligonucledtidos P1-cse7-FW y
P4-cse7-RV amplifican el marco abierto de lectura de cse-7, que corresponde a un segmento de
1148 pb; mientras que en una cepa knockout Acse-7, el marco abierto de lectura de cse-7 se
encuentra reemplazado por el gen hph que confiere resistencia a la higromicina, por lo que no
hay amplificacién con los oligonucleétidos P1 y P4. c) No se presentd amplificacion de cse-7 con
los oligonucledtidos en las progenies 4, 7, 8 y 19, mientras que la cepa WT si presento
manifestacion; la banda ( - ) es un blanco negativo que consta de agua grado HPLC. d) Como
control positivo, se realizd la amplificacidon del gen Ist-1. Las 4 progenies probadas, asi como la
cepa WT presentaron amplificacion de Ist-1. M, marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder
(NeW ENgIand Biolabs)......ccccciiii ettt e ettt e ettt e e et e e e eata e e e eeaaaeeeeeassaeeeannreeans 33
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Figura 24. Comprobacion del tipo de apareamiento de las cepas obtenidas. a) y c) Cruza sexual de la
cepa 1 con la cepa Fluffy mat a observada en el estereoscopio, donde se puede observar la
presencia de peritecios. b) Cruza sexual de la cepa 1 con la cepa Fluffy mat A. No se desarrollaron
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Figura 25. Gel de agarosa al 1% teiido con bromuro de etidio mostrando la comprobacién de la
amplificacion de los fragmentos para ensamblar el casete. a) Bandas correspondientes al
fragmento F1 (539 pb) y fragmento F2 (665 pb). b) Bandas correspondientes al casete de la
quimera cse-7Adc2™m V14 (quim) y el marco abierto de lectura de cse-7. c¢) Amplicdn del gen de
tagrfp amplificado del vector VMRP-163. M: marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (New
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Figura 26. Comprobacidon molecular de los insertos en el pldsmido pGEM easy. a) Mapa del vector
pPGEM-T-Easy. b) Gel de agarosa al 1% mostrando la digestidn de los plasmidos pGAM-1, pGAM-2
y pPGAM-3 empleando la enzima EcoRl y dando como resultado dos bandas; una de 3 kb que
corresponde al plasmido pGEM linearizado y una correspondiente al tamafio de cada inserto cse-
7Adc2™meeV 14 (quim), cse-7 y tagrfp. M, marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (New
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Figura 27. Gel de agarosa al 1% mostrando los elementos para la construccion del pldasmido pGAM-4,
a) Digestién de los vectores VMRP-13 (pMF-272) y pGAM-3 con las enzimas restriccion EcoRl y
Xmal. b) Plasmido pGAM-4 (VMRP-105) no linealizado, obtenido mediante la insercion del gen
tagrfp en el vector VMRP-13, en reemplazo del gen gfp. c) Comprobacién por PCR de la insercién
del gen tagrfp en el vector construido, VMRP-105. M, marcador de peso molecular 1 kb DNA
Ladder (New ENgland Biolabs). ......cueeeuiiiiiieciee ettt e tte et sare e sare e b e e sareeens 37

Figura 28. Construccion del plasmido pGAM-5. a) Digestidn del plasmido pGAM-1y b) pGAM-4 con las
enzimas de restriccion Xbal y Xmal. La construccién cse-7Adc2™ V14 se recuperd del vector
pGAM-1 y se insertd en el vector pGAM-4 c) para obtener el vector pGAM-5. c) Comprobacién
molecular de la insercidn de la construccidon cse-7Adc2™ V14 en el vector pGAM-5, mediante la
digestion con las enzimas de restriccion Xbal y EcoRl, obteniendo un fragmento de
aproximadamente 2 kb correspondiente a la construccidn cse-7Adc2™e™14 y el gen tagrfp. M,
marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs). .......cccccceevvvveeiveeccreeennen. 38

Figura 29. Secuencia de la quimera obtenida por secuenciacidn. a) Secuenciacidn de la construccion
quimérica en el plasmido pGAM-5, la secuencia obtenida del cromatograma se alined con la
secuencia de referencia que se diseiid. Se presentaron mutaciones en tres sitios diferentes de la
construccion; en azul se muestran las inserciones que se presentaron en la construccién, mientras
gue en rojo se muestran las deleciones que se presentaron. b) La presencia de las mutaciones
introdujeron multiples codones de paro, representadas por asteriscos en rojo. ........cccceeeuueeen. 39

Figura 30. Construccidn del casete cse-7Adc2™ "4, 3) Fragmentos F1y F2 de una nueva construccién
obtenidos mediante la amplificacion con Phusion high-fidelity. b) Se obtuvieron dos
construcciones de la quimera cse-7Adc2™ "4 mediante la fusidn de los fragmentos mediante
dos PCRs independientes con la polimerasa TaKaRa La Tag. c) Las construcciones se subclonaron
en el vector pGEM y se comprobd la insercion de las construcciones mediante la digestidn de los
vectores obtenidos pGAM-6 y pGAM-7 con la enzima EcoRIl. M, marcador de peso molecular 1 kb
DNA Ladder (New England Biolabs). ........ccccueevereeeiiienieeeciieeciee e iError! Marcador no definido.

Figura 31. Etiquetado de la construccidn cse-7Adc2™*"14, 3) Digestion de los plasmidos pGAM-6 y
pPGAM-7 con las enzimas Xbal y Xmal. b) Comprobacion molecular de la insercién de las
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construcciones en los plasmidos pGAM-8 y pGAM-9. M, marcador de peso molecular 1 kb DNA
Ladder (New ENngland Biolabhs). ......ccoccuiiiiieiiieiceiee ettt ettt eette e e e e ettee e e etb e e e e enaaeaeeans 40

Figura 32. Digestion de los vectores pGAM-10 y pGAM-11. a) Vectores pGAM-10y pGAM-11 digeridos
con las enzimas de restriccion Xbal y EcoRl, y visualizados en un gel de agarosa al 1%. El producto
de la digestidn liberd el casete que corresponde a la construccion quimérica ligada al gen gfp vy
mcherry, respectivamente. Mapas de los vectores b) pGAM-10 y pGAM-11. M, marcador de peso
molecular 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs). ........cccecueeviiiiiiieciee e 41

Figura 33. Transformantes de N. crassa en medio FGS. a) Transformantes de N. crassa con la

construccion cse-7Adc2™eV1::tagrfp en medio FGS. b) Colonia observada en el estereoscopio. c)

Gel de agarosa al 1% donde se observan las bandas de vector pGAMS circular y linealizado con la

enzima Sspl. M, marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs). ............ 42
Figura 34. Tamizaje para la seleccién de cepas fluorescentes que expresen la quimera CSE-7ADC2MEERY-
14.GFP. a — d) No se observé fluorescencia en SPK ni en septos. Se observd una acumulacién de
fluorescencia en la zona distal de la hifa, a) y b) adicionalmente se observé una acumulacién de
fluorescencia en posibles vacuolas sefialadas por flechas en rojo. c) y d) Distribucidn de la proteina
CSE-7-GFP en la cepa SMRP72. CSE-7 presentd una acumulacion de fluorescencia en e) septos y f)
SPK, asi como en las zonas distales, similar a la proteina qUIMé&rica........ccccceceveeeeciieeecciiee e, 43

Figura 35. Comprobacidon molecular del vector VMRP-159. a) Bandas del plasmido VMRP159 sin digerir
y digerido con las enzimas de restricciéon Xbal y BamHI|, lo que dio como producto, una banda de
3 Kb que corresponden a un segmento del gen chs-4. b) Como se observa en el mapa del vector,
el sitio de restriccidn para BamHI se encuentra dentro del casete de chs-4. M, marcador de peso
molecular 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs). ........ccccecuieiiiiiiiiiecieeceeecee e 44

Figura 36. Distribucién de la fluorescencia de la proteina CHS-4-mCherry en un fondo mutante Acse-7.
a) y b) La CHS-4-mCherry expresada en un fondo mutante de CSE-7 no consigue llegar al SPK ni a
septos; en su lugar, presenta una acumulacion de fluorescencia en la zona distal. c) y d) Control
positivo de CSE-7-mCherry. Debido a la baja intensidad de la fluorescencia, no se logré identificar
el SPK. e) y f) Cepa WT utilizada como control negativo, no se observé fluorescencia en rojo. .. 45

Figura 37. Distribucién de la quimera CSE-7ADC2MEERV-14.GEP en fondo mutante de Acse-7. a), b) y e)
Se observa sefialado por flechas, que la quimera CSE-7ADC2MEERV-I4.GEP no es capaz de llegar al
septo, c) y d) ni al SPK. ¢) y d) En su lugar, se observa una acumulacion de fluorescencia en la zona
distal, sefialada por cuadros en rojo. f) y g) Esto contrasta con lo observado en CSE-7, que presento
una acumulacidn de fluorescencia en el f) SPKy g) SEPLOS......eeeeciiieeeciiiieecee e 46

Figura 38. Heterocariones expresando chs-4-mcherry y cse-7-gfp; y chs-4-mcherry y cse-7A92me-ev-14 ),
b) y c¢) Fusién de la cepa VMRP361 y la cepa de genotipo chs-4-mcherry::Acse-7::hph*. a) Se
presentdé una acumulacion de fluorescencia de CSE-7-GFP en septos, b) sin embargo, no se
observé acumulacién de CHS-4 en septos. d), e) y f) Fusion de las cepas de genotipo cse-7Adc2™
ev-14_gfp::Acse-7::hph* y chs-4-mcherry::Acse-7::hph*; no se observd acumulacion de la quimera ni
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Figura 39. Co-expresion de CHS-4-GFP con CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry. a) Micrografia obtenida
mediante microscopia confocal de barrido laser de la zona apical a distal de una hifa en co-
expresion de CHS-4-GFP y CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry. La hifa se encuentra dividida en cuatro
regiones, la region | corresponde al apice (5 um), el subapice proximal la regién Il (5- 20 um), el
subdapice distal o regidn Il (20- 40 um), y la zona distal correspondiente a la region IV (>40 um).



Xiv

Las flechas blancas indican zonas donde se observé co-localizacion de ambos marcadores. b)
Gréfica de intensidad de fluorescencia de ambas proteinas y sus respectivos marcadores a lo largo
de la hifa, en negro se muestra la intensidad de CHS-4-GFP y en azul la intensidad de CSE-7ADC2ME
ERV-14_mCherry. c) Andlisis de co-localizaciéon mediante el Coeficiente de Correlacion de Pearson
(CCP), donde 1 es la maxima puntuacién e indica co-localizaciéon absoluta; el analisis de co-
localizacion arrojo UN CCP de 0.87. ...couiiieieiiieeeieee e ecttee ettt e st e e s stae e e ssta e e e ssaraeeessasaeeesnnsaeeen 49

Figura 40. Comparacién de la distribuciéon de fluorescencia de CSE-7-GFP con CHS-4-GFP y CSE-
7ADC2MEERV-14 mCherry. a) Micrografia obtenida mediante microscopia confocal de barrido laser
de la zona apical a distal de una hifa en expresién de CSE-7-GFP. b) Gréafica de intensidad de
fluorescencia CSE-7. c) Superposicidon de las graficas de intensidad de fluorescencia de CSE-7 y
CSE-7ADC2MEERV-14 mCherry en co-expresidn con CHS-4. En azul se muestra la fluorescencia de
CSE-7-GFP, en rojo la fluorescencia de CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry y en verde CHS-4-GFP. Se
observa un diferente comportamiento en la distribucion de la intensidad de fluorescencia entre
CSE-7-GFP y CSE-7ADC2MEERV-14. mCherry en co-expresién con CHS-4, mostrando la primera, una
distribucidn relativamente estable a lo largo de la hifa, mientras que CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry
y CHS-4-GFP presentan una menor intensidad en las regiones mas cercanas al dpice, dentro de los
primeros 30 nm aproximadamente; mientras que presenta su mayor pico de intensidad a los 60
nm, y presentando una caida de la intensidad después de los 120 nm hasta los 180 nm, al igual
QUE CSE-T7 -G P e e e anan 50

Figura 41. Co-expresion de CHS-4-GFP con CSE-7ADC2MEERV-14. mCherry en la zona distal. a) Micrografia
obtenida mediante microscopia confocal de barrido laser de la zona apical a distal de una hifa en
co-expresidon de CHS-4-GFP y CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry. Las flechas blancas indican zonas
donde se observod co-localizacion de ambos marcadores. b) Grafica de intensidad de fluorescencia
de ambas proteinas y sus respectivos marcadores a lo largo de la hifa; en negro se muestra la
intensidad de CHS-4-GFP y en azul la intensidad de CSE-7ADC2MEERV-14. mCherry. c) Anélisis de co-
localizacion mediante el Coeficiente de Correlacién de Pearson (CCP), donde 1 es la maxima
puntuacion e indica co-localizacion absoluta; el andlisis de co-localizacidn arrojé un CCP de 0.78.

Figura 42. Co-expresién de CHS-4-GFP con CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry en la zona distal. a) Micrografia
obtenida mediante microscopia confocal de barrido laser de la zona apical a distal de una hifa en
co-expresion de CHS-4-GFP y CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry. Las flechas blancas indican zonas
donde se observé co-localizacion de ambos marcadores. b) Grafica de intensidad de fluorescencia
de ambas proteinas y sus respectivos marcadores a lo largo de la hif. En negro se muestra la
intensidad de CHS-4-GFP y en azul la intensidad de CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry. c) Andlisis de co-
localizacion mediante el Coeficiente de Correlacién de Pearson (CCP), donde 1 es la maxima
puntuacion e indica co-localizacion absoluta, el analisis de co-localizacién arrojé un CCP de 0.77.

Figura 43. Modelo del complejo CHS-4-CSE-7. La adicién de multiples tetrdmeros CHS-4A-CSE-7 da
como resultado la formacién de un complejo esférico de 354.2 A de didmetro, en color verde se
muestran los TMDs de los dimeros de CHS-4 mientras que en cian se muestran los TMDs de los
MONOMEIOS U8 CSE-7. ..eiiiiiiiiieiiee ettt esieesite et ste e e s tte e sbeesbeeesabeesbbeessbeesabaeesaseesabaessseesasaeensnean 55

Figura 44. Modelo propuesto de formacion de quitosomas. La acumulacién de tetrdmeros de CHS-4A-
CSE-7 inicia la formacién del quitosoma, ensambldndose los tetrdmeros entre si, al unirse los
tetrameros mediante la interaccidn de los sitios B de CHS-4 con CSE-7 de los tetrémeros CHS-4A-
CSE-7, forma un complejo similar a una cubierta de aproximadamente 35 nm de didmetro. En este
proceso podrian intervenir las proteinas de cubierta COPIL. .......cccueeeeciieeeiicieee e 56
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Figura 45. Modelo propuesto de fusién de los quitosomas con la membrana celular apical. Trafico de
guitosomas hasta el SPK. b) La fusion del quitosoma con la membrana plasmatica (MP) apical d)
cambia la curvatura de la membrana de una forma convexa en el quitosoma a una forma céncava
al integrarse a la MP apical, provocando el desmontaje del complejo, mediante la ruptura de Ia
interaccion entre los sitios B de los tetrameros de CHS-4A-CSE-7 con CSE-7 de los tetrameros
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Antecedentes

Después de su sintesis, las proteinas deben plegarse correctamente para ser biolégicamente funcionales.
El plegamiento puede tener lugar en el citosol, reticulo endoplasmatico (RE) y mitocondrias. Cada organelo
estd equipado con un conjunto especifico de chaperonas y enzimas necesarias para el plegamiento de las
proteinas (Anelli & Sitia, 2008). El RE es el punto de entrada a la via secretora, y aproximadamente el 30%

de todas las proteinas eucariéticas utilizan esta via (Gemmer & Férster, 2020).

La sintesis de las proteinas de la via secretora ocurre mayormente en la superficie del RE, donde el
complejo ribosoma-péptido naciente es reclutado por el complejo translocén del RE debido al
reconocimiento de una sefial N-terminal hidrofébica. El complejo translocdn del RE comprende el canal
conductor de proteinas Sec61, el complejo proteico asociado a translocén y el complejo oligosacaril

transferasa (Gemmer & Forster, 2020).

Algunas proteinas politdpicas (Proteinas con mas de dos dominios transmembrana) requieren de
chaperonas especializadas asociadas a la membrana del RE para lograr su conformacién nativa. Estas
chaperonas suelen ser heterogéneas y especificas para un pequefio nimero de proteinas. Muchas de estas
chaperonas se unen a los dominios transmembrana (TMD; del inglés “transmembrane domain”) a medida
que las proteinas salen del translocén para evitar la agregacidén hasta que el sustrato haya alcanzado su

conformacién nativa (Dharwada et al., 2018).

Las proteinas de la via secretora se transportan entre organelos en vesiculas que son generadas en el RE,
mediante un proceso que requiere la particion de proteinas de recubrimiento citoplasmatico (Malkus et
al., 2002). Aunque algunas proteinas pueden salir del RE estocasticamente en el flujo masivo, la inclusion
selectiva de proteinas en las vesiculas de transporte es el mecanismo principal que restringe el tipo de
proteinas que se dirige a cada organelo, dado que la salida mas eficiente del RE es mediada por sefiales de
clasificacidn que interactian con Sec24, una subunidad del complejo de proteinas de cubierta Il (COPII, del

inglés coat protein complex Il) (Malkus et al., 2002; Pagant et al., 2015).



Se han descrito multiples motivos de exportacidn que interactian con Sec24 en la levadura Saccharomyces
cerevisiae (sitios A, B, Cy D) (Tabla 1). Algunas proteinas no pueden interactuar directamente con Sec24 y
dependen de receptores de carga para ser reclutadas a las vesiculas COPII (Pagant et al., 2015). Las dos
sefiales de clasificacion interactian con un solo adaptador de cubierta y se cree que esta interaccién dual
podria reforzar la interaccién a Sec24, debido a las afinidades relativamente débiles de Sec24 y su carga,
ademas de ayudar a garantizar un control de calidad de las proteinas al reconocer especificamente los
TMD correctamente ensamblados (Pagant et al., 2015). Las chaperonas especificas de cliente (o especificas
a una proteina) pueden también promover la salida del RE y acompaiiar al sustrato fuera del RE y regresar

al RE por vesiculas COPI o transportar al sustrato a su destino final (Dharwada et al., 2018).

Tabla 1. Motivos de exportacion identificados en proteinas que interaccionan con Sec24 en S. cerevisiae.

Proteina de unién a Sec24 Motivo de exportacion Referencias

Ervi4d IFRTL Pagant et al., 2015

Pagant et al., 2007,

Yorlp, Syslp DxE Miller et al., 2003

Sefial bipartita: YNNSNPF (Sefial primaria) y Theos etal., 2005;

SedSp LxxME (sefial secundaria) 2/(I)c(>)s;)sessova etal,
Betlp LxxLE x)%s;essova etal,

Motivos dihidrofdbicos (IL en Erv4lpy FY en
Complejo Erv41p-Erv46p Erv46p), necesarios juntos para la exportacién | Otte & Barlowe, 2002
del complejo

En S. cerevisiae se han identificado multiples proteinas carga del receptor de carga Erv14 (del inglés, ER-
derived vesicles protein) (Herzig et al., 2012). Estas proteinas corresponden principalmente a proteinas de
transporte y proteinas politdpicas. Entre ellas se encuentran los sistemas de transporte de membrana
plasmatica (MP) especificos de K*, Tok1 (canal de K*) y Trk1 (importador de K*), la ATPasa transportadora
de fosfolipidos DNF1 y DNF2, el antiportador Na*/H* Nhal, el transportador de unién a ATP, Yorl, que
actia como una bomba de farmacos que elimina sustancias toxicas del citoplasma de la levadura, o la
proteina reguladora de respuesta al pH (Pall) en Aspergillus nidulans, entre otros (Dimou et al., 2022;
Herzig et al., 2012; Katzmann et al., 1999; Rosas-Santiago et al., 2015; Zimmermannova et al., 2019). Cabe
destacar que las proteinas carga que requieren de Ervl4 como receptor de proteina carga no comparten

motivos de secuencia conservados aparentes que medien la interaccion con Erv14. Sin embargo, todas las



proteinas carga de Erv14 tienen en comun que presentan TMD largos, y se ha sugerido que estas proteinas

carga son reconocidas por Erv14 a partir de la longitud de sus TMD (Herzig et al., 2012).

El receptor de proteinas carga Ervl4 es capaz de interactuar tanto con la proteina carga como con la
cubierta COPIl (Pagant et al., 2015). En S. cerevisiae el motivo citosdlico IFRTL de Ervl4 le permite
reconocer el sitio de unidn D de Sec24 que corresponde a los aminoacidos Seras:, Pheszs, y Argsssde Sec24,

adyacente al sitio B, como se muestra en la Figura 1 (Pagant et al., 2015).

Otra proteina que actla como receptor es la chaperona exportadora de quitina sintasa Chs7 de S.
cerevisiae, necesaria para el plegamiento y transporte de la quitina sintasa (CHS) Chs3 (clase 1V), pero no
necesaria para el transporte de las otras dos CHS en S. cerevisiae Chsl y Chs2. Anteriormente se creia que
Chs7 era una proteina residente del RE (Dharwada et al., 2018; Trilla et al., 1999). Sin embargo, se ha
observado que Chs7 forma un complejo con Chs3, y co-localizan en la superficie celular, en el RE y en
cisternas de Golgi. Si bien Chs7 es indispensable tanto para el transporte y funciéon de Chs3, actuando
también como un cofactor que regula la actividad enzimatica de Chs3, Chs7 no depende de Chs3 para su
salida del RE, pero depende de su asociacidn con Chs3 para su trafico en pasos posteriores (Dharwada et

al., 2018).

La chaperona Chs7 presenta una regién conservada que abarca desde el residuo 287 al 301 ubicada en el
extremo C-terminal. Esta regidn conservada es importante para la interaccién entre Chs7 y Chs3 e incluye
un supuesto motivo DxE (DLE) de union al sitio B de Sec24. Sin embargo, este motivo DXE no es necesario
para la exportacidon de Chs7 en vesiculas COPII. Se ha sugerido que la secuencia DxE en Chs7 podria
contribuir al plegamiento de Chs3 (Dharwada et al., 2018). El mecanismo mediante el cual Chs7 contribuye
en la salida del RE de Chs3 es desconocido, pero se ha hipotetizado que Chs7 podria dirigir el complejo
Chs3-Chs7 hacia las vesiculas COPII utilizando motivos redundantes. También se ha sugerido que Chs3
porta las sefiales de exportacidn de RE, pero se encuentran enmascaradas por su estado conformacional,

y solo cuando estd unido Chs7 se vuelven accesibles estos sitios (Dharwada et al., 2018).

El hongo filamentoso Neurospora crassa cuenta con siete CHS, que se localizan en el nucleo del
Spitzenkorper (SPK) y en septos en formacién, y que son transportadas en diferentes poblaciones de
quitosomas que cumplen diferentes funciones durante su desarrollo asexual y sexual (Fajardo-Somera et
al., 2015; Riquelme et al., 2007; Sanchez-Ledn et al., 2011). Se ha observado que la CHS-4 (clase V),

homodloga de Chs3 de S. cerevisiae, requiere de la chaperona CSE-7, homdloga de Chs7 en S. cerevisiae,



para su correcto transporte al dpice y septos (Rico-Ramirez et al., 2018).

Sitio D

Figura 1. Estructurasstlrtilgi%ensionales de Ervl4 y Sec24 de S. cerevisiae. a) Estruct%;lr%qn!i)dimensional de Ervl4; de
color rojo se presenta la regidn citosdlica de Ervl4; dentro de la region citosélica, en color azul, se encuentra el
motivo IFRLT; en verde se encuentra la region de unién a la proteina Yorl, que se conforma del motivo FLN (residuos
Fe2, Les y N74) que se muestra en magenta. En b) y c) se muestra la estructura de Sec24 con sus sitios de unién; en
magenta se observan los residuos que conforman el sitio A, en azul se encuentran los residuos del sitio B, en naranja
los residuos pertenecientes al sitio C, y en rojo los residuos que integran el sitio D. Estructuras obtenidas de Uniprot
y procesadas con Pymol con base en datos de Mancias & Goldberg, 2007; Miller et al., 2003; Mossessova et al., 2003;
Pagant et al., 2015.



b)

Motivo DxE

Figura 2. Estructura tridimensional de la chaperona Chs7 de S. cerevisiae. a) y b) En color amarillo se presentan los
TMDs; en verde la region luminal del RE, en azul la regidn citosdlica, en morado se encuentra la region conservada
del extremo C-terminal y en rojo se encuentra el presunto motivo DxE. b) Corresponde a un acercamiento de a).
Modelo obtenido de Uniprot, y procesado en Pymol.

En la via secretora clasica, las proteinas sintetizadas en el RE van a Golgi, donde al igual que los lipidos, se
procesan, clasifican y empaquetan en vesiculas y transportadores para su entrega a sus destinos finales
(zhang & Wang, 2016). Una de las caracteristicas distintivas de los hongos filamentosos es su modo de
crecimiento apical, donde el crecimiento de la pared celular y la exocitosis son procesos vinculados. El
tréfico de vesiculas secretoras al dpice es un proceso altamente polarizado. Las vesiculas se dirigen y
acumulan temporalmente en el SPK que actia como un centro de suministro de vesiculas localizado en el

apice de la hifa (Bartnicki-Garcia et al., 1989).

Mientras que las proteinas necesarias para el crecimiento polarizado de los hongos siguen una ruta
secretora para su localizacién apical (Martzoukou et al., 2018), como ocurre con las CHS de N. crassa
(Fajardo-Somera et al., 2015; Riquelme et al., 2007; Sanchez-Ledn et al., 2011), los transportadores de MP

que median la absorcidn celular selectiva o el flujo de salida no siguen las rutas cldsicas dependientes de
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Golgi. La proteina UapA de Aspergillus nidulans depende de vesiculas COPIl para su transporte, pero
presenta un trafico independiente de Golgi y no presenta una localizacién apical, sino que se localiza a lo
largo de la hifa, lo que significa que UapA debe ser transportada en una subpoblacién de vesiculas COPII

(Dimou et al., 2020).

En S. cerevisiae, la bomba de protones ATPasa Pmal se entrega a la superficie celular a través de la via
secretora clasica, desde el RE al Golgi y posteriormente a la MP. La exportacién fuera del RE de Pmal
depende de Sec24 y Lst1 para su empaquetamiento en vesiculas COPIl (Roberg et al., 1999). Por otro lado,
en N. crassa, se ha observado que PMA-1 (el homdlogo de Pmal de S. cerevisiae) presenta una localizacion
en la MP en la regidn distal y en septos completamente desarrollados, y no se acumula en el dpice (Fajardo-
Somera et al., 2013). En estudios posteriores, se ha observado que en A. nidulans el componente de
sefalizacion de pH Pall y PmaA se translocan a la MP en las regiones distales, al igual que en N. crassa. Sin
embargo, el tréfico de Pall y PmaA se lleva a cabo sin pasar por Golgi y sin la necesidad de polimerizacion
de microtubulos. Tanto PmaA y Pall de A. nidulans dependen de COPII para su salida del RE. Sin embargo,
PmaA requiere de la subunidad de recubrimiento COPII alternativa LstA (homdloga de Lst1 de S. cerevisiae)
en lugar de Sec24, mientras que Pall requiere del receptor carga Ervl4 (Dimou et al., 2022). Esto puede
indicar que, en los hongos filamentosos el trafico de diversas proteinas transportadoras presenta una via
de secrecidn diferente a la que presentan las levaduras, diferente a la via secretora clasica e independiente
de Golgi y el SPK. En N. crassa se ha observado que ERV-14 etiquetada con proteinas fluorescentes se
localiza en el RE (Sastré-Veldsquez, 2018). También se ha observado co-localizacion parcial de ERV-14 y la
Rab GTPasa YPT-1 (ortdloga de Rabl), en cisternas de Golgi. Sin embargo, no se ha observado co-
localizacién con la proteina USO-1, una proteina necesaria para el anclaje inicial de vesiculas derivadas del
RE que se dirigen al Golgi temprano (Veldsquez, 2018). Una posible interpretacion a la presencia de ERV-
14 en el Golgi pese a la ausencia de co-localizacién de ERV-14 con USO-1, junto a lo que se sabe del trafico
de proteinas de transporte en hongos filamentosos, es que ERV-14 junto a sus cargas se dirijan a la MP
distal sin pasar por el Golgi. Sin embargo, debido a que ERV-14 es una proteina residente del RE, es posible
que ERV-14 tenga que pasar por el Golgi para ser empaquetados en vesiculas COPI que las lleven de

regreso al RE.

1.1.1 Neurospora crassa como modelo

El primer genoma eucariota que se analizé fue el de S. cerevisiae, proporcionando la base para el estudio
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de las funciones celulares centrales eucariotas (Goffeau et al., 1996). Sin embargo, S. cerevisiae tiene
limitaciones como modelo incluso para el estudio de hongos, por esta razén fue relevante que N. crassa
fuera el primer hongo filamentoso con genoma secuenciado (Galagan et al., 2003; Mannhaupt et al., 2003;

Hynes, 2003)

Neurospora crassa ha desempenado un papel importante en el desarrollo de la genética moderna. Fue el
organismo con el que Edward Tatum y George Beadle desarrollaron el concepto de “un gen, una enzima”.
Esto fue posible gracias a que N. crassa es un organismo que podia cultivarse en medio minimo simple que
contenia sales inorgdnicas, sacarosa y una sola vitamina, con caracteristicas genéticas bien conocidas y un
organismo haploide; esto permitié la obtencion de los primeros mutantes auxotrofos (Davis & Perkins,

2002; Hynes, 2003).

El ciclo de vida de N. crassa presenta una etapa sexual y una etapa asexual. Se presentan dos tipos de
esporas asexuales en N. crassa, macroconidios y microconidios. Las cepas silvestres (WT, del inglés wild
type) de uso habitual en el laboratorio producen una gran cantidad de macroconidios, que se presentan
como esporas multinucleadas de color naranja, producidas por tabicacion de hifas. Por otro lado, los
microconidios solo posen un nucleo que se producen a partir de las hifas vegetativas como esporas
individuales, y aparecen en la fase estacionaria tardia en cultivos de agar y cuentan con una viabilidad muy

baja en comparacion con los macroconidios (Schmit & Brody, 1976).

Neurospora crassa es una especie heterotalica, con dos tipos de apareamiento (mat A y mat a)
determinados por un solo locus. El ciclo sexual inicia cuando un protoperitecio de un tipo de apareamiento
es fertilizado por microconidios, macroconidios o fragmentos de micelio del tipo de apareamiento
complementario. Los protoperitecios fertilizados se convierten en peritecios, en los que se forman las
ascas. En cada asca inmadura se fusionan dos nucleos haploides de tipos de apareamiento
complementarios; el cigoto que se forma sufre dos divisiones meidticas, seguidas de una mitosis
postmeidtica. En cada asca se producen ocho ascosporas homocariéticas, haploides (Raju, 1992). El ciclo

de vida de N. crassa se resume en la figura 3.

En este proyecto se disefidé una construccidn génica (cse-7Adc2™¢"1*-mCherry), usando como andamio la
chaperona CSE-7, a la que se le insertd las sefiales de exportacion de ERV-14 y una etiqueta mCherry en el
extremo C-terminal, y se expresd la proteina quimérica en N. crassa. La construccidn cse-7Adc2mee-14-

mCherry se co-expreso con chs-4::gfp para determinar las alteraciones en el trafico de las proteinas CHS-
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4y CSE-7. Se espera que esta proteina quimérica ayude a comprender el proceso de reparto y clasificacion
de ERV-14 y CSE-7, asi como sus respectivas cargas en hongos filamentosos, ademas de dilucidar el papel
que desempefian tanto los TMDs como los motivos de exportacion citosélicos en los procesos de reparto

y tréfico de proteinas.

A mycelium Conidia

A scospores/\/\).‘ / Ascogenous and

> > > %, Fertilization maternal hyphae sigssganys ™ T
A Ent ’

hyphae

; S5 e Crozier @@.'
A protoperithecium m @@@”@@ OA0K

Germinated 5, hiiophores
a ascospores

—>l—f[\~)—> S

Ascus a Conidium

aMycelium  Conidia
Mature perithecium
Quelling RIP Meiotic silencing
DNA methylation m
Vegetative development Sexual development oo

Figura 3. Ciclo de vida de Neurospora crassa. Neurospora crassa cuenta con un ciclo asexual y un ciclo sexual, en su
ciclo asexual, el micelio haploide forma conidios (microconidios y macroconidios), que al germinar produce nuevo
micelio. El ciclo sexual se origina a partir de |a fertilizacion de un protoperitecio con la fusién de nucleos provenientes
de conidios o micelio de una cepa complementaria, formando un nucleo 2N del cigoto, que realiza dos meiosis,
seguidas por una mitosis, generando ascas de ocho ascosporas en el interior de un peritecio. Obtenido de Aramayo
& Selker, 2013.

1.2 Justificacion

El receptor de proteinas carga ERV-14/Cornichon es una proteina conservada en todos los organismos
eucariotas, desempefando un papel esencial en el trafico de una gran diversidad de proteinas a través de
la via secretora. Sin embargo, los mecanismos que rigen el trafico y reparto de las proteinas de la via
secretora no han sido dilucidados por completo. Se desconoce aln cdmo trabajan las multiples sefales de
clasificacidon para determinar la ruta de trafico de una proteina y hasta qué punto los receptores de
proteinas carga son capaces de determinar este proceso. Por esta razon, este estudio pretende
comprender como los dominios de exportacion de ERV-14 de N. crassa son capaces de mediar la

exportacion de sus proteinas carga y la ruta que sigue hasta llegar a su destino final.

1.3 Hipotesis

El sitio de exportacién IFRKL de ERV-14 determinara que la proteina CSE-7ADC2VEERV-14 y sy carga CHS-4



no se localicen en septos y Spitzenkdrper, y que en cambio se localicen en la MP distal (Figura 4c).

¢) Quimera CSE-7ADC2ME-ERV-14

Membrana
periférica

CHS-4

Figura 4. Modelo representativo de la distribucién de CHS-4 en diferentes cepas de N. crassa. Cepas a) WT, b) Acse-
7y c) cepa esperada al expresar la quimera disefiada en este trabajo. El color amarillo representa la ubicacion de
CHS-4 en la hifa de N. crassa.

*RE: Reticulo endoplasmatico
*SPK: Spitzenkorper

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general
Determinar el comportamiento del sitio de exportacién IFRKL de ERV-14, y el papel que desempefian en
el trafico intracelular los sitios de exportacidn citosélicos.
1.4.2 Objetivos especificos
- Identificar las secuencias de exportacion del receptor ERV-14 de N. crassa

- ldentificar los posibles sitios de exportacidn de la chaperona CSE-7

- Determinar el efecto del sitio de exportacién IFRKL en CSE-7 y su carga CHS-4
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Analisis bioinformaticos

Las secuencias de los genes cse-7 (NCU05720), chs-4 (NCU09324) y erv-14 (NCU06922) se obtuvieron de
la base de datos FungiDB (https://fungidb.org/fungidb/app/).

Empleando la herramienta BLAST de NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) se buscaron las

proteinas ortélogas en N. crassa de las proteinas identificadas en la busqueda bibliografica y se

recolectaron las secuencias y estructuras en la base de datos de UNIPROT (https://www.uniprot.org/).

Para las proteinas que no se encuentren estructuras tridimensionales, se obtuvieron los modelos
tridimensionales utilizando el servidor Alphafold2

(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb)

utilizando un modelo de alineamiento multiple “unpaired_paired” o MSA combinado, dado que combina
los enfoques de los MSA emparejados y no emparejados utilizando 3 ciclos, pardmetros utilizados en el

modelado de todas las estructuras generadas en esta investigacion.

Se utilizd el servicio web HDOCK Server (http://hdock.phys.hust.edu.cn/) y ClusPro

(https://cluspro.bu.edu/) para la obtencién de modelos de interaccién CSE-7-CHS-4, ERV-14-SEC-24, CSE-
7-SEC-24 y las proteinas GET-1 y ERG-2 con SEC-24 como control negativo. Utilizando los modelos de
interaccion obtenidos mediante el acoplamiento molecular, se determinaron los posibles sitios de union
del receptor a la carga y ERV-14-SEC-24, utilizando Pymol 2.5.4 para el andlisis in silico y edicién de las
estructuras. Para ello se usé también como base motivos de ERV-14 que median la interaccidn con SEC-24

y las proteinas carga que fueron identificados en la busqueda bibliografica.

El disefio in silico de la proteina quimérica CSE-7-ERV-14 que sea capaz de reconocer a CHS-4 de N. crassa,
pero actie como ERV-14, se llevd a cabo a partir de los resultados obtenidos del modelo de interacciéon
receptor-carga. La construccién de la proteina quimérica empled como andamio la proteina CSE-7, a la

que se le insertd las secuencias de exportacidon de ERV-14.

El modelado de la estructura tridimensional de la proteina quimérica se obtuvo utilizando el servidor web

Alphafold2. Para evaluar la calidad del modelo se obtuvieron los graficos de Ramachandran utilizando la


https://fungidb.org/fungidb/app/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.uniprot.org/
https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb
http://hdock.phys.hust.edu.cn/
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herramienta web SAVE v6.0 (https://saves.mbi.ucla.edu/).

2.2 Recoleccion de conidios de N. crassa

Para la recoleccion de los conidios de las cepas utilizadas en el estudio, se inocularon 20 uL del stock de
conidios de cada cepa en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio minimo de Vogel (MMV)
(Vogel, 1956) con 1.5% de sacarosa, suplementado con L-histidina (500 uL/mL) en el caso de las cepas
auxotrofas. Los matraces se incubaron a 30°C en condiciones de oscuridad por 48 h, seguido de 48 h de
incubacién a temperatura ambiente en exposicion a la luz. Una vez hubo conidiacidn, se afiadieron 50 mL
de agua destilada estéril en el matraz y se desprendié el micelio mediante agitacidn contante. La
suspension de micelio y conidios se filtré usando una tela estéril. El filtrado se recuperd en tubos Falcon
de 50 mL y se centrifugd a 3500 rmp durante 5 min. Se decantd el sobrenadante y se resuspendieron los
conidios con 10 mL de agua destilada estéril. La suspension se centrifugd de nuevo a 3500 rmp durante 5
min. Se decanté el sobrenadante y la pastilla de conidios se resuspendié en 1 mL de sorbitol al 1 M y se

transfirid a un tubo Eppendorf de 1.5 mL para su conservacién a -20°C.

2.3 Métodos moleculares

2.3.1 Disefio de oligonucleétidos

Se disefiaron los oligonucleétidos especificos para la fusion de los genes cse-7 y erv-14 como se describe
en la Figura 5. Los oligonucledtidos P1-cse-7-FW y P2-ifrkl-RV se disefiaron para la amplificacion desde el
marco abierto de lectura (ORF) del gen cse-7, hasta la regidon en donde se insertd el motivo de exportacion
de erv-14, afiadiendo el sitio de restriccion de Xbal en el extremo 5°. Los oligonucleétidos P3-ifrkl-FW y P4-
cse7-FW se disefiaron para la amplificacion desde el extremo 5" donde se insertd el motivo de exportacion

de erv-14 y el codén anterior al coddn de paro de cse-7, afiadiendo el sitio de restriccién de Xmal.


https://saves.mbi.ucla.edu/
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P1-cse7-FW P2-ifrkl-RV

=
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P3-ifrkl-FW P4-cse7-RV

Figura 5. Regiones de amplificacién con los oligonucleétidos disefados. Los oligonucledtidos P1-cse-7-FW y P4-cse7-
RV incluyen los sitios de restriccidn de Xbal y Xmal, respectivamente, mientras que P2-ifrkl-RV y P3-ifrkal-FW incluyen
las secuencias de solapamiento con el motivo de exportacién de erv-14.

2.3.2 Extraccién del DNA gendmico de Neurospora crassa

Se inocularon 1 x 10° conidios de la cepa SMRP13 de N. crassa en un matraz Erlenmeyer de 125 mL
conteniendo 25 mL de MMV liquido y se incubaron a 30°C por 2 dias o 3 dias en oscuridad. Cuando hubo
crecido suficiente micelio, éste se recuperé por filtracidon al vacio, y se lavd con agua destilada. El micelio
se transfirié a un tubo Eppendorf para sumergirlo en nitrégeno liquido, y se liofilizé durante toda la noche.
Una vez liofilizado, el micelio se pulverizd en un mortero y pistilo estéril. Para la extraccién del DNA

gendmico se utilizd el kit DNeasy Plant mini kit de Qiagen de acuerdo con las indicaciones del proveedor.

2.3.3 Construcciéon del plasmido VMRP-105

La secuencia de tagrfp se amplifico del vector VMRP-163, utilizando los oligonucleétidos que se muestran
en la Tabla 2. El oligonucledtido O1 afadid el sitio de restriccion de Xbal en el extremo 5 de la secuencia
de tagrfp, y el oligonucledtido 02 afiadié el sitio de restriccion de EcoRl en el extremo 3°. El amplicén de
tagrfp se digirid con las enzimas de restriccién Xbal y EcoRl, y se purificé mediante electroforesis en gel de
agarosa, recuperando la banda correspondiente al segmento tagrfp para posteriormente extraer y
purificar el fragmento empleando el QlAquick Gel Extraction Kit de Qiagen®. El plasmido VMRP-13
(pPMF272) se digirid usando también las enzimas EcoRl y Xbal para eliminar la secuencia codificante de
GFP, y mediante electroforesis en gel de agarosa se recupero el plasmido linealizado (7759 pb) empleando
nuevamente el kit de extraccidon Qiagen®. El segmento purificado de tagrfp se subcloné en el vector VMRP-
13 para reemplazar la secuencia codificante de GFP, realizando la ligacidn con la T4 DNA ligasa (Thermo

Fisher Scientific). Las caracteristicas de los plasmidos se presentan en la Figura 6 y Tabla 2.
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Tabla 2. Plasmidos utilizados en este proyecto y sus caracteristicas.

Plasmidos Genotipo Seleccion Tamaiio (pb) Origen
VMRP-13 | 3'his-3 flank::Pccgl::sgfp+::5'Ahis-3 Amp /His 8479 ;Beo'zag etal,
VMRP-68 3'his-3 flank::Pccg1::mcherry+::5'Ahis-3 Amp/His 9036 Verdin, J. 2009.

3'his-3 Flank::Pccg- . Ramos-Pulido, J

VMRP-163 1::tagrfp::PTS1::Ptrpc::natR:: 5'Ahis-3 Amp/His/NCT 9460 2020

" AL . Martinez, A.

- - i b5 +i -
VMRP-105 3'his-3 flank::Pccg1::tagrfp+::5'Ahis-3 Amp /His 8458 Este estudio
VMRP-159 | Pccg-1::chs-4-8xGly-mchfp Amp 12827 zgqlée'me' M.
bla vy 5 A his-3 ////}_" bla
a) ) - Al - /
/

F 4
J
y

VMRP163-TagRFP-PTS1 VBIX]?:_I:;B
9460 bp P
5712 EcoRf\‘;; y //
- Ptrp ;,UT:-S gf;\\ ’ ) //4 his-3 flank
- 4998 Xmal e

’

EcoRl! ,
| ccg-1
Pecg-1
Xmal
5’ A-his-3 '.U/;’Y’_’ _ .
C) -nis-. ///..
“f |
1 l
/
5712 EcoRl
tagrfp "//
R " 3 his-3 flank
4998 Xmal e .

ccg-1

Figura 6. Vectores utilizados para la construccién del vector VMRP-105 (pGAM-4). a) Se utilizé el vector VMRP163
para la amplificacion del gen de la tagrfp, insertando los sitios de restriccion de Xmal y EcoRl a través de los
oligonucledtidos. b) El vector VMRP-13 se utilizé para subclonar el gen codificante de la TagRFP, reemplazando el gen
gfp utilizando las enzimas de restriccidn EcoRl y Xmal. C) El vector pGAM-4 se obtuvo a partir de la subclonacién del
gen tagrfp en el vector VMRP-13.
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2.3.4 Construccion del casete codificante de la proteina quimérica CSE-7-ERV-14

La construccion del casete codificante de la proteina quimérica se llevd a cabo mediante la amplificacion
por PCR, utilizando los oligonucleétidos disefiados que se encuentran en la Tabla 3 y ADN gendmico de N.
crassa como templado. Para la obtencién del fragmento 1 (F1) se realizé la amplificacion directa del gen
cse-7 (NCU05720) con el oligonucledtido P1 que afiadid el sitio de restriccion de Xbal en el extremo 5" y el
oligonucledtido P2 que interrumpid el gen y afiadid en extremo 3" una regién complementaria al extremo
5 del sitio de exportacién IFRKL de erv-14. Para la obtencidn del fragmento 2 (F2), el oligonucleétido P3
amplificd el resto del gen cse-7, afiadiendo en el extremo 5 una secuencia complementaria al extremo 3’
del sitio de exportacion de erv-14, y el oligonucleétido P4 afiadié el sitio de restriccion de Xmal en el
extremo 3" del segmento de cse-7. Los fragmentos F1 y F2 se ligaron mediante PCR utilizando los

oligonucledtidos P1y P4, generando el fragmento 3 (F3), como se muestra en la Figura 7a.

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados en la construccién de la quimera cse-7Adc2™*"-%-gfp y clonacion del gen tagrfp.

Proteina | Fragmento Oligonucleétidos Tm GC | pb
P1l-cse7-FW o o
5’ gctctagaATGGGCAAATTCGGAGATTTCAGCAGCATATGTC 3’ 76°C | 45% | 42
1
P’2-|frkI-RV ' 82°C | 53% | 47
5’ taagcttgcggaagatctcagtggcGAAGCCGACGAAGCCGTTAATC 3
Quimera
P3- ifrkl-FW
, , 81°C | 51% | 49
5" tgagatcttccgcaagcttaatgtcCTCTCGTTATGGATGCTCCGCCTC 3 %
2
P4-cse8-RV o o
5" tcccccgggATACCTCAAGGACTGCCTGTTG 37 80°C | 61% | 31
O1- Sentido
NA ] . 80°C | 63% | 30
5" tcccccgggATGGTGTCTAAGGGCGAAGAG 3 %
TagRFP
02- Antisentido
° 0,
NA 5’ ccggaattcttaTTTGTGCCCCAGTTTGCTAGGGAGGTC 37 78°C | 51% | 39
LST1Fw-Sentido
o 0,
NA 5" GCGCTGCATCAACGTCATCGCCGGC 3’ 70°C | 68% | 25
LST-1
LST1Rv-Antisentido
° 0,
NA 5" CCTCCGCCGCCTCCGCCCCAATACGCAGGCCTCAACCCCGTAAAGC 37 81°C | 70% | 46

*Los nucledtidos en mayusculas corresponden a las secuencias de los insertos, mientras que los nucleétidos en
minusculas corresponden a los sitios de restriccion*.
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Se realizd el etiquetado C-terminal de la proteina quimérica con 3 etiquetas diferentes, TagRFP, GFP y
mCherry. Para ello se inserté el casete de la proteina quimérica en tres vectores, el vector pGAM-4, VMRP-
13 y VMRP- 68. El mapa y caracteristicas de los vectores se muestran en la Figura 7b y la Tabla 2. Para ello,
tanto el casete como los vectores fueron digeridos con las enzimas de restriccion Xbal y Xmal. Tanto el
pldsmido como el vector se corrieron en un gel de agarosa y se recuperaron las bandas correspondientes
al plasmido linealizado y el casete digerido, para posteriormente extraerlos y purificarlos empleando el kit

de extraccion Qiagen®. El casete y el plasmido recuperado se ligaron con la T4 DNA ligasa (Thermo Fisher
Scientific).
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Figura 7. Esquema de la construccién del casete de la cse-7Adc2™e-¢"*4-gfp. Los oligonucleétidos P1y P4 afiaden los

sitios de restriccion de Xbal y Xmal, respectivamente. b) Esquema del plasmido pGAM-4; la etiqueta de GFP fue
reemplazada por la etiqueta TagRFP. Esquemas de los vectores c) VMRP13 y d) VMRP-68.

2.4 Obtencion de cepas
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2.4.1 Cruzas sexuales

Para la obtencion de una cepa SMRP532 que fuera knock out de cse-7 y auxétrofa a histidina (his-37), se
realizé la cruza sexual de la cepa SMRP72 y la cepa SMRP8. Las caracteristicas de las cepas se muestran en
la tabla 4. Para ello, se inocularon en una placa de medio sintético de cruzas (MSC) (sacarosa al 2%, agar
al 1.5% y sales de MSC 2X compuesto por 2g KNO3, 1.4 g de K;HPO4, 1 g de KH,PO4, 2 g de MgS0,4- 7H,0,
0.2 g de NaCl, 0.2 g de CaCl,, 10 mg de biotina y 0.2 mL de solucién de elementos traza) (Westergaard &
Mitchell, 1947) aproximadamente 8 x 10° conidios de la cepa SMRP72 y se dejé incubar durante 24 h a
25°C en condiciones de oscuridad. Pasadas 24 h de incubaciéon se inoculé sobre el micelio la misma
concentracién de conidios de la cepa SMRP235 y se dejé incubar durante 15 dias a 25°C, hasta observar la

presencia de peritecios.

2.4.2 Obtencidon de cepas homocariontes

Se recuperaron las ascosporas de las tapas de los cultivos de cruzas sexuales, para ello se realizaron lavados
de las tapas con agua destilada estéril. Para activar las ascosporas, se sometieron a choque térmico a 60°C
durante 1 h. Las ascosporas activadas se sembraron en placas de MMV suplementadas con L-histidina (500
puL/mL) y se incubaron a 25°C por 18 h. Empleando un estereoscopio, se transfirieron las ascosporas
germinadas a tubos con 1 mL de MMV suplementado con L-histidina y se incubaron a 30°C por 48 h. Se
seleccioné la progenie con las mutaciones Acse-7 e his-3; para ello, los cultivos obtenidos se inocularon
en placas con MMV con y sin histidina, y se seleccionaron las placas que no presenten crecimiento en las
placas no suplementadas con histidina. Las cepas que resultaron ser auxétrofas para histidina, se
inocularon en tubos con medio MMV suplementadas con histidina, con y sin higromicina, seleccionando
aquellas que crecieron en presencia de higromicina. Las cepas seleccionadas se caracterizaron
molecularmente mediante PCR, amplificando el gen de cse-7 con los oligonucleétidos P1 y P4, donde se
seleccionaron las cepas que no presentaron amplificacién del gen cse-7. Como control positivo, para
confirmar el estado del DNA de las progenies, se realizé la amplificacion del gen de Ist1, utilizando los
oligonucledtidos LST1Fw y LST1Rw. Ya que se determinaron las cepas auxétrofas a histidina y que
presentaron el genotipo Acse-7, se seleccionaron las cepas mat A y mat a; para ello se realizé la cruza

sexual con las cepas fluffy.



2.4.3 Transformacion de N. crassa

Se transformaron conidios de N. crassa de la cepa SMRP24 (FGSC # 9717), SMRP532 y SMRP395 mediante
electroporacién. Para ello se afiadié 2000 ng del plasmido pGAM-8 y pGAM-9 linearizados con la enzima
de restriccidn Sspl, a aproximadamente 1 x 108 conidios previamente lavados tres veces en sorbitol al 1M.
La transformacion de la cepa se realizé en un electroporador Gene Pulser Xcell de Biorad empleando 1.5kV,
25uFD y 600Q en un pulso constante de 12-14 ms. Después de someter los conidios a un choque eléctrico,
se agregd 1 mL de sorbitol al 1M y se sembraron 350 uL en placas de medio Fructosa, Glucosa, Sorbosa
(FGS) (sales de Vogel al 2%, agar al 1% y solucion FGS al 10%, compuesta por fructosa 0.5%, glucosa 0.5%,
y sorbosa 20%) y se incubaron por 4-5 dias a 30°C. Dado que los vectores pGAM-8 y pGAM-9 cuentan con

regiones homologas a his-3, el pldsmido permite la integracién del casete por recombinacién homéloga

dirigida a his-3 y eliminar la auxotrofia a histidina.

Tabla 4. Cepas que se utilizaron en este estudio.

Ti
Cepa Genotipo o c!e Condicién nuclear
apareamiento

SMRP13 WT Mat a Homocarién

SMRP17 fluffy Mat a Homocarién

SMRP18 fluffy Mat A Homocarién

SMRP72 Acse-7 Mat A Homocarién

SMRP8 WT his-3 Mat a Homocarién

SMRP24 his-3 A mus-51::bar+ Mat A Homocarién
Pchs-4::chs-4-10xGly-

SMRP395 gfp::nat*;Acse-7::hph*; his3 Mat a Homocarién
;,Amus51::bar*
Pcse-7::cse-7-10xGly- .

SMRP408 ofo::hph*:Amus51::bar* Mat a Heterocarion

2.5 Microscopia

Para el tamizaje de las cepas transformantes se realizdo microscopia confocal de barrido laser empleando
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un microscopio invertido Olympus FluoviewTM FV1000 con un ladser de estado sélido bombeado por
diodos (TagRFP y mCherry: 543 nm de excitacion, 583 nm de emisidn) y un laser de argon (GFP: 488 nm

de excitacién, 505-525 nm de emisién), empleando un objetivo de 60X, con una NA de 1.42.

Para observar la distribucién y comportamiento de la proteina quimérica CSE-7ADC2MEERV-14::TagRFP, se
realizé un andlisis empleando microscopia confocal de barrido laser, empleando un microscopio invertido
Olympus FluoviewTM FV1000. Las imagenes fueron obtenidas con el software FLUOVIEW FV1000 4.0.2.9,

Olympus y se analizaron con el software Fiji ImageJ.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Analisis bioinformaticos

3.1.1 Analisis de secuencias

La secuencia de nucledtidos del gen de cse-7 (NCU05720) se obtuvo de la base de datos de NCBI. Este gen
se encuentra en el cromosoma lll y consta de 2395 pb, de los cuales 1148 pb corresponden al marco
abierto de lectura (ORF). El gen de cse-7 esta conformado por 3 intronesy 2 exones, y codifica una proteina
de 358 aminoacidos. La proteina CSE-7 posee 7 TMD y 4 dominios citoplasmaticos. Se realizé la alineacién
de secuencias de las proteinas homologas de CSE-7 y ERV-14 de los hongos pertenecientes a la subdivisién,
divisiéon y subreino de N. crassa, y se determinaron las secuencias consenso de los dominios

citoplasmaticos de las proteinas ERV-14 y CSE-7, que se presentan en las tablas 5 y 6, respectivamente.

Tabla 5. Secuencia consenso de los dominios citosélicos de los homélogos de ERV-14 pertenecientes a los hongos de
la subdivisidn, division y subreino a los que pertenece N. crassa. Los motivos de exportacidn se muestran marcados
por un recuadro rojo.

Dominio citosdlico 1 Dominio citosdlico 2

Pezizomycotina Pezizomycotina

4

:h n
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Ascomycg Ascomycota

!

3 -

“MySULEEDY | \P1oLONG el HLA

1 g K e

e = L. = WY Fas—1
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Eumycota Eumycota
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Usando las secuencias utilizadas para el analisis de secuencias, se obtuvieron arboles filogenéticos de las
proteinas CSE-7 y ERV-14. Utilizado el software MEGA12 se construyd un arbol Neighbor-Joining usando
un Bootstrap con 500 réplicas, y utilizando un modelo de Jones-Taylor-Thornton con un paradmetro Gamma

de 1.33 y 0.87, respectivamente (Fig. 8 y Fig. 9).

- Agaricomycotina
- Ustilagomycotina
- Taphrinomycotina

Pezizomycotina

- Saccharomycotina

Figura 8. Arbol filogenético de la proteina ERV-14 en hongos. Se muestran 39 especies representativas de los Phyla
Ascomycota (subdivisiones Pezizomycotina y Saccharomycotina) y Basidiomycota (subdivisones Agaricomycotina,
Ustilagomycotina y Taphrinomycotina) identificadas con colores. En las ramas se muestra el porcentaje de Bootstrap
sobre 500 réplicas realizadas.

Se observd la presencia de una secuencia conservada “DLEXD” en el dominio citosdlico 1 de ERV-14 en los
Eumycota. La secuencia DxE es un motivo de exportacién conocido, que interacciona con el sitio B de
Sec24. Por otro lado, en el dominio citosélico 2, los hongos pertenecientes a la subdivisién Pezizomycotina,
la subdivisién a la que pertenece N. crassa, se presentd la secuencia conservada “DATEIFRKL”, mientras

que en el resto de los Eumycota se presentd una secuencia conservada similar, pero con una treonina en
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sustitucién de lisina (DATEIFRTL).

En el dominio citosdlico de los homdlogos de CSE-7 presentes en los hongos del subreino Eumycota no se
encontrd ningln sitio de exportacidn conocido; sin embargo, se encontré la secuencia conservada “EDGT”.
En el dominio citosdlico 4, correspondiente al C-terminal, se encontré también el motivo de exportacion

DxE en la secuencia consenso de los homodlogos de CSE-7 de los Eumycota.

Agaricomycotina
Ustilagomycotina
Taphrinomycotina

Pezizomycotina
- Saccharomycotina

Figura 9. Arbol filogenético de la proteina CSE-7 en hongos. Se muestran 36 especies de representativas del Phylum
y sus subdivisones identificado con colores. En las ramas se muestra el porcentaje de Bootstrap sobre 500 réplicas

realizadas.
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Tabla 6. Secuencia consenso de los dominios citosdlicos 2 y 4 de los homdlogos de CSE-7 pertenecientes a los hongos
del subphylum, phylum y division a los que pertenece N. crassa.

Dominio citosdlico 2 Dominio citosdlico 4
Pezizomycotina PeAzizomycotina
‘FOLYEDGTPLS | “IBENMER: . e
Ascomycota o Ascomycota
FoEDGT S “Hldh .Mu%_ﬁﬂﬂﬁ

Eumycota

~0F=EDGTeeS

bits
-

3.1.2 Analisis de estructuras

Se obtuvieron dos modelos de interaccion entre ERV-14 y SEC-24 que se muestran en la Figura 10. En el
modelo 1, ERV-14 es capaz de interactuar a través de su motivo DxE y motivo IFRKL con los sitios By D de
SEC-24, respectivamente. Mientras que en el modelo 2, ERV-14 interacciona Unicamente a través de su
motivo IFRKL con el sitio B de SEC-24. Para garantizar la fiabilidad de los modelos, se realizd un
acoplamiento molecular entre SEC-24 y dos proteinas residentes del RE como control, las proteinas GET-1
(NCU10034), necesaria para la entrega postraduccional de proteinas ancladas en la cola en el RE y ERG-2
(NCU04156), implicada en la sintesis de esteroides. No se observd la interaccion entre las proteinas control
y los sitios de unidn de SEC-24. En la Figura 11 se observan dos modelos representativos del acoplamiento

molecular entre SEC-24 y las proteinas GET-1 y ERG-2.
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Figura 10. Modelos de interaccion entre ERV-14 y SEC-24. a) y b) En el modelo 1, ERV-14 (verde) interacciona con
SEC-24 a través de su motivo DxE (rojo) e IFRKL (azul) con los sitios B (cian) y D (rosa) de SEC-24 (amarillo). a) Vista
inferior del modelo, b) vista lateral del modelo. c) y d) En el modelo 2, ERV-14 interacciona Unicamente a través de
su motivo DxE (rojo) con el sitio B (cian) de SEC-24. c) Vista inferior del modelo, d) vista lateral del modelo.

Figura 11. Controles negativos del acoplamiento molecular con SEC-24. Acoplamiento molecular entre SEC-24 y dos
proteinas residentes del RE, las proteinas a) GET-1 y b) ERG-2. a) GET-1y b) ERG-2 no presentaron interaccidn con
los sitios de union de SEC-24.

Empleando el servidor APBS (https://server.poissonboltzmann.org/) se obtuvo el modelo de cargas

electrostaticas de las proteinas ERV-14 y Sec24 (Figura 12), donde se observé la presencia de una gran

cantidad de cargas positivas en la cara de SEC-24 orientadas hacia la membrana, incluyendo el sitio B. Por


https://server.poissonboltzmann.org/
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otro lado, se observod la presencia de cargas negativas en el sitio D. Esto se corresponde con las cargas de

los sitios citosdlicos de ERV-14, que presentan una carga opuesta a su sitio de interaccién.

Para determinar si la secuencia de un solo dominio citosélico de ERV-14 por si solo es capaz de interactuar
con su sitio de unién correcto, se realizd un acoplamiento molecular entre SEC-24 y dos péptidos
conformados por los dominios citosélicos de ERV-14. El dominio citosolico 1 (DLECDYINPID) que incluye el
motivo DXE mostré ser capaz de interactuar de dos formas diferentes con el sitio B de SEC-24, de la misma
forma que lo hace la proteina completa, y de forma opuesta a como lo hace ERV-14. Por otro lado, el
dominio citosolico 2 (HLLDATEIFRKLNVHKKE), interacciona con el sitio D de SEC-24 Unicamente de forma

idéntica a como lo hace la proteina completa (Figura 13).

Dominio

Figura 12. Modelo de cargas electroestaticas de SEC-24 y ERV-14. Modelo de cargas electroestaticas de a) SEC-24 y
b) y d) ERV-14 obtenido con el servidor APBS. a) Se observd la presencia de una gran cantidad de cargas positivas en
la cara de SEC-24 que interacciona con ERV-14. c) Motivos de exportacion de ERV-14; en rojo se encuentra el motivo
DxE, ubicado en el dominio citoplasmatico 1, y en azul se presenta el motivo IFRKL, ubicado en el dominio
citoplasmatico 2. d) Los dominios citoplasmaticos de ERV-14 presentan expuestas una mayor cantidad de cargas
negativas, con algunas cargas positivas proporcionadas por el motivo IFRKL.
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Figura 13. Modelos de interaccién SEC-24-ERV-14/Dominio citosélico. a) Modelo de interaccién ERV-14-SEC-24. En
magenta se encuentra la regién C-terminal y en rojo la N-terminal. En b) el péptido DLECDYINPID correspondiente al
dominio citoplasmatico 1 de ERV-14, interacciona con el sitio B de SEC-24 en direccidén opuesta a ERV-14, con el C-
terminal orientado en la posicién del N-terminal de ERV-14. c) El péptido DLECDYINPID interacciona con el sitio B de
SEC-24 de forma idéntica a ERV-14. d) El péptido HLLDATEIFRKLNVHKKE, correspondiente al dominio citoplasmatico
2 de ERV-14 interacciona con el sitio D de SEC-24 de la misma forma que lo hace en ERV-14.

Con base en los resultados del acoplamiento molecular, se plantean 3 mecanismos de interaccién entre
ERV-14 y SEC-24, en funcién de la proteina carga (Figura 14). El primer mecanismo sugerido podria ocurrir
en presencia de una proteina carga que cuenta con un motivo de exportacién, en donde ERV-14
interaccione mediante su motivo IFRKL con el sitio D de SEC-24, y de forma simultanea, la proteina carga
interacciona mediante su motivo DxE con el sitio B de SEC-24. En el segundo mecanismo, una proteina

carga sin motivo de exportacion, le impide el acceso al motivo IFRKL a SEC-24, por lo que ERV-14
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interacciona Unicamente con el sitio B de SEC-24 mediante su motivo DxE. En el tercer mecanismo, ERV-
14 interacciona con los sitios B y D de SEC-4, mientras ERV-14 interacciona con una proteina carga sin

motivo de exportacion.

a) SitioD  SitioB b) SitioD SitioB ]
\ ] / IFRKLsin
IFRKL P ) /' / interaccionar

DXE sin o . :
interaccionar oo DXE ——,

i f UUUUUUUUUUU ffRTRnenneas iy ? LR

LB 4 SELABBERALAY LAk BELALEERALEL

i Cargo con motivo exportacién Cargo sin motivo de exportacién,
ERV-14 " (YOR-1, por ejemplo) ERV-14 | |oqueando el sitio IFRKL
c) SitioB Sitio D
. - IFRKL
DxE—0

Q00000000000
Cargo sin motivo de exportacion
(TPO4 e ITR1, por ejemplo)

ERV-14

Figura 14. Posibles mecanismos de interaccion ERV-14-SEC-24-Carga. a) En el primer mecanismo, la interaccion
entre ERV-14 y una proteina carga que cuenta con un motivo de exportacidon DxE, promueve una unién dual a SEC-
24 interactua de forma simultanea mediante el sitio D y el sitio B con el motivo IFRKL de ERV-14 y el motivo DxE de
la proteina carga respectivamente. b) En el segundo mecanismo, la interaccion entre ERV-14 y una proteina carga sin
motivo de exportacion, podria impedir el acceso a el motivo IFRKL de ERV-14, promoviendo la interaccién de SEC-24
Unicamente mediante su sitio D con el motivo DxE de ERV-14. c) En el tercer mecanismo, la uniéon de ERV-14 a una
proteina carga sin motivo de exportacion DxE, permite la interaccion de ERV-14 mediante sus motivos de exportacion
DxE e IFRKL con los sitios B y D de SEC-24, respectivamente.

Para determinar el lugar apropiado para insertar en motivo IFRKL en CSE-7, se midid la distancia entre el
motivo IFRKL y el extremo mas cercano SEC-24 en un modelo de interaccién ERV14-SEC-24, donde se
obtuvo una distancia de 17.1 A. También se midid la distancia entre el C-terminal de CSE-7 y los bucles que
conforman los dominios citosdlicos, donde se determind que solo el dominio citosélico 2 se encuentra a
la distancia adecuada (17.4 A) para tener acceso al sitio D de SEC-24 (Figura 15). Debido a que la Chs1 de
S. cerevisiae forma dimeros (Chen et al.,, 2023), se realizé un acoplamiento molecular entre dos
mondmeros de CHS-4, la ortéloga en N. crassa de Chs3p. Aunque se obtuvieron modelos de interacciéon
en los que se formaban dimeros de CHS-4, debido a malos plegamientos en los modelos tridimensionales

de CHS-4, no se obtuvieron buenos modelos de interaccion.
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Figura 15. a) El C-terminal y el bucle correspondiente al dominio citoplasmatico 2 de CSE-7 presentaron una distancia
de 17.4 A. b) La distancia entre el motivo IFRKL de ERV-14 y el extremo mas cercano de SEC-24 corresponde a 17.1
A.

Por lo que se optd por utilizar el servidor PDBeFold (https://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/) para encontrar

similitudes estructurales entre la CHS-3 y CHS-4, encontrandose similitudes en los sitios de dimerizacién y
en los sitios de unidn a las proteinas CSE observados en los modelos de interaccién. Sin embargo, el modelo
de CHS-4 generado por Alphafold carece de dos TMDs homdlogos que se encuentran en CHS-3, los TMD 2
y 3, de los cuales, el TMD 2 es necesario para la formacién de dimeros. El modelo de CHS-4 de Alphafold
cuenta con una zona desorganizada que abarca los primeros 230 residuos en los que podrian encontrarse
los dos TMDs ausentes en CHS-4. Se eliminaron los primeros 230 residuos del modelo de CHS-4 y se realizo
un acoplamiento molecular entre CHS-4 A1-230y diversos péptidos de entre 30 y 45 residuos conformados
por segmentos de los primeros 230 residuos de CHS-4, buscando identificar una posible TMD homélogo al
TMD 2 de CHS-3, se identificé una secuencia conformada por los residuos 188-231 que interacciond con

CHS-4 A1-230 formando un TMD de manera idéntica al TMD 2 de CHS-3 (Figura 16c).

Dichas similitudes estructurales se utilizaron para la construcciéon de un modelo de dimeros de CHS-4
(Figura 14). La posible capacidad de CHS-4 para formar dimeros se ve reforzada debido a que estructuras
de cristalografia del complejo del exdmero en S. cerevisiae revela su interaccion con dos monémeros de

Chs3p (Figura 17).


https://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/
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Figura 16. Modelos estructurales de CHS-3 y CHS-4. a) Modelos de mondémero de CHS-3 y CHS-4 de Alphafold. b)
Modelo de dimero de CHS-4 obtenido a partir de la alineacidn de estructuras obtenido con PDBeFold y acoplamiento
molecular en HDOCK server. c) Dominios y TMDs de CHS-3 y CHS-4 obtenidos por homologia estructural. Datos
obtenidos de Chen et al., 2023 y Wu et al., 2022.

Cabe mencionar que, aunque Alphafold ha dado grandes avances y nos permite obtener modelos de
cualquier proteina, aun presenta problemas para modelar algunas proteinas, y hasta ahora solo se han
obtenido modelos de baja calidad de CHS-4, principalmente debido a la presencia de zonas

desorganizadas.
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Figura 17. Estructuras de Chs3-p y el componente del exdmero Chs6-Chs6 en S. cerevisiae. Chs3p (mostrado en
naranja) interacciona mediate los residuos 10-27 mostrados en verde, con el componente del exdmero Chs6-Chs6
mostrado en azul. Como se observa en la figura, el complejo Chs6-Chs6 interacciona con dos mondmeros de Chs3p.
Datos obtenidos de Weiskoff & Fromme, 2014.

Para obtener los modelos de interaccion de CHS-4 y CSE-7, se realiz6 un acoplamiento molecular entre
CSE-7 y el modelo de dimero obtenido de CHS-4, del mismo modo, se realizé un acoplamiento molecular
entre el dimero de CHS-3 y CSE-8, la paraloga de CSE-7. Se obtuvieron modelos de interaccién similares
entre CHS-4-CSE-7 y CHS3-CSE-8, donde cada dimero de CHS interacciona con 4 chaperonas CSE (Figuras
18 y 19). En los modelos de interaccion obtenidos con CHS-3-CSE-8 y CHS-4-CSE-7, se observaron en los
dimeros de CHS cuatros posibles sitios de unién a CSE, dos sitios designados como B y dos designados

como C, los sitios B y C interaccionan con sitios en posiciones opuestas de CSE.

Figura 18. Modelos de interaccion CHS-CSE. a) Modelo de interaccion entre un dimero de CHS-3 y CSE-8 obtenido
usando el servido de HDOCK Server. En verde se encuentra el dimero de CHS-3 y en cian los monémeros de CSE-8. b)
Modelo de interaccidon de un dimero de CHS-4, unido a 4 mondmeros de CSE-7 en morado claro, obtenido con el
servidor HDOCK server.
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Figura 19. Posible modelo de interaccion de CHS-4 y CSE-7. a y b) Se plantea un modelo general de interaccion CHS-
CSE, en el que se forma un dimero de CHS-4 que interactta con cuatro mondmeros de CSE-7. c) Al tratarse de una
imagen especular, el dimero CHS-4 cuenta con dos sitios de unidn A y dos sitios de union B en caras opuestas del

dimero, que interaccionan con los sitios de uniéon a y b de mondmeros de CSE-7; cada sitio de uniéon de CSE-7
propuestos, a y b, se encuentran en caras contrarias o paralelas de CSE-7.

3.1.3 Disefio de la proteina quimérica

Se disefiaron 16 quimeras en las que se insertaron los motivos de exportacién de ERV-14 en dos lugares
diferentes de la secuencia de CSE-7, el dominio citoplasmatico 2 y el extremo C-terminal, y se model? la
estructura tridimensional de las quimeras utilizando el servidor de AlphaFold. La calidad de los modelos se
estimé utilizando el servidor web SAVE v6.0. Para la obtencién de los graficos de Ramachandran (Figura
20), inicialmente se obtuvo un valor del 79.6% de residuos en regiones mas favorecidas para la quimera
seleccionada, lo que se considera un valor bajo (los valores minimos aceptables para un buen modelo son
de 90% de residuos en regiones mas favorecidas). Sin embargo, debido a la presencia de un largo C-

terminal que suele presentar una estructura variable, se sospechd que el bajo valor se debia al C-terminal.
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Al eliminar el C-terminal, dejando los primeros 287 residuos de los 360 residuos de los que se compone la

quimera, el valor de los residuos en regiones mas favorecidas se elevé al 92.1%, considerando aceptable

el modelo.
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Phi (grados) Phi (grados)
Residuos en regiones mas favorecidas [A,B,L] 246 79,6% Residuos en regiones més favorecidas [A,B,L] 233 92.1%
Residuos en regiones adicionales permitidas[a,b,l,p] 30 9,7% Residuos en regiones adicionales permitidas([a,b,l,p] 18 7.1%
Residuos en regiones generosamente permitidas Residuos en regiones generosamente permitidas
[~a,~b,~1,~p] 13 42%  [¥a,~b,~,~p] 1 04%
Residuos en regiones no permitidas 20 6,5% Residuos en regiones no permitidas 1 0.4%
NUmero de residuos distintos de glicinay no prolina 309  100,0%  Numero de residuos distintos de glicinay no prolina 253  100,0%
NUmero de residuos finales (excl. Gly y Pro) 2 Numero de residuos finales (excl. Gly y Pro) 2
Numero de residuos de glicina Numero de residuos de glicina
(mostrados como tridngulos) 33 (mostrados como triangulos) 22
NUmero de residuos de prolina 16 Nimero de residuos de prolina 10
Numero total de residuos 360 Nudmero total de residuos 287

Figura 20. Graficos de Ramachandran obtenidos con el servidor web SAVE v6.0. a) El grafico de Ramachandran de
la quimera CSE-7ADC2MEERV-14 ' mostrd un valor de residuos en regiones mas favorecidas del 79.6%; sin embargo, este
bajo valor se atribuyé a la presencia del C-terminal que no presenta una estructura bien definida. b) La eliminacion
del C-terminal en la quimera, elevé el valor de residuos en regiones mds favorecidas al 92.1%.

Los modelos se utilizaron para realizar un acoplamiento molecular entre las 16 quimeras disefiadas y SEC-
24. Buscando una interaccidn similar a la de ERV-14/SEC-24, también se realiz6 el acoplamiento molecular
entre CSE-7 y SEC-24. Se obtuvieron 4 quimeras que interaccionaron con SEC-24 de forma similar a ERV-
14. Se selecciond la quimera CSE-7ADC2MEERV-14 |3 cual interacciond con el sitio D. El diagrama de la
guimera se muestra en la Figura 21. Para realizar la construccién, el modelo de interaccién se muestra en
la Figura 22. En uno de los modelos de interaccién que se obtuvo entre CSE-7 y SEC-24, CSE-7 se uni¢ al
sitio B de SEC-24, con una baja afinidad. La energia de interaccion de los modelos se obtuvo utilizando el

servidor PRODIGY (https://wenmr.science.uu.nl/prodigy/). Se observd un aumento en la afinidad a SEC-24
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de la quimera (-22.7 kcal/mol) respecto a CSE-7 WT (-11.2 Kcal/mol).

a)CSE-7 DC2 QLYEDGTP

ERV-14 ME ATEIFRKLNV  Quimera = CSE-7 ADC2ME-ERV-14

QLYEDGTP ATEIFRKLNV

v/ /

i CIOTOTTRY AR IR
8484 b SRBABARELE - BARY ool SUBELBELLY

CSE-7 CHS-4 Quimera CHS-4

Figura 21. Quimera seleccionada para su construccion. a) Secuencia del dominio transmembrana 2 (DC2) de CSE-7
remplazada por la secuencia del motivo de exportacién (ME) de ERV-14. b) Esquema de CSE-7 y la quimera; en azul
se encuentra la posicion y secuencia del DC2 reemplazado en CSE-7; en rojo se encuentra la posicidn y secuencia de
ERV-14 utilizada para sustituir el DC2 de CSE-7.

ol

ATEIFRKLNV

Figura 22. Modelo de interaccién SEC-24 — CSE-7/ CSE-7ADC2MEERV-14_ 3) Modelo de interaccién entre CSE-7 y SEC-
24. CSE-7 presenta una baja energia de interaccién a SEC-24, que corresponde a -11.2 Kcal/mol. b) Modelo de
interaccidon entre quimera y SEC-24; Al insertar la secuencia AREIFRKLNV en el dominio citoplasmatico 2 de CSE-7, la
quimera presentd una interaccion con el sitio D de SEC-24, y aumentd su energia de interaccidn, correspondiendo a
-22.7 Kcal/mol.
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3.2 Cruzas sexuales

3.2.1 Comprobacién del fenotipo y genotipo de las progenies

Para la obtencidn de la cepa que se utilizé para la expresion de la quimera, se realizd la cruza sexual de la
cepa SMRP72 y SMRP8. De la progenie resultante, se seleccionaron 20 ascosporas. Tras activarse, 11
fueron auxoétrofas a histidina, y de ellas, 7 fueron ademas resistentes a higromicina. Se seleccionaron 4
cepas auxotrofas a histidina y resistentes a higromicina y se llevé a cabo la comprobacién molecular por
PCR, utilizando los oligonucleétidos P1 y P4. Las 4 cepas no mostraron amplificacién del gen de cse-7,

confirmandolas como Knock out Acse-7 (Figura 23).

a) P1-cse7-FW b)

5 UTR cse-7 3" UTR

1148 pb —
P4-cse7-Rv

b) P1-cse7-FW
—

5" UTR 3" UTR

—
P4-cse7-Rv

Figura 23. Comprobacion genética de progenies. a) En la cepa WT, los oligonucleétidos P1-cse7-FW y P4-cse7-RV
amplifican el marco abierto de lectura de cse-7, que corresponde a un segmento de 1148 pb; mientras que en una
cepa knockout Acse-7, el marco abierto de lectura de cse-7 se encuentra reemplazado por el gen hph que confiere
resistencia a la higromicina, por lo que no hay amplificacion con los oligonucleétidos P1 y P4. c) No se presentd
amplificacién de cse-7 con los oligonucledtidos en las progenies 4, 7, 8 y 19, mientras que la cepa WT si presento
manifestacion; la banda ( - ) es un blanco negativo que consta de agua grado HPLC. d) Como control positivo, se
realizé la amplificacidn del gen Ist-1. Las 4 progenies probadas, asi como la cepa WT presentaron amplificacion de
Ist-1. M, marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs).
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3.2.2 Comprobacién del tipo de apareamiento

Se realizd la comprobacion del tipo de apareamiento de siete cepas obtenidas de la cruza sexual de las
cepas SMRP72 y SMRPS8. Para ello se cruzaron las cepas obtenidas con las cepas Fluffy de los tipos de
apareamiento Mat a (FGSC# 4347) y Mat A (FGSC# 4317), y se designd el tipo de apareamiento de las cepas
como el tipo de apareamiento complementario de las cepas de Fluffy con las que se indujo la formacién

de peritecios (Figura 22). Cuatro cepas resultaron ser Mat A, formando peritecios en la cruza con la cepa

Fluffy Mat a. Sin embargo, las tres cepas restantes no formaron peritecios con ninguna de las dos cepas

de Fluffy.

Figura 24. Comprobacidn del tipo de apareamiento de las cepas obtenidas. a) y c) Cruza sexual de la cepa 1 con la
cepa Fluffy mat a observada en el estereoscopio, donde se puede observar la presencia de peritecios. b) Cruza sexual
de la cepa 1 con la cepa Fluffy mat A. No se desarrollaron peritecios.

3.3 Construccion del casete

3.3.1 Construccidon de la quimera cse-7Adc2meerv-14
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La construccion del fragmento F1 realizada con los oligonucleétidos P1 y P2, y del fragmento F2 con los
oligonucleétidos P3 y P4 se llevd a cabo siguiendo las especificaciones de la enzima TaKaRa, con una
temperatura de alineacién de 65°C y un tiempo de extensién de 41 s, obteniendo los fragmentos F1 de
529 pby F2 de 665 pb (Figura 25a). Mientras que para la fusién de los fragmentos y amplificacion del gen
de CSE-7 se emplearon los oligonucleétidos P1y P4, y una temperatura de alineacion de 65°Cy un tiempo
de extension de 71 s, obteniendo una construccion cse-7Adc2™ "4 de aproximadamente 1169 pb y el
marco abierto de lectura de cse-7 de 1148 pb (Figura 24b). El gen de tagrfp se obtuvo a partir del vector
VMRP-163 mediante PCR empleando los oligonucleétidos 01 y 02. Se obtuvo un amplicén de 729 pb
(Figura 23c). Debido a que el vector VMRP-163 expresa tagrfp con la etiqueta PST1, se disefié el
oligonucleétido P2 para solo amplificar la secuencia correspondiente a tagrfp y afiadir un coddn de paro

en el extremo 3’de la secuencia de tagrfp.

quim cse-7

1169 pb 1148 pb

Figura 25. Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio mostrando la comprobacién de la amplificacion de
los fragmentos para ensamblar el casete. a) Bandas correspondientes al fragmento F1 (539 pb) y fragmento F2 (665
pb). b) Bandas correspondientes al casete de la quimera cse-7Adc2™ ™14 (quim) y el marco abierto de lectura de
cse-7. c) Amplicon del gen de tagrfp amplificado del vector VMRP-163. M: marcador de peso molecular 1 kb DNA
Ladder (New England Biolabs).

Los amplicones de la quimera cse-7Adc2™ €14, cse-7 y tagrfp se subclonaron en el pldsmido pGEM T Easy,

siguiendo las indicaciones del proveedor, y se replicé el plasmido en células quimicamente competentes
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de E. coli DH5a. Los vectores fueron recuperados mediante una miniprep, obteniendo tres plasmidos,
PGAM-1 (pGEM + cse-7Adc2™e*"-14), pGAM-2 (pGEM + cse-7) y pGAM-3 (pGEM + tagrfp) y se comprobd la

integracion de los amplicones mediante la digestién con la enzima EcoRl (Figura 26b).
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BstZl

?:ﬁ 1273 pb 1212 pb

Ndel tag'fp

Sacl

BstX! 765 pb
Nsil

Figura 26. Comprobacion molecular de los insertos en el plasmido pGEM easy. a) Mapa del vector pGEM-T-Easy. b)
Gel de agarosa al 1% mostrando la digestion de los plasmidos pGAM-1, pGAM-2 y pGAM-3 empleando la enzima
EcoRl y dando como resultado dos bandas; una de 3 kb que corresponde al plasmido pGEM linearizado y una
correspondiente al tamafio de cada inserto cse-7Adc2™e ™1 (quim), cse-7 y tagrfp. M, marcador de peso molecular
1 kb DNA Ladder (New England Biolabs).

3.3.2 Construccion del plasmido VMRP-105 (pGAM-4)

La digestion del plasmido VMRP-13 con las enzimas de restriccion EcoRl y Xmal resulté en dos fragmentos,
uno de 796 pb correspondiente al gen gfp, y otro de 8189 pb. Mientras que la digestién del plasmido
pGAM-3 utilizando las mismas enzimas produjo dos fragmentos, uno de 770 pb correspondiente al gen
tagrfp y uno de 3062 pb que corresponden al plasmido pGEM linearizado (Figura 27a). Se recuperaron el
fragmento de 8189 pb obtenido de la digestion del vector VMRP-13 y el fragmento de 770 pb de la
digestion de pGAM-3, utilizando el kit de extraccidn Qiagen® para la purificacidon. Se ligaron ambos
fragmentos para la obtencién del pldsmido pGAM-4, el cual fue replicado en células quimicamente
competentes de E. coli DH5a. El pldasmido fue recuperado mediante miniprep. Debido al tamafio similar

que presentan los genes de gfp y tagrfp, se realizé la comprobaciéon molecular de la integracidn de tagrfp



37

en el plasmido mediante PCR. El plasmido pGAM-4 fue enviado a Eton Bioscience para su secuenciacion
en la regién codificante de tagrfp, los resultados de la secuenciacidn presentaron un 100% de identidad,

con una cobertura del 100% con la secuencia de referencia.

10 kb ’ o 10 kb
2 kb - m 8 kb
———

| e———

- - .

|
|

1kb 1 kb

0.5 kb
0.5 kb

Figura 27. Gel de agarosa al 1% mostrando los elementos para la construccion del plasmido pGAM-4, a) Digestion
de los vectores VMRP-13 (pMF-272) y pGAM-3 con las enzimas restriccidon EcoRl y Xmal. b) Plasmido pGAM-4 (VMRP-
105) no linealizado, obtenido mediante la insercién del gen tagrfp en el vector VMRP-13, en reemplazo del gen gfp.
¢) Comprobacién por PCR de la insercidn del gen tagrfp en el vector construido, VMRP-105. M, marcador de peso
molecular 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs).

3.3.3 Etiquetado de la proteina quimérica CSE-7ADC2ME-ERV-14

El etiquetado de la proteina quimérica CSE-7ADC2MEERV-14 ge realizd mediante la clonacion de la
construccidn cse-7Adc2™¢"14 en el vector pGAM-4. Para ello se digirieron los pldsmidos pGAM-1y pGAM-
4 con las enzimas de restriccién Xmal y Xbal, y se recuperd una banda de 1160 pb obtenida de la digestidn
del vector pGAM-1 y una banda de 8834 pb obtenida de la digestidn del vector pGAM-4. Ambos
fragmentos se ligaron para la obtencién del vector pGAM-5 y se replicé en células quimicamente
competentes de E. coli DH5a, para posteriormente ser recuperado por miniprep. La comprobacion

molecular de la integracion del fragmento se realizd6 mediante la digestidn con las enzimas Xbal y EcoRl,
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obteniendo un fragmento de aproximadamente 2 kb, que corresponde a la construccién cse-7Adc2me¢v-14

y tagrfp (Figura 28c).

c) M VMRP-105

quim

1160 pb

Figura 28. Construccion del plasmido pGAM-5. a) Digestion del plasmido pGAM-1 y b) pGAM-4 con las enzimas de
restriccion Xbal y Xmal. La construccién cse-7Adc2me ™14 se recuperd del vector pGAM-1 y se insertd en el vector
pGAM-4 c) para obtener el vector pGAM-5. ¢) Comprobacidn molecular de la insercién de la construccidn cse-
7Adc2™eeV14 en el vector pGAM-5, mediante la digestion con las enzimas de restriccion Xbal y EcoRl, obteniendo un
fragmento de aproximadamente 2 kb correspondiente a la construccidn cse-7Adc2™eeV14 y el gen tagrfp. M,
marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs).

El plasmido pGAM-5 fue enviado a Eton Bioscience para su secuenciacién en la region codificante de la
quimera CSE-7ADC2MEERV-14 Tras revisar la secuencia se encontraron mutaciones en la construccion que

introdujeron cambios en el marco de lectura (Figura 29).

3.3.4 Nueva construccion cse-7Adc2me-erv-14

Debido a la presencia de mutaciones en la primera construccién, se realizd la construccién de los
fragmentos, utilizando la polimerasa Phusion high-fidelity y se fusionaron mediante PCR utilizando la
polimerasa TaKaRa La Taq y se subclond en el vector pGEM, obteniendo los vectores pGAM-6 y pGAM-7
(Figura 31c).



39

a)
st diaih i .
Secref 217 GTGAGGGGGAAGTTCACTGC A GTCTTCTTCAATTTCTCGATTTGGCATGGAG 275

PGAM-5 241 GGAATGCGTGTTAACGAGAATAAATGTGTCCAA

Secref 276 GGAATGCGTGTTAACGAGAATAAATGTGTCCA

§GCAAAGAAATCACCACCTTC 299

GCAAAGAAATCACCACCTTC 335

pGAM-5 300 TTCTACCTTTACATGATCCTCACTTTCCTCTCCCTCTGTATCGATGCCGGCGTCATCCCC 359

Secref 336 TTCTACCTTTACATGATCCTCACCTTCCTCTCCCTCTGTATCGATGCCGGCGTCATCCCC 395

pGAM-5 360 CCGCACTCGGGCTCTTACCCCTACTTCGTCGCCGTGCAAGCTGGTCTCGCCTCCGCCCTG 419

Secref 396 CCGCACTCGGGCTCTTACCCCTACTTCGTCGCCGTGCAAGCTGGTCTCGCCTCCGCCCTG 455

pGAM-5 420 GTCACCTGCCTAGTGATTAACGGCTTCGTCGGCTTCGCCACTGAGATCTTCCGEAA--TT\ 477

Secref 456 GTCACCTGCCTAGTGATTAACGGCTTCGTCGGCTTCGCCACTGAGATCTTCCGRAAGCTT/ 515

b
1)'1:1:* IPLCASVGPITSIATGVGIEPDCYARNIEVANTIIFQGAASVMHIVALVMTVVMLLHVRGKLTAVGR
KEITTFFYLYMILTFLSLCIDAGVIPPHSGSYPYFVAVQAGLASALVTCLVINGFVGFATEIFRN*CPLV
MDAPPLLLRRFRHLLPRRSRHVQILGRLGSHQHRRHICRALLSQRPPAPTLRSDADHPRYPHSPGPLASG
*HCLRPLLFHCRPSHPLRVQLAQSARASRTTWTVSSSPRRETCWP**WCTSTGTRSPRRTWSFRW

Figura 29. Secuencia de la quimera obtenida por secuenciacion. a) Secuenciacién de la construccidon quimérica en
el plasmido pGAM-5, la secuencia obtenida del cromatograma se alined con la secuencia de referencia que se disefd.
Se presentaron mutaciones en tres sitios diferentes de la construccidn; en azul se muestran las inserciones que se
presentaron en la construccidn, mientras que en rojo se muestran las deleciones que se presentaron. b) La presencia
de las mutaciones introdujeron multiples codones de paro, representadas por asteriscos en rojo.

Las nuevas construcciones se etiquetaron mediante la clonacidn en el vector pGAM-4. Se recuperaron las
construcciones mediante la digestidn de los vectores pGAM-6 y pGAM-7 utilizando las enzimas Xmal y
Xbal (Figura 31a), mismas que se utilizaron para digerir el vector pGAM-4. Las construcciones se insertaron
en el vector pGAM-4, obteniendo los vectores pGAM-8 y pGAM-9 y se replicaron en células quimicamente
competentes de E. coli DH5a. Los vectores se recuperaron mediante miniprep y se realizé la comprobacion
molecular de la insercién mediante PCR, utilizando los oligonucledtidos P1 y 02, obteniendo amplicones

de aproximadamente 2 kb (Figura 31b).
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1169 pb

Figura 30. Construccion del casete cse-7Adc2™"14, 3) Fragmentos F1 y F2 de una nueva construccion obtenidos
mediante la amplificacidon con Phusion high-fidelity. b) Se obtuvieron dos construcciones de la quimera cse-7Adc2™
ev-14 mediante la fusién de los fragmentos mediante dos PCRs independientes con la polimerasa TaKaRa La Taqg. c)
Las construcciones se subclonaron en el vector pGEM y se comprobd la insercidn de las construcciones mediante la
digestion de los vectores obtenidos pGAM-6 y pGAM-7 con la enzima EcoRl. M, marcador de peso molecular 1 kb
DNA Ladder (New England Biolabs).

am pGAM-6 pGAM-7

Figura 31. Etiquetado de la construccién cse-7Adc2™e*v-14, 3) Digestidn de los plasmidos pGAM-6 y pGAM-7 con las
enzimas Xbal y Xmal. b) Comprobacién molecular de la insercidn de las construcciones en los plasmidos pGAM-8 y
PGAM-9. M, marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs).

3.3.5 Etiquetado de la quimera cse-7Adc2™e €14 con GFP y mCherry
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El etiquetado de la proteina quimérica cse-7Adc2™*"* con GFP y mCherry se realiz6 mediante la
clonacién del casete en los vectores VMRP13 y VMRP68, respectivamente. Para ello, se digirieron ambos
vectores y casete con las enzimas de restriccion Xmal y Xbal y se ligd el casete digerido en los vectores
VMRP-13 y VMRP-68 linealizados, obteniendo los vectores pGAM-10 y pGAM-11, respectivamente, que
posteriormente fueron replicados en células quimiocompetentes de E. coli DH5a. La comprobacion de la
integracion del casete en los vectores se comprobd mediante la digestidn con las enzimas de restriccion

Xbal y EcoRl (Figura 32).

a) b) 5’ A- his-3
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C) 5’ A- his-3

1862 pb
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Figura 32. Digestion de los vectores pGAM-10 y pGAM-11. a) Vectores pGAM-10 y pGAM-11 digeridos con las
enzimas de restriccidon Xbal y EcoRl, y visualizados en un gel de agarosa al 1%. El producto de la digestidn liberd el
casete que corresponde a la construccidn quimérica ligada al gen gfp y mcherry, respectivamente. Mapas de los
vectores b) pGAM-10 y pGAM-11. M, marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs).

3.4 Expresion de la quimera CSE-7ZADC2VEERV-14 en N, crassa

3.4.1 Transformacion de N. crassa

Se transformaron conidios de las cepas SMRP24 y SMRP532 con los vectores pGAM-8, pGAM-9, pGAM-10

y pPGAM-11 previamente linealizados con la enzima de restriccidon Sspl. Los conidios transformados se
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inocularon en placas de medio FGS, y después de cuatro dias de incubacién, se recuperaron 32 colonias
de las cepas transformadas para la seleccién de las transformantes mediante microscopia confocal de

barrido laser, seleccionando aquellas cepas que presentaban fluorescencia.

10 Kb 8

8 Kb 3 o o BCNETN
e A

i

Figura 33. Transformantes de N. crassa en medio FGS. a) Transformantes de N. crassa con la construccion cse-
70dc2meeV 14 tagrfp en medio FGS. b) Colonia observada en el estereoscopio. c) Gel de agarosa al 1% donde se
observan las bandas de vector pGAMS circular y linealizado con la enzima Sspl. M, marcador de peso molecular 1 kb
DNA Ladder (New England Biolabs).

3.4.2 Tamizaje de las transformantes

El tamizaje de las cepas transformantes se realiz6 mediante microscopia confocal de barrido laser,
seleccionando las transformantes potencialmente fluorescentes para un analisis posterior mas detallado.
No se obtuvieron cepas positivas en fluorescencia de CSE-7ADC2MEERV-I4.TagRFP. Sin embargo, se

obtuvieron dos cepas positivas en fluorescencia de GFP (Figura 34).
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cse-7Adc2mee 14 :gfp

cse-7Adc2meerv 14 gfp

cse-7::9fp

Figura 34. Tamizaje para la seleccién de cepas fluorescentes que expresen la quimera CSE-7ADC2VEERV-14.GFp, 3 —
d) No se observo fluorescencia en SPK ni en septos. Se observé una acumulacién de fluorescencia en la zona distal
de la hifa, a) y b) adicionalmente se observé una acumulacion de fluorescencia en posibles vacuolas sefialadas por
flechas en rojo. c) y d) Distribucion de la proteina CSE-7-GFP en la cepa SMRP72. CSE-7 presentd una acumulacion de
fluorescencia en e) septos y f) SPK, asi como en las zonas distales, similar a la proteina quimérica.
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3.4.3 Expresion de la CHS-4-mCherry

Para obtener una cepa de N. crassa que expresara CHS-4-mCherry, se transformaron mediante
electroporacion las cepas de N. crassa SMRP24 y SMRP532, con el vector VMRP159, que contiene el casete
chs-4-mcherry. Para confirmar la presencia del casete de CHS-4 en el vector, se digirié el vector con las
enzimas Xbal y BamH]|, obteniendo un fragmento de aproximadamente 3 Kb como se muestra en la figura

35.

VMRP159 VMRP159 b) s his-3 bia
digerido

3’ his-3 flank

VMRP-159

12827 bp

. mcherry'

ccg-1
4981 Xbal (1)

3000 pb

Figura 35. Comprobaciéon molecular del vector VMRP-159. a) Bandas del plasmido VMRP159 sin digerir y digerido
con las enzimas de restriccion Xbal y BamH|, lo que dio como producto, una banda de 3 Kb que corresponden a un
segmento del gen chs-4. b) Como se observa en el mapa del vector, el sitio de restriccion para BamH]| se encuentra
dentro del casete de chs-4. M, marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (New England Biolabs).

Para la transformacion de las cepas SMRP24 y SMRP532 con el vector VMRP159, se linearizé el vector con
la enzima de restriccidn Sspl. Una vez transformadas las cepas, se realizo el tamizaje de las transformantes
mediante microscopia confocal de barrido laser, seleccionando aquellas que presentaban fluorescencia en
rojo. Se seleccioné una cepa, derivada de la cepa SMRP532, que fue la Unica que presentd fluorescencia
de CHS-4-mCherry como se observa en la figura 36. La CHS-4 fue expresada en un fondo mutante de CSE-

7, por lo que no consiguié llegar a SPK ni Septos.



chs-4::mcherry

cse-7::mcherry

Figura 36. Distribucion de la fluorescencia de la proteina CHS-4-mCherry en un fondo mutante Acse-7. a) y b) La
CHS-4-mCherry expresada en un fondo mutante de CSE-7 no consigue llegar al SPK ni a septos; en su lugar, presenta
una acumulacién de fluorescencia en la zona distal. c) y d) Control positivo de CSE-7-mCherry. Debido a la baja
intensidad de la fluorescencia, no se logré identificar el SPK. e) y f) Cepa WT utilizada como control negativo, no se
observé fluorescencia en rojo.

3.4.4 Obtencion de la cepa cse-7Adc2Mee™V-14.gfp:: Acse-7::hph*

Se realizé una cruza sexual de la cepa con genotipo cse-7Adc2™¢"-gfp con la cepa VMRP532, para la
obtencidon de una cepa de genotipo cse-7Adc2me-erv-14-gfp::Acse-7::hph*. Se seleccionaron aquellas
progenies que presentaron resistencia a higromicina y crecimiento en ausencia de histidina. Se realizé el
tamizaje de las cepas seleccionadas mediante microscopia confocal de barrido laser, seleccionando las
cepas que presentaron fluorescencia a 583 nm. La quimera CSE-7ADC2MEERV-14_.GEP no logré llegar a septos

ni al SPK, presentando una acumulacién en la zona distal (Figura 37).
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Figura 37. Distribucion de la quimera CSE-7ADC2MEERV-14.GFP en fondo mutante de Acse-7. a), b) y e) Se observa
sefialado por flechas, que la quimera CSE-7ADC2MEERV-14.GEP no es capaz de llegar al septo, c) y d) nial SPK. c) yd) En
su lugar, se observa una acumulacion de fluorescencia en la zona distal, sefialada por cuadros en rojo. f) y g) Esto
contrasta con lo observado en CSE-7, que presentd una acumulacién de fluorescencia en el f) SPK y g) septos.

3.5 Coexpresion de la quimera CSE-7ADC2VE-ERV-14y CHS-4

3.5.1 Fusiones

Para determinar si la quimera CSE-7ADC2MEERV-14.GFP aln era capaz de mediar la exportacion de CHS-4, se

realizaron dos fusiones de la cepa de genotipo chs-4-mcherry::Acse-7::hph*. La primera fusion se realizd
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con la cepa VMRP361 de genotipo cse-7-gfp y la segunda fusion se realizé con la cepa cse-7Adc2meev-14-
gfp::Acse-7::hph*. Las fusiones presentaron una baja fluorescencia, por lo que fue necesario subir los
pardmetros del microscopio, como el HV, para detectar la sefial de GFP y mCherry. En ninguna de las dos
fusiones se observé una acumulacién de fluorescencia de la CHS-4-mCherry en septos y SPK (Figura 38),
reflejando una posible necesidad de la presencia de ambas proteinas etiquetadas en el mismo nucleo para

su interaccién y fomentar la salida de la proteina CHS-4 del RE.

cse-7::9fp chs-4::mcherry

:gfp, chs4::mcherry/DIC @) cse-7adcomeenitigpp | fkhs-dzmeherry

Figura 38. Heterocariones expresando chs-4-mcherry y cse-7-gfp; y chs-4-mcherry y cse-74%2me-ev-14_3) b) y c)
Fusion de la cepa VMRP361 y la cepa de genotipo chs-4-mcherry::Acse-7::hph*. a) Se presentd una acumulacién de
fluorescencia de CSE-7-GFP en septos, b) sin embargo, no se observé acumulacion de CHS-4 en septos. d), e) y f)
Fusidn de las cepas de genotipo cse-7Adc2™e"1-gfp::Acse-7::hph* y chs-4-mcherry::Acse-7::hph*; no se observd
acumulacion de la quimera ni de CHS-4 en el SPK.

Adicionalmente, debido a la falta de autofluorescencia en rojo y a la presencia de fluorescencia de CSE-7-
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GFP en septos, fue posible distinguir la fluorescencia de CSE-7-GFP y CHS-4-mCherry, pese a trabajar con

una alta HV.

Sin embargo, debido a la falta de fluorescencia localizada de la quimera CSE-7ADC2MEERV-14.GFP, fue dificil
distinguir la fluorescencia de la quimera de la autofluorescencia, por lo que se decidié optar por una cepa
que exprese la quimera CSE-7ADC2MEERV-14 con una etiqueta de mCherry y CHS-4 con una etiqueta de GFP

en futuros anélisis.

3.6 Co-expresién de las proteinas CHS-4-GFP y CSE-7ADC2VEERV-14. mCherry

3.6.1 La quimera se co-localiza parcialmente con CHS-4 en la zona distal

2MEERV-12 3un es capaz de interactuar con CHS-4 y redirigir

Con el fin de determinar si la quimera CSE-7ADC
la ubicacidon de CHS-4, se co-expresé CHS-4-GFP y CSE-7ADC2MEERV-14_mCherry. Para ello se transformd la

cepa VMRP395 (genotipo chs-4-10xGly-gfp::natR+;Acse-7::hph+; his3-) con el vector pGAM-11.

Como se observa en la fig. 39, tanto CHS-4-GFP y CSE-7ADC2MEERV-4.mCherry mostraron mayor
acumulacién de fluorescencia en las regiones distales, presentando un patrén de intensidad de
fluorescencia similar, pero observandose una mayor intensidad de fluorescencia de CHS-4-GFP (Figuras

39b y 40b); esto probablemente se deba a que se trata de una cepa heterocarion.

El traslape de expresiéon de CHS-4-GFP y CSE-7ADC2MEERV-14. mCherry mostrd una co-localizacién parcial,
con un coeficiente de Pearson promedio de 0.81. La co-localizacién se presentd en la regidn distal, como
puntos cercanos a los nucleos y membrana distal. Esto sugiere que las zonas de co-localizacion
corresponden a sitios de salida de vesiculas del RE y posiblemente, sitios de integracién de vesiculas de la

zona distal.
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Figura 39. Co-expresion de CHS-4-GFP con CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry. a) Micrografia obtenida mediante
microscopia confocal de barrido laser de la zona apical a distal de una hifa en co-expresién de CHS-4-GFP y CSE-
7ADC2MEERV-14. mCherry. La hifa se encuentra dividida en cuatro regiones, la region | corresponde al dpice (5 um), el
subdpice proximal la region Il (5- 20 um), el subapice distal o regién Il (20- 40 um), y la zona distal correspondiente
alaregion IV (>40 um). Las flechas blancas indican zonas donde se observo co-localizacién de ambos marcadores. b)
Gréfica de intensidad de fluorescencia de ambas proteinas y sus respectivos marcadores a lo largo de la hifa, en negro
se muestra la intensidad de CHS-4-GFP y en azul la intensidad de CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry. c) Andlisis de co-
localizacion mediante el Coeficiente de Correlacién de Pearson (CCP), donde 1 es la maxima puntuacion e indica co-
localizacidn absoluta; el analisis de co-localizacién arrojé un CCP de 0.87.

Si bien se observaron puntos de co-localizacién en la membrana distal, no se observa acumulacidn de CHS-
4-GFP en la membrana distal que no co-localice con CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry. Por otro lado, si se

observa acumulacidon de fluorescencia de CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry que no co-localiza con CHS-4-GFP.
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Una posible interpretacion es que CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry y CHS-4-GFP se disocien al llegar a la MP
distal, y CSE-7ADC2MEERV-14. mCherry se retenga en la MP distal al contener el motivo de exportacién,

mientras que CHS-4-GFP salga de la MP distal por endocitosis. Sin embargo, son necesario mds estudios

para determinar esto.
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Figura 40. Comparacién de la distribucion de fluorescencia de CSE-7-GFP con CHS-4-GFP y CSE-7ADC2ME-ERV-14.
mCherry. a) Micrografia obtenida mediante microscopia confocal de barrido laser de la zona apical a distal de una
hifa en expresién de CSE-7-GFP. b) Grafica de intensidad de fluorescencia CSE-7. c) Superposicion de las graficas de
intensidad de fluorescencia de CSE-7 y CSE-7ADC2MEERV-14. mCherry en co-expresidon con CHS-4. En azul se muestra la
fluorescencia de CSE-7-GFP, en rojo la fluorescencia de CSE-7ADC2MEERV-14. mCherry y en verde CHS-4-GFP. Se observa
un diferente comportamiento en la distribucion de la intensidad de fluorescencia entre CSE-7-GFP y CSE-7ADC2ME
ERV-14_mCherry en co-expresion con CHS-4, mostrando la primera, una distribucién relativamente estable a lo largo
de la hifa, mientras que CSE-7ADC2MEERV-14. mCherry y CHS-4-GFP presentan una menor intensidad en las regiones
mas cercanas al dpice, dentro de los primeros 30 nm aproximadamente; mientras que presenta su mayor pico de
intensidad a los 60 nm, y presentando una caida de la intensidad después de los 120 nm hasta los 180 nm, al igual
que CSE-7-GFP.
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Figura 41. Co-expresion de CHS-4-GFP con CSE-7ADC2MEERV-14. mCherry en la zona distal. a) Micrografia obtenida
mediante microscopia confocal de barrido laser de la zona apical a distal de una hifa en co-expresién de CHS-4-GFP
y CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry. Las flechas blancas indican zonas donde se observé co-localizaciéon de ambos
marcadores. b) Grafica de intensidad de fluorescencia de ambas proteinas y sus respectivos marcadores a lo largo
de la hifa; en negro se muestra la intensidad de CHS-4-GFP y en azul la intensidad de CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry. c)
Analisis de co-localizacién mediante el Coeficiente de Correlacion de Pearson (CCP), donde 1 es la maxima puntuacion
e indica co-localizacidn absoluta; el analisis de co-localizacion arrojé un CCP de 0.78.
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Figura 42. Co-expresion de CHS-4-GFP con CSE-7ADC2MEERV-14. mCherry en la zona distal. a) Micrografia obtenida
mediante microscopia confocal de barrido laser de la zona apical a distal de una hifa en co-expresién de CHS-4-GFP
y CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry. Las flechas blancas indican zonas donde se observd co-localizaciéon de ambos
marcadores. b) Grafica de intensidad de fluorescencia de ambas proteinas y sus respectivos marcadores a lo largo
de la hif. En negro se muestra la intensidad de CHS-4-GFP y en azul la intensidad de CSE-7ADC2MEERV-14.mCherry. c)
Analisis de co-localizacién mediante el Coeficiente de Correlacion de Pearson (CCP), donde 1 es la maxima puntuacion
e indica co-localizacidn absoluta, el analisis de co-localizacién arrojé un CCP de 0.77.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 CSE-7 y su posible participacion en la exportacion de CHS-4

Las CHSs en forma de zimégeno son acarreadas en quitosomas. Estos quitosomas o microvesiculas tienen
un didmetro de entre 30 a 40 nm y son transportadas hasta el SPK (Bartnicki-Garcia et al., 1978; Verdin et
al., 2009), donde forman una estructura estratificada conformada por un nucleo de quitosomas, rodeado

una capa de macrovesiculas (Grove & Bracker, 1970; Howard, 1981).

Se han identificado siete secuencias que codifican CHSs en el genoma de N. crassa. Se ha observado que
todas las CHSs se localizan en el ndcleo del SPK y en septos en desarrollo. Sin embargo, a pesar de presentar
la misma distribucidn, los analisis protedmicos sugieren la existencia de diferentes subpoblaciones de
quitosomas para cada CHSs, (Fajardo-Somera et al., 2015; Riquelme et al., 2007; Sanchez-Ledn et al.,,
2011). Sin embargo, los mecanismos que rigen el trafico y clasificacion de las CHSs siguen siendo en su
mayoria desconocido. En S. cerevisiae la Chs3p, es responsable de la sintesis del 90 al 95% de la quitina
celular, y del anillo durante la gemacién (Roncero et al., 1988; Shaw et al., 1991; Valdivieso et al., 1991).
La Chs3p requiere de la chaperona Chs7p para su exportacion desde el RE y correcto plegamiento. Sin
Chs7p, la Chs3p se agrega y retiene en el RE (Kota & Ljungdahl, 2005; Trilla et al., 1999). Contrario a lo que
se creia anteriormente, Chs7p no es una proteina residente del RE, sino que forma un complejo con Chs3p,
y co-localizan en la membrana celular y en los compartimientos de Golgi/endosomal, presentando una
mutua dependencia para un trafico adecuado (Dharwada et al., 2018). Se han identificado dos proteinas
ortdlogas a Chs7p en N. crassa, CSE-7 y CSE-8. El ortdlogo de Chs3p en N. crassa, CHS-4 depende de CSE-7
para su correcta localizacién de SPK y septos, mientras que CHS-3 depende de CSE-8 y presentando un
papel importante en el desarrollo sexual (Gonzalez-Téllez & Riquelme, 2025; Rico-Ramirez et al., 2018).
Pese a la importancia de Chs7p, CSE-7 y CSE-8, alin se desconoce el mecanismo mediante el cual estas
chaperonas promueven la salida de sus cargas del RE. Se han propuesto diferentes mecanismos, como la
presencia de motivos de exportacion desconocidos Chs7p, la interaccién con otras proteinas que medien
la exportacién del complejo, como Erv14, o la presencia de motivos de exportacidon en Chs3p ocultos por
su estado conformacional, pero accesibles al interactuar con Chs7p (Dharwada et al., 2018). En este
estudio, entre muchas cosas, se propuso un posible mecanismo de interaccién entre CHS-4 y CSE-7

mediante el empleo del acoplamiento molecular. Sin embargo, no se ha obtenido la estructura molecular
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de ninguna CHS perteneciente a la divisién Il. Hasta ahora, solo se ha obtenido la estructura mediante
métodos experimentales de CHS de la divisidn I, las cuales se ha observado que forman dimeros. Esto me
hizo surgir la duda de si CHS-4 también forma dimeros. La estructura molecular predicha por Alphafold
muestra la ausencia de dos TMDs presentes en las CHS de la divisidn I. Uno de esos TMDs forma parte del
sitio de unién responsable de la formacién de dimeros en las CHS de la division |; el TMD 2, que en conjunto
con el TMD 5, forman el sitio de unién CHS-CHS (Chen et al., 2023; Wu et al., 2022). Sin embargo, el modelo
predicho por Alphafold presentd una zona desorganizada que abarca los primeros 230 aminoacidos. Al
término de esta zona desorganizada se encuentra el primer TMD predicho por Alphafold, andlogo al TMD
5 de las CHS de la division 1, por lo que los TMDs ausentes en el modelo de CHS-4 podrian encontrarse en
la zona desorganizada del modelo. Algo que se vio reforzado al eliminar los primeros 230 aminoacidos del
modelo, y realizar un acoplamiento molecular con un péptido conformado por los aminoacidos 188-231,
el cual se unié a CHS-4 formando un TMD analogo al TMD 5 de las CHS de la divisidn 1. Cabe aclarar que
hasta ahora, Alphafold solo ha predicho modelos de baja calidad para CHS-4, dado que dichos modelos
cuentan con grandes zonas desorganizadas que Alphafold no ha logrado modelar. Sin duda, aunque
Alphafold es una potente herramienta, tiene sus limitaciones, por lo que es necesario tomar los modelos
con cautela, y una buena base bibliografica que nos permita interpretar los modelos. Aun asi, puede ser
una poderosa herramienta que nos ayude a plantear hipdtesis, con base en la literatura. Por otro lado, se
ha identificado que Chs3p de S. cerevisiae interacciona con el complejo del exdmero mediante sus residuos
10-52, observandose la interaccidn de los residuos 10-27 de dos mondmeros de Chs3p con el dimero Chsé-

Chs6 del exdmero (Weiskoff & Fromme, 2014), reforzando la idea de que CHS-4 forme dimeros.

El acoplamiento molecular de los dimeros de CHS-4 con CSE-7 sugiere la presencia de cuatro sitios de union
para CSE-7 en CHS-4, debido a que la estructura de CHS-4 presenta una imagen especular, y cuenta con
dos sitios A y dos sitios B que podrian interaccionar con CSE-7. Los modelos de interaccidon obtenidos
sugieren que los sitios A y B interaccionan con regiones paralelas de CSE-7, ubicadas en caras contrarias
de CSE-7. Esto da origen a un efecto interesante. Al interaccionar los sitios A y B con caras CSE-7 ubicadas
en regiones contrarias, esto le permitiria a CHS-4 ensamblarse con CSE-7 formando grandes complejos
conformados por multiples dimeros de CHS-4 enlazados por mondmeros de CSE-7, formado una estructura
esférica organizada con un radio de 354 nm, comparable al tamafio reportado de los quitosomas. Con base
a esto, se propone que la acumulacidon en el RE de tetrameros conformados por dimeros de CHS-4 unidos
mediante sus sitios A, a dos mondmeros de CSE-7, que denominaremos CHS-4A-CSE-7, promueve el
ensamblaje de los tetrameros en complejos organizados similares a COPII, interaccionando los tetrameros

CHS-4A-CSE-7 entre si mediante el sitio B (Figura 43), y contribuyendo en la curvatura de la membrana y
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formacién de los quitosomas (Figura 44). Dado que la interaccién entre CSE-7 y el sitio B en el dimero de
CHS-4 es mas débil que la interaccidn con el sitio A, es posible que el complejo se desmonte desde los
sitios B al fusionarse los quitosomas con la MP apical al provocar una transicidon en la curvatura de la
membrana de una forma convexa en el quitosoma a una forma cdncava al integrarse a la MP apical (Figura
45), permaneciendo unida CSE-7 al dimero CHS-4 en sus sitios A, donde se encuentra mas cerca del sitio
catalitico de CHS-4, y pueden actuar como cofactor, regulando la actividad de CHS-4 como ha sido
previamente descrito (Dharwada et al., 2018). A su vez, la transicidn de los tetrameros CHS-4A-CSE-7 de la
zona apical a subapical podrian promover el reensamblaje del complejo debido al cambio en la curvatura

de la membrana, contribuyendo en la endocitosis de CHS-4.

Figura 43. Modelo del complejo CHS-4-CSE-7. La adicién de multiples tetrdmeros CHS-4A-CSE-7 da como resultado
la formacién de un complejo esférico de 354.2 A de diametro, en color verde se muestran los TMDs de los dimeros
de CHS-4 mientras que en cian se muestran los TMDs de los mondmeros de CSE-7.

4.2 Distribucion y efecto de la quimera CSE-7ADC2MEERV-14 apn CHS-4

En trabajos anteriores se ha descrito la distribucidn de CSE-7, mostrando una localizacion principalmente
ubicada en la NEC (por sus siglas en inglés, Network of Elongated Cisternae, o red de cisternas elongadas)
que se localiza en el citoplasma de N. crassa y que se extiende desde la region 11l (30-40 um) hasta la regidn
distal (Rico-Ramirez et al., 2018). Se ha localizado a CSE-7 en un NEC que corresponde a un compartimiento
celular diferente al de la envoltura nuclear, estrechamente cercano a los nucleos, pero sin llegar a
rodearlos, ademas de localizarse en septos y SPK (Rico-Ramirez et al., 2018). Dadas las limitaciones de este

ME-ERV-14

proyecto, no se estudid la distribucion de la quimera CSE-7ADC2 , sino que nos enfocamos en los
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cambios en la distribucién provocados por el motivo de exportacion IFRKL tanto en la quimera como en

CHS-4.
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Figura 44. Modelo propuesto de formacidn de quitosomas. La acumulacién de tetrameros de CHS-4A-CSE-7 inicia la
formacién del quitosoma, ensamblandose los tetrdmeros entre si, al unirse los tetrdmeros mediante la interaccion
de los sitios B de CHS-4 con CSE-7 de los tetrameros CHS-4A- CSE-7, forma un complejo similar a una cubierta de
aproximadamente 35 nm de didmetro. En este proceso podrian intervenir las proteinas de cubierta COPII.

Tanto la quimera CSE-7ADC2MEERV-14 como CHS-4 se localizaron en la NEC, presentando una distribucién
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presuntamente similar a la de CSE-7 en sus etapas mds tempranas dentro de la via secretora. Sin embargo,
hacen falta mds estudios para corroborar esto, empleando etiquetas de multiples comportamientos de la

NEC para determinar de forma més precisa la distribucién de la quimera CSE-7ADC2MEERV-14 y CHS-4,

Tanto la quimera como CHS-4 presentaron destinos distintos a los de CSE-7 y CHS-4 en cepas silvestres. Ni
la quimera ni CHS-4 se encontraron en SPK ni septos; en cambio se localizaron en la MP distal, aunque con
una baja concentracion de fluorescencia. Es posible que al tratarse de proteinas que suelen ser exportadas
al apice, no se exporten a la velocidad o cantidades necesarias para acumularse en cantidades suficientes
para abarcar toda la MP distal, o bien, al ser proteinas con TMDs adaptadas para localizarse en el apice,
no sea muy estable en membranas con curvaturas distintas a las del apice, dificultando su incorporacion a

la MP distal. Sin embargo, son necesarios mas estudios para comprender los mecanismos que rigen el

trafico de esta proteina quimérica.

a) b) c)

Membrana plasmatica apical

/' Quitosomas ©

F

Quitosoma

d)
79
— 19 1%
@i@%% ggéﬁ?ff 8 bt
N ¢

MP apical

Quitosoma

Figura 45. Modelo propuesto de fusion de los quitosomas con la membrana celular apical. Trafico de quitosomas
hasta el SPK. b) La fusién del quitosoma con la membrana plasmatica (MP) apical d) cambia la curvatura de la
membrana de una forma convexa en el quitosoma a una forma cdéncava al integrarse a la MP apical, provocando el
desmontaje del complejo, mediante la ruptura de la interaccidn entre los sitios B de los tetrameros de CHS-4A-CSE-

7 con CSE-7 de los tetrameros circundantes.
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Capitulo 5. Conclusiones

En este estudio se logré redirigir la ruta de trafico de la CHS-4 mediante la construccidn de una proteina
quimérica CSE-7ADC2MEERV-14 sentando las bases para comprender el papel de los motivos de exportacidn
de ERV-14, en especifico el motivo IFRKL y el efecto que tendria en proteinas que no son carga de ERV-14.
Sin embargo, debido a las limitaciones del proyecto, se necesitan de estudios adicionales. Es necesaria la
co-expresion de la quimera CSE-7ADC2MEERV-14 con marcadores previamente utilizados en el estudio de
CSE-7, para comprender cdmo es alterado el trafico de CSE-7ADC2MEERV-14 v sy carga CHS-4, asi como
evaluar las posibles alteraciones en el fenotipo que podria ocasionar la quimera CSE-7ADC2MEERV-14
adicionalmente evaluar los efectos que podrian tener el otro motivo de exportacién ubicado en ERV-14,

el motivo DxE.
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