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RESUMEN

El reticulo endoplasmico (RE) es un sistema continuo de membranas con dominios que incluyen
la envoltura nuclear y una red de cisternas y tubulos interconectados, la cual lleva a cabo
interacciones multifuncionales con la membrana plasmatica y todos los organelos. Se ha
demostrado que la elevada curvatura de los tubulos y bordes de las cisternas del RE es generada y
mantenida, entre otras proteinas, por dos familias de proteinas integrales de membrana que
incluyen a los reticulones (Rtn) y a Yop1/DP1, que a su vez son necesarias para el anclaje y/o
estabilizacion del complejo del poro nuclear y el correcto funcionamiento de los cuerpos polares
del huso acromatico. En el laboratorio, utilizamos al hongo filamentoso Podospora anserina
como modelo para estudiar la dinamica e interaccion de organelos como las mitocondrias y
peroxisomas durante el desarrollo, que junto con los endosomas dependen en gran manera del
RE, por lo que como primer acercamiento para entender la participacion de este organelo durante
el desarrollo, estudiamos el papel de las proteinas de la familia Yop1/DP1 durante el desarrollo
somatico y sexual de P. anserina. Identificamos dos genes codificantes para proteinas de la
familia Yop1/Dpl de P. anserina (YOP1 y YOP2), de los cuales producimos las mutantes Ayopl
y Ayop2 mediante recombinacion homologa, donde se sustituyd del gen silvestre por un gen que
marcador que confiere resistencia a un antibidtico. La cepa Ayop2 mostrd defectos en la
melanizacion del micelio bajo estrés por frio y en la morfologia de los nucleos y de las
ascosporas, mientras que la cepa carente de YOPI resultd no tener por si sola un papel
preponderante en el desarrollo sexual del hongo P. amserina; sin embargo, su eliminacion
conjunta con YOP?2 corrigio (i.e. la melanizacion y la presencia de nucleos alargados) o agravo (el
porcentaje de ascas anormlaes) los defectos generados en ausencia de YOP2. Nuestros resultados
indican que diferentes etapas del desarrollo de P. anserina dependen de distintas proteinas que
predeciblemente estructuran el RE, lo que podria indicar una accion concertada de estas proteinas

a lo largo del desarrollo.



1. INTRODUCCION

1.1. El reticulo endoplasmico.

1.1.1. Dominios estructurales y funcionales.

El reticulo endoplasmico (RE) es un organelo heterogéneo y dinamico exclusivo de los
eucariontes; esta constituido por un sistema continuo de membrana con distintos dominios
estructurales que engloban un mismo lumen (Esser & Wendland, 2016; Friedman & Voeltz,
2011). Por microscopia electronica se han descrito dos grandes dominios: RE rugoso (RER) y
RE liso (REL), donde la principal diferencia es la presencia o ausencia de ribosomas
respectivamente (Shibata et al., 2006). Sin embargo, respecto al sitio que ocupan en la célula
y las estructuras que adquiere su membrana, se han descrito con mas detalle el dominio de la
envoltura nuclear interna y externa (ENI y ENE) y el dominio periférico compuesto por una
red poligonal irregular de cisternas y tibulos interconectados con uniones en tres direcciones
(fig. 1) (Esser & Wendland, 2016; Hu et al., 2008; Friedman & Voeltz, 2011).

Los tubulos, caracterizados por poseer una elevada curvatura, emanan normalmente a partir
de las cisternas y pueden estar conectados entre ellos por uniones de tres vias (Shemesh et al.,
2014). Las cisternas semejan vesiculas colapsadas en forma de disco (Friedman & Voeltz,
2011), o bien, son dos superficies membranales que se posicionan paralelamente una sobre
otra y que se conectan en los bordes cuya curvatura es comparable con la de los tubulos. Asi,
el grosor tipico de las cisternas se encuentra entre los 60 y 100 nm (Shibata et al., 2006) y el
radio de los tibulos entre 15-25 nm (Shemesh et al., 2014). La envoltura nuclear, a pesar de
su apariencia esférica, estd formada por cisternas con membranas una sobre otra a 40-50 nm

de distancia que conforman la envoltura nuclear externa e interna, unidas en areas con una
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elevada curvatura donde se encuentran los poros nucleares (Goyal & Blackstone, 2013) o
donde se insertan los cuerpos polares del huso acromatico (Casey et al., 2012).

El RE es esencial para la secrecion de las proteinas, ya que es el sitio donde se sintetizan, se
modifican, y se controla su calidad para finalmente ser proteinas tanto solubles como
integrales de membrana. El lumen del RE difiere del citosol en iones, condiciones redox y en
proteinas chaperonas lo que provee un ambiente dptimo para el plegamiento, maduracion,
prevencion de agregaciones y modificaciones co-traduccionales y post-traduccionales de
proteinas. La estabilidad de las proteinas se ve favorecida por la formacién de puentes
disulfuro y la adicién de glicanos que provee el RE. Las proteinas mal plegadas y oligdmeros
no ensamblados son retro-traslocados hacia el citosol para su degradacion en el proteosoma,
accion que se conoce como “degradacion asociada al RE” (Ellgaard & Helenius, 2003). Una
vez correctamente plegadas las proteinas, conférmeros residentes del RE se posicionan en los
sitios de salida, donde se comienzan a formar vesiculas de secrecion por el ensamblaje de
COPII que median el trafico del RE al aparato de Golgi (Chen ef al., 2013). Asi mismo, el RE
es importante en sefializacion, metabolismo de carbohidratos, desintoxicacion,
almacenamiento y homeostasis de Ca** (el cual es un i6n con funciones en algunas cascadas
de senalizacion) y de sintesis y distribucion de esteroles y lipidos (English & Voeltz, 2013;
Esser & Wendland, 2016; Friedman & Voeltz, 2011), también promueve el sistema de
endomembranas por medio de la vesiculacion o yuxtaposicion de membranas (Schrader et al.,
2015), por lo que ademéds mantiene interacciones multifuncionales con la membrana
plasmatica, el aparato de Golgi, endosomas, gotas lipidicas, mitocondrias y peroxisomas
(Elbaz & Schuldiner, 2011; Friedman & Voeltz, 2011). El RE es también el organelo donde
reside la enzima integral de membrana glucosa-6-fosfatasa, con su sitio catalitico hacia el
lumen, por lo que la reaccion final de la gluconeogénesis se lleva a cabo en el interior del RE

(Lehninger ef al., 2008).



La estructura, la proporcion y las interacciones del RE son esenciales para distintas funciones
celulares y fisiologicas en cada organismo y tipo celular (Friedman & Voeltz, 2011; Chen et
al., 2013); por ejemplo, las cisternas proliferan en las células especializadas en secrecion,
como las pancredticas, mientras que la red tubular se extiende en células especializadas en
almacenamiento y liberacion de Ca®' intracelular, desintoxicacion, sintesis lipidica y
metabolismo de carbohidratos (Friedman & Voeltz, 2011; Goyal & Blackstone, 2013;
Shemesh et al., 2014) e incluso, en células nerviosas, puede sobresalir dentro de las puntas de
las dendritas y axones (Sackmann, 2014), por lo que mutaciones en la proteinas estructurales
del RE pueden provocar paraplejia espastica hereditaria (Chen et al., 2013), que conforma un
grupo de enfermedades genéticas neurodegenerativas.

Por otro lado, el RE puede sufrir cambios morfolégicos provocados por sefiales celulares o
durante el ciclo celular y la diferenciacion (Friedman & Voeltz, 2011; Shemesh et al., 2014).
En 2009, se reportaron cambios en las proporciones morfologicas del RE durante la mitosis
en células animales (Lu et al., 2009), pero ain no se conocen los mecanismos de estos
cambios ni sus efectos en las interacciones del RE con otros organelos durante la mitosis o la
meiosis. Sin embargo, se sabe que en la mitosis cerrada (como ocurre en los hongos) es
necesaria una distribucion adecuada de los poros nucleares dada por proteinas estructurales
del RE (Zhang & Oliferenco, 2013) y que el volumen nuclear no aumenta hasta poco antes de
su fision, por lo que sufre un incremento rapido del 26% del area de la envoltura nuclear

donde el RE puede funcionar como la reserva para esta expansion (Gonzalez et al., 2009).
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Figura 3. Dominios estructurales del RE . EI RE posee tres grandes dominios: 1) el RE liso (REL)
formado principalmente por una red tubular y algunas cisternas; 2) el RE rugoso (RER) compuesto
por cisternas continuas al nicleo en el cual se posicionan los ribosomas y 3) la envoltura nuclear
externa e interna (ENE y ENI) (modificado de Goyal & Blackstone, 2013).

1.1.2. Distribucion del RE en hongos filamentosos.

La distribucion del RE periférico puede variar dependiendo el organismo: en mamiferos, la
red interconectada de cisternas y tibulos se extiende a lo largo de todo el volumen celular,
mientras que en levaduras se encuentra solo cerca de la membrana plasmadtica, por lo que se
conoce como RE cortical (REc) (Goyal & Blackstone, 2013). Sin embargo, la distribucion del
RE en hongos filamentosos, aunque se esparce por todo el citoplasma, en un micelio septado
es mas compleja. A lo largo de la zona distal al apice de la hifa, el RE se distribuye
homogéneamente por el citoplasma; en cambio, existe una discontinuidad en la distribucion
de la red del RE en las zonas flanqueantes al segundo compartimento (zona apical y tercer
compartimento), lo que indica que éste posee una unidad de gradiente independiente. Tanto la
zona apical como el segundo compartimento poseen una concentracion de la red del RE que
decrece gradualmente hacia las zonas basales cercanas al septo (fig. 2 A y B), mientas que un

nuevo gradiente orientado por la polaridad, emerge de las ramificaciones (fig. 2 C). El resto

de la hifa presenta una distribucion mas homogénea de la red del RE. En cuanto a la relacion



del RE y los septos, dos lineas paralelas de tubulos se posicionan a lo largo de cada uno
evitando la obstruccion del poro pero con cierta interaccion para la comunicacion intercelular

(fig. 2 B) (Maruyama et al., 2006).

A B

Formacion del septo

Zona apical
O VC PO

8
D' rE Ramificacion
@ Nicleo

Q Vacuola
..;: Cuerpo de Woronin

Figura 2. Distribucion celular del RE en el hongo filamentoso Aspergillus oryzae. La zona apical y
el segundo compartimento de la hifa poseen un gradiente descendiente en la distribucion de la red del
RE (A y C). Este gradiente se establece después de la formacion del septo, donde un par de tibulos de
RE del nuevo compartimento se alinean sin obstruir el poro (B). Una distribucion homogénea se
establece en las ramificaciones (C) hasta la formacioén de un nuevo septo. La distribucion en las zonas
distales al apice no presentan este gradiente (modificado de Maruyama et al., 2006).

1.2. El papel de la familia de proteinas Yop1/DP1 en la estructura del RE.

1.2.1. Mecanismos que generan y mantienen la curvatura de la membrana en los
diferentes dominios del RE.
La curvatura de la membrana del RE esta presente en los tubulos, en bordes y fenestraciones

de las cisternas, en los poros nucleares (fig. 3) (Friedman & Voeltz, 2011) e incluso podria
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presentarse en conexiones helicoidales entre cisternas apiladas (Shemesh et al., 2014). Las
variaciones en esta curvatura permiten, ademds de generar las distintas morfologias, mantener
la continuidad e identidad del RE (English & Voeltz, 2013; Goyal & Blackstone, 2013).
Dicha curvatura puede generarse por asimetria lipidica entre monocapas o por proteinas que
curven la membrana directa o indirectamente. Sin embargo, para que se genere una elevada
curvatura como la presente en el RE, la asimetria lipidica, ya sea generada indirectamente por
proteinas o no, tendria que ser mayor a la esperada por la composicion normal de lipidos en
una célula, por lo que el mecanismo mas plausible para generar la elevada curvatura y las
distintas morfologias del RE es mediado directamente por proteinas, las cuales utilizan a su
vez tres mecanismos principales: 1) El primero involucra proteinas que ejercen fuerza
mecanica sobre la membrana lipidica (Shibata et al., 2009). Tubulos con reducida curvatura
pueden ser aislados de reservas membranosas por motores moleculares mientras se desplazan
por el citoesqueleto, por lo que a la par de la polimerizacion o despolimerizacion de éste
(microtabulos en mamiferos y actina en levaduras) los tiibulos pueden avanzar y alargarse o
retroceder y disminuir su longitud (Friedman & Voeltz, 2011, Hu ef al., 2011; Shibata et al.,
2009; Chen et al., 2013). Sin embargo, el citoesqueleto no es esencial para mantener o
generar la red tubular del RE (Friedman & Voeltz, 2011) ya que se pueden generar tibulos in
vitro en ausencia de éste (Dreier & Rapoport 2000). 2) El segundo mecanismo es mediante el
andamiaje curvado que interactiia con la bicapa a lo largo de una superficie forzando a la
membrana a adoptar la misma forma curva. Para ello, se requiere que la proteina tenga una
mayor rigidez que la membrana y que la energia de acoplamiento sea mayor a la energia de
flexion de la membrana. 3) El tercer mecanismo consiste en inserciones hidrofobicas
(acufiamiento), donde proteinas integrales de membrana insertan dominios hidrofobicos en la
monocapa superior de la membrana, lo que perturba el arreglo de los lipidos generando asi

una curvatura local (Shibata et al., 2009).



En 2006, se descubrieron dos familias de proteinas integrales de membrana, conservadas en
todos los eucariontes, que incluyen los reticulones y Yopl/DP1 (Voeltz et al., 2006) que
combinan los mecanismos de andamiaje y acufamiento (Shibata et al., 2010). La
sobreexpresion de estas familias de proteinas en levaduras (Rtnlp y Yoplp) resulta en la
formacion de largos tiibulos de RE sin ramificaciones, mientras que su eliminacion conlleva a
la pérdida de la red tubular, por lo que una cantidad suficiente pueden mantener la estructura
del RE (Voeltz et al., 2006) pero su abundancia determina el balance entre las distintas
morfologias, reflejandose en la proporcion de tibulos y cisternas (Friedman & Voeltz, 2011;
Shemesh et al., 2014). Por otro lado, se ha observado que estas proteinas son también
necesarias para el anclaje y/o estabilizacion del complejo del poro nuclear (Dawson et al.,
2009) y el correcto funcionamiento de los cuerpos polares del huso acromatico en hongos,
equivalentes al centrosoma en eucariontes que llevan a cabo mitosis abierta (Casey et al.,
2012).

Sin embargo, no solo estds dos familias de proteinas tienen un papel en mantener la
morfologia en el RE. La red tubular necesita de la maquinaria de fusion conformada por una
familia de GTPasas integrales de membrana llamadas atlastinas (Seylp en levaduras), que
interactuando con los reticulones y Yop1/DP1 llevan a cabo la fusién homotipica de tibulos
del RE (fig. 3 B), por lo que promueven la formacion de la red por uniones de tres vias
manteniendo la estructura del RE durante la dindmica celular y su rearreglo por el
citoesqueleto (Friedman & Voeltz, 2011; Chen ef al., 2012). También se ha descrito que las
proteinas lunapark (Lnplp en levaduras) son también necesarias para la formacion de la red
tubular trabajando sinérgicamente con los reticulones y Yopl/DP1 residiendo en las uniones
de tres vias (fig. 3 A). Se ha observado que Seylp es necesaria para la localizacion de Lnplp

en las uniones de tres vias y que ademas regula negativamente la interaccion Lnplp-Rtnlp,



mientras que Lnpl actia como antagonista de Seyl equilibrando de alguna manera la fusion

del RE (Chen et al., 2012).

A Unioén de 3 vias B

Atlastinas

2B 4

—— Reticulones
Yopl/DP1

1 Ribosoma

Cisternas

Complejo del poro
en la envoltura nuclear

Figura 3. Dominios estructurales del RE y la ubicacion de las familias de reticulones y
Yop1/DP1 en las membranas con elevada curvatura. (A). Las familias de los reticulones y
Yopl/DP1 mantienen la morfologia de todos los dominios del RE posicionandose en las zonas de alta
curvatura. Asi, éstas se encuentran en los bordes y fenestraciones de las cisternas (B), en la EN donde
se posicionan los complejos del poro nuclear o los cuerpos polares del huso acromatico (C) y como
arcos a todo lo largo de los tiibulos del RE periférico (B). Otras proteinas que tienen un papel en
mantener la morfologia de la red tubular del RE son 1) las atlastinas, las cuales llevan a cabo la fusion
homotipica de membranas (B) y 2) las lunapark que se encuentran en las uniones de tres vias (A)
trabajando en sinergia con los reticulones y Yop1/DP1 (modificado de Goyal & Blackstone, 2013).

1.2.2. Las familias de reticulones y Yop1/DP1.

Las familias de proteinas “morfogénicas” del RE, que incluyen a los reticulones (Rtn) y a
Yopl/DP1 (levadura/ mamifero), no estdn relacionadas en secuencia pero ambas poseen una
region de ~200 aminoacidos (Hu, et al, 2008) con dos dominios hidrofébicos
transmembranales de ~30-35 aminoacidos (Hu, et al, 2011), uno en la region del carboxilo y

el otro en la region del amino, que se encuentran separados entre ellos por un /ink soluble
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orientado hacia el citoplasma (English & Voeltz, 2013). La estructura de estas proteinas de
membrana no ha sido determinada pero se han descrito proyecciones de su estructura y
posiciéon en la bicapa lipidica, donde al parecer forman un pasador hidrofébico en la
membrana del RE (Voeltz et al., 2006) en forma de “W” con una pequefia exposicion al
lumen (Hu et al., 2011), donde cada dominio se caracteriza por un doble cruce
transmembranal dado por dos a-hélices (fig. 3 B y fig. 4).

En los reticulones, cada secuencia hidrofobica es muy corta para atravesar la bicapa dos veces
pero muy larga para atravesarla una sola vez (English & Voeltz, 2013). Por otro lado,
Yop1/DP1 posee los residuos de aminoacidos suficientes para atravesar la bicapa del RE y se
ha descrito que ademas posee una a-hélice amfipatica muy conservada en dominio C-terminal
(fig. 4) que interactia fuertemente con membranas cargadas negativamente y que es necesaria

para para la formacién de tubulos (Brady et al., 2014).

Lumen del RE

Figura 4. Esquema del modelo topologico de los dominios homologos de Yoplp de S. cerevisiae
propuesto por Brady, et al. El modelo muestra dos dominios que atraviesan completamente la
membrana del RE (TM), cada uno mediante dos las a-hélices (a-H) con dos pequeiias exposiciones al
lumen y un dominio amfipatico (a-Hamf) el cual muestra interaccion con la monocapa superior del
RE. La naturaleza quimica de los aminoacidos se indican con diferentes colores: acidos (rojo), basicos
(azul), polaridad neutra (amarillo), hidrofébicos/no polares (verde) y prolina (rosa). Las moléculas
que se indican con un nimero de residuo se refieren al conjunto de aminoacidos que forman las
estructuras secundarias de Yoplp. Modelo basado en mediciones biofisicas de Yoplp y del dominio
amfipatico (modificado de Brady ef al., 2014).
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Hasta ahora, se conoce que ambas familias comparten una topologia que les confiere una
funcién de acufiamiento en el segmento hidrofébico N-terminal y que la estructura de pasador
podria crear un incremento del 10% en la superficie de la monocapa exterior respecto a la
interior (Voeltz et al., 2006), provocando una curvatura positiva (Chen et al., 2013) o
negativa en una posicion contraria (Shemesh et al., 2014) y que para terminar por lograr la
elevada curvatura en el RE, estas proteinas forman andamiajes relaciondndose en homo- y
hetero-oligomeros (English & Voeltz, 2013; Hu ef al., 2011; Shibata et al., 2006) en forma de
arcos y no en forma de anillos o espirales, lo que permite una difusion de lipidos y proteinas
por la membrana del RE. Estos arcos, en so6lo 10% de la superficie pueden generar tibulos
casi perfectos (Hu et al., 2011).

Cabe resaltar que Yopl pertenece también a la superfamilia TB2-DP1-HVA22, que incluye a
miembros de una amplia variedad de eucariontes como a la familia TB2/DP1 (suprimida en
poliposis), se ha asociado a la poliposis adenomatosa familiar severa en humano cuando la
proteina es suprimida (Groden, et al, 1991), una enfermedad hereditaria autosémica
dominante oncologica y a la proteina vegetal HVA22 (inducida por acido abscisico) que
presenta similitud con TB2/DP1, y se piensa que es una proteina que regula negativamente la
muerte celular y de la vacuolacion mediadas por giberelina (Guo & David Ho, 2008; InterPro:

protein sequence analysis & classification, The European Bioinformatics Institute).

1.3. Interacciones entre el RE y otros organelos.

1.3.1. Sitios de contacto entre membranas intracelulares.
Las células eucariontes poseen compartimentos delimitados por membranas llamados
organelos, los cuales tienen su propia identidad bioquimica dada por su papel en el

metabolismo y sus proteinas residentes (Schrader et al., 2015; Rowland & Voeltz, 2012). A
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su vez, cada organelo posee distintos dominios que separan fisicamente actividades
metabolicas potencialmente incompatibles (Lopez-Crisosto et al., 2015). Para el bienestar
celular, todos los organelos deben trabajar en armonia, coordinacion y comunicacion para
realizar funciones sinérgicamente y mantener la homeostasis celular (Rowland & Voeltz,
2012). La complejidad de la comunicacion intracelular incluye: interaccion metabdlica,
regulacion de muerte celular programada y supervivencia, defensa contra patdgenos,
intercambio de metabolitos (Schrader et al., 2015), vias de sefalizacion, trafico vesicular
(Shai et al., 2015) y por sitios de contacto entre membranas (por interacciones proteina-
proteina o proteina-lipido) regulados en tiempo y espacio (Rowland & Voeltz, 2012;
Schrader et al., 2015; Shai et al., 2015; Lopez-Crisosto et al., 2015). Los sitios de contacto
entre membranas intracelulares sugieren que factores ubicados en diferentes organelos
pueden unirse y llevar a cabo funciones adicionales (Rowland & Voeltz, 2012).

Por microscopia electroénica, microscopia de fluorescencia in vivo y tomografia de resolucion
nanométrica, se ha descubierto que el RE tubular forma abundantes sitios de contacto con la
membrana plasmatica, las mitocondrias, los peroxisomas, los endosomas, las gotas lipidicas y
el aparato de Golgi (Elbaz & Schuldiner, 2011). Estos sitios de contacto son regiones
enriquecidas en lipidos y proteinas donde dos membranas se encuentran estrechamente
unidas pero no fusionadas, manteniendo asi la identidad de cada organelo (Rowland &
Voeltz, 2012; Schrader et al., 2015). Se ha observado que la distancia entre cada membrana
es tan corta que el contacto puede estar dado por interacciones proteina-proteina o proteina-
lipidos (Shai et al., 2015). Ademas, estas uniones son altamente estables ya que las
membranas involucradas se mantienen unidas durante la dindmica celular, por lo que el
trafico de organelos no afecta su integridad. Algunos sitios de contacto del RE son extensos,
aunque en su mayoria son discretos cubriendo por ejemplo, 2-5% de la superficie de una

mitocondria de tamafio promedio y 3-5% de endosomas en células de mamiferos, por lo que
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es posible que se trate de interacciones redundantes aunque podrian tener alguna funcion
especifica (Phillips & Voeltz, 2016).

Las funciones que se les ha atribuido a los sitios de contacto son en general: la regulacion de
un organelo sobre otro, el trafico bidireccional de moléculas sin depender del tiempo de
difusion por el citosol, control de biosintesis lipidica, sefializacion de Ca**, optimizacién de
rutas biosintéticas y respuestas celulares que requieren mas de un organelo, herencia de
organelos que no pueden formarse de novo y division de organelos, donde el RE marca el

sitio donde se va a llevar a cabo la division (Friedman et al., 2011; Shai et al., 2015).

1.3.2. Interacciones RE-peroxisomas.

Los peroxisomas dependen de las interacciones con la membrana plasmatica y diferentes
organelos como mitocondrias, gotas lipidicas y cloroplastos (en plantas), para llevar a cabo
funciones anabolicas y catabdlicas. Por ejemplo, para completar la oxidacion de los productos
de la B-oxidacion (donde se produce acetil-CoA a partir de lipidos, lo que contribuye a la
formacion de ATP) y del ciclo del glioxilato (donde se produce oxalacetato a partir de lipidos,
lo que contribuye a la formacién de glucosa) producidos en los peroxisomas, €stos son
transportados a la mitocondria para finalizar en el ciclo del acido citrico, ademas de compartir
el metabolismo de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno por rutas metabolicas similares,
por lo que ambos organelos mantienen una interaccion metabolica importante (Wanders et al.,
2016). Las interacciones particulares por sitios de contacto entre ambos organelos tienen
diversas funciones: 1) Maduracion de peroxisomas jovenes y anterior a su fisiébn por la
llegada de lipidos y algunas proteinas peroxisomales provistas por el RE (Koch et al., 2005);
2) herencia peroxisomal, donde la peroxina Pex30 estd presente tanto en la membrana de los
peroxisomas como en el RE y que interacciona con Inp1 formando asi un complejo de anclaje

al RE que mantiene una poblacion particular de peroxisomas en la célula madre antes de la
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division celular, (Knoblach ef al. 2013; Shai et al., 2015; Schrader et al., 2015); 3) regulacion
negativa de la proliferacion peroxisomal por la interaccion entre Pex30, los reticulones y
Yopl (Shai et al., 2015); 4) dindmica peroxisomal y 5) intercambio vital de enzimas y
moléculas clave relacionadas con metabolismo de lipidos, como la sintesis de
esterofosfolipidos que comienza en peroxisomas y termina en el RE (Schrader et al., 2015),

acidos grasos poliinsaturados, colesterol, 4cidos biliares e isoprenoides.

1.3.3. Interacciones RE-mitocondrias.

Las interacciones por sitios de contacto entre las mitocondrias y el RE (MAM) se llevan a
cabo cuando la membrana del RE se asocia con la membrana exterior de las mitocondrias.
Estos sitios se encuentran enriquecidos con proteinas de la biosintesis de lipidos, y estan
relacionados con funciones como: 1) biosintesis de glicerofosfolipidos, donde la
fosfatidilserina sintetizada en el RE se transporta a la mitocondria que posee las enzimas para
su conversion a fosfatidiletanolamida y que finalmente es convertida a fosfatidilcolina en el
RE (Schrader et al., 2015; Lang et al., 2015); 2) sefializacién con Ca®', el cual puede
encontrarse en alta concentracion en la interfase de la interaccion, lo que regula la fisiologia
mitocondrial y por tanto, mantiene la homeostasis de la energia celular; 3) supervivencia o
apoptosis por respuesta al estrés de proteinas mal plegadas, donde el RE detiene la traduccion
y activa chaperonas, lo que requiere de mucha energia; por lo que, para maximizar la
produccion de ATP, se incrementan los sitios de contacto ER/mitocondria que conlleva a un
incremento en la concentraciéon de Ca®" mitocondrial, activando las enzimas que determinan
la velocidad del ciclo de Krebs (isocitrato deshidrogenasa) y por tanto, un aumento en la
fosforilacion de ADP, determinando la salida del estrés del RE o la muerte celular por una

sobrecarga de Ca®" mitocondrial; 4) dindmica mitocondrial y 5) fuente de origen de
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membranas para la formacion del autofagosoma sobre mitocondrias dafiadas (Schrader et al.,
2015).

Un tipo particular de interaccion RE-mitocondrias en levaduras, se da por la estructura de
encuentro del reticulo endopldsmico y mitocondria (ERMES, por sus siglas en inglés)
(Kornmann & Walter, 2010), compuesto por la proteina de membrana Mmml en RE, las
proteinas de la membrana exterior Mdm10 y Mdm34 en mitocondrias, la proteina citosolica
Mdm12 y la GTPasa de unién a Ca’>" Geml que regula el tamafio y nimero de complejos
ERMES (Kornmann et al. 2011; Lépez-Crisosto et al., 2015). La interaccion mediante el
complejo ERMES permite 1) intercambio redundante de lipidos; 2) el ensamblaje de
proteinas con estructura de barril f en la membrana externa mitocondrial por Mdm10; 3)
herencia y dindmica mitocondrial, exceptuando la fisién y 4) autofagia (Kornmann & Walter,

2010; Lang et al., 2015).

1.3.4. Fision mitocondrial y peroxisomal.

La fusion y fision de las mitocondrias y la fision los peroxisomas genera distintas morfologias
en ellos, como las esféricas, los tubulos y las redes reticulares de tibulos interconectados.
Estos eventos regulan el numero, volumen, tamafio y contenido de estos organelos, lo que es
de vital importancia para su funcionamiento y herencia (Shrader & Yoon, 2007). Ambos
organelos comparten elementos en la maquinaria de fision como Fisl y DLP1/Drpl
(mamiferos/levaduras). Fisl es una proteina anclada por la cola a la membrana que funciona
como factor de anclaje para la dinamina Drp1l que ejecuta la fision en ambos organelos. Dicha
interaccion es mediada por la proteina adaptadora Mdv1 que a su vez recluta a Drpl. Por otro
lado, en el peroxisoma, Pex11 tiene dos funciones, ya que es requerida para la elongacion de
este organelo antes de la fision (Schrader, er al, 1998) y concentra a Fisl en los sitios de

division (Koch, et al, 2005; Kornmann & Walter, 2010). El RE marca la mayoria de los sitios
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de fisiébn en mitocondrias, donde ocurre una constriccion (fig. 5) (Friedman, et al, 2011;
English & Voeltz, 2013) que facilita la formacion de la hélice de Drpl que escinde a la
mitocondria (Friedman et al., 2011 Rowland & Voeltz, 2012). Un proceso semejante podria
estar ocurriendo también en los peroxisomas; sin embargo no se ha corroborado
experimentalmente. Ademas de marcar el punto de fision en las mitocondrias, las
interacciones RE-mitocondria estdn implicadas en la distribucién de las mitocondrias en la

célula y la distribucion del ADN mitocondrial (ADNmt) (Murley et al. 2013).

Figura 5. Tomografia de microscopia electrénica de sitios de contacto entre el RE y la
mitocondria en las zonas de constriccion mitocondrial. Un tibulo del RE (verde) tiene contacto
(rojo) alrededor de una mitocondria (morado) en el sitio de constriccion
(modificado de Friedman et al., 2011).

1.4. El hongo filamentoso Podospora anserina como modelo celular.

1.4.1. Podospora anserina en el laboratorio.

Entre todas las especies de hongos que existen, pocas son utilizadas como organismos
modelo, siendo Aspergillus nidulans y Neurospora crassa las especies de hongos
filamentosos mas estudiados. Ademas de éstos, el hongo filamentoso Podospora anserina es
un modelo con el genoma secuenciado (fig. 6). El genoma de las cepas “S”, “s” (utilizadas
comunmente para mapeo genético) y “T” (con multiples polimorfismos respecto a las cepas

anteriores), incluyendo su ADNmt, asi como una base de datos sobre marcadores de
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secuencia expresados (ESTs) en diferentes estadios del desarrollo estan disponibles en el sitio

web de “Podospora anserina Genome Project”: http://podospora.igmors.u-psud.fr.

Las caracteristicas generales del genoma de P. anserina son: 1) Una extension de 35.5-36 Mb
divididas en 7 cromosomas; 2) un contenido de GC del 52.02%; 3) posee 10,635 secuencias
codificantes (CDS del inglés “coding sequence”), cuya expresion se ha demostrado, en su
mayoria, por ensayos de microarreglos; 4) comparte 6,800 genes con N. crassa, con un
promedio de identidad del 60% en las regiones codificantes de sus ortélogos, y 5) existe una
region que incluye 37 genes que flanquean el locus de identidad sexual (locus Mat, del inglés
“mating type”) donde no ocurre recombinacion durante la meiosis (Espagne et al., 2008;
Silar, 2013). Aunado a la genética de este hongo que facilita su uso experimental, P. anserina
es utilizado como organismo modelo debido a que presenta un ciclo generacional 2 a 3 veces
mas rapido que los modelos antes mencionados. Asimismo, este hongo permite efectuar
estudios de envejecimiento y es un modelo 6ptimo para la investigacion sobre el desarrollo
sexual, los priones y otras unidades hereditarias no convencionales, la transduccion de sefiales
y la diferenciacion celular, degradacion de biomasa vegetal, fusion celular e incompatibilidad
vegetativa (donde se forma el heterocarionte por incompatibilidad genética de un loci
especifico), interacciones con otros hongos, fisiologia mitocondrial, traduccion, metabolismo

secundario, formacion de ascosporas, fusion de hifas y andlisis genéticos (Silar, 2013).
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Figura 6. Mapa del genoma de Podospora anserina. El genoma de la cepa S de P. anserina esta
constituido por siete cromosomas y una molécula de ADNmt. El mapa se representa con escala de la
secuencia y no de las distancias genéticas con los marcadores genéticos (izquierda) y polimorfismos

en su mayoria microsatélites ¢ “indels” de la cepa T (derecha) (modificado de Silar, 2013).

En condiciones de laboratorio este hongo es facil de cultivar y puede crecer y completar su
ciclo de vida en un medio minimo modificable llamado M2 que contiene dextrina como

fuente de carbono y urea como fuente de nitrogeno. En este medio, P. anserina crece un
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promedio de 7 mm al dia y a partir del tercer dia comienza a diferenciar los gametos sexuales
masculinos o0 espermacios que consisten en células uninucleadas y gametos sexuales
femeninos o ascogonios que se forman por el auto-enrollamiento de hifas del micelio
somatico. P. anserina es un hongo heterotalico, por lo que para llevar a cabo cruzas sexuales
se requiere fertilizar los ascogonios de una cepa con espermacios de una cepa del sexo
opuesto. Tras ser fertilizados los ascogonios se desarrollan en cuerpos fructiferos (peritecios)
dentro de los cuales se forman las esporas sexuales (ascosporas) después de cuatro dias (Silar,
2013). Estas esporas pueden observarse, aislarse y manipularse para realizar una gran
diversidad de andlisis genéticos (Labarére & Bernet, 1979). En el medio estdndar de
crecimiento, la eficiencia de germinacion de las ascosporas es muy baja, siendo del 1% si son
recolectadas y separadas homogéneamente sobre el medio de cultivo y del 0.01% si no lo son
recolectadas y separadas, lo que puede deberse a que en la naturaleza germinan después de su
paso por el tracto digestivo de algin herbivoro. En el laboratorio, es suficiente con
recolectarlas con una aguja de una a una y sembrarlas en un medio con acetato de amonio y
Bacto Peptona para conseguir una eficiencia de germinacién cercana del 100% (Silar, 2013).

El método para obtener mutantes de P. anserina es la transformacioén de protoplastos con
polietilenglicol (PEG). Se han construido varios vectores que permiten el uso de marcadores
de seleccion comunes, como aquellos que confieren resistencia a antibidticos como la

higromicina B, la nourseotricina, la fleomicina y la geneticina (Silar, 2013).

1.4.2. Ecologia y ciclo de vida.

Podospora anserina (Ces. Ex Rabenhorst) Niessl, 1883 (Matsushima, 1975), es un hongo
filamentoso del phylum Ascomycota, familia Lasiosphaeriaceae, subphylum Pezizomycotina
orden Sordariales, subclase Sordariomycetidae y clase Sordariomycetes (Index Fungorum,

2016). Es un hongo saprofito que crece y se desarrolla en el estiércol, aunque existe un
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reporte de que podria vivir como endoéfito (residente dentro de tejidos vegetales sin causar
ningln efecto aparente) (Matasyoh et al., 2011). Se ha encontrado en muchas regiones del
Norte y Sur de Europa, Brasil, Nueva Zelanda, Kenia, etc., en las heces de muchas especies
de herbivoros, por lo que se considera que P. anserina es un hongo cosmopolita. Este hongo
tiene ciertas peculiaridades en su ciclo de vida: 1) So6lo se conoce su reproduccion sexual; 2)
sufre senescencia, aunque en la naturaleza no alcanza un crecimiento suficiente para
presentarla y 3) fructifica al final de la sucesion ecoldgica del estiércol por la posesion de un
mecanismo antagonico que elimina la competencia llamado interferencia hifal en el que P.
anserina altera estructuralmente las hifas de la competencia frenando su desarrollo, ademas
de que su repertorio enzimatico degrada polisacaridos, como la lignina (componente de las
paredes secundarias de células vegetales), que se metabolizan posteriormente a la degradacion
de carbohidratos simples (Silar, 2013).

El ciclo de vida de P. anserina (fig. 7) en sentido estricto es heterotélico, el cual comienza
con la germinacion de las ascosporas después de haber pasado por el tracto digestivo de un
herbivoro, de las que crece un micelio septado que invade el sustrato. Por un lado existen
esporas monocarioticas que al germinar producen un micelio con un solo tipo sexual, cuyos
gametos necesitan el encuentro fisico con gametos del sexo opuesto para completar el ciclo.
Por otro lado, otras ascosporas del mismo ascoma se comportan como las de un hongo
pseudohomotalico que portan dos nucleos (dicaridticas); en la naturaleza las ascosporas
dicaridticas son mas abundantes y sus nicleos usualmente poseen tipo sexual opuesto (mat+
y mat-), por lo que producen un micelio autofértil. Ambos micelios son capaces de producir
los dos gametos sexuales. Tras su formacion, los ascogonios, se rodean de hifas hasta
conformar estructuras multicelulares llamadas protoperitecios. Estas hifas proveen proteccion
al ascogonio mientras sucede su fertilizacion, y posteriormente formaran la envoltura del

peritecio maduro (Espagne et al., 2008; Peraza-Reyes & Berteaux-Lecellier, 2013). La
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fertilizacion ocurre después de que una hifa especializada proveniente del ascogonio —la hifa
tricogina— es atraida hacia un espermacio del sexo opuesto mediante las feromonas
producidas por éste. La fertilizacion ocurre por la fusion entre ambas células, tras la cual el
nucleo del microconidio migra al interior del ascogonio, donde posteriormente se replica
sincronicamente con los nucleos del ascogonio (Casselton, 2002). A partir de esta estructura
se forman una serie de células dicarioticas denominadas hifas ascogenas, a partir de las
cuales se desarrollan las ascas, iniciando con una curvatura cerca del dpice denominadas
croziers, en las que un par de ntcleos de sexo opuesto migran hacia la parte superior de los
mismos, ubicdndose en la parte curveada de este tipo celular (fig. 8). Después de mitosis
coordinadas, la formacion de un par de septos produce tres células en el crozier: una
binucleada en la parte superior y dos flanqueantes uninucleadas. Las dos células uninucleadas
se fusionan y forman un nuevo crozier que propaga el estado dicariotico, mientras que la
célula de la parte superior lleva a cabo la cariogamia y se diferencia en una asca o meiocito,
debido a que en éste también se lleva a cabo la meiosis. Una mitosis post-meidtica da lugar a
ocho nucleos que son empaquedados por pares en cuatro nuevas células que se forman dentro
del asca original. Esto resulta en la formacion de cuatro ascosporas binucleadas, cuyos
nucleos poseen generalmente tipo sexual opuesto. Las ascosporas maduran dentro del asca
materna, de la que posteriormente son expulsadas para su dispersion (Peraza-Reyes &
Berteaux-Lecellier, 2013; Esser & Wendland, 2016). Por otro lado, en el 5% de las ascas, una
de las esporas binucleadas es reemplazada por dos esporas uninucleadas (monocariotica), lo
que da origen a cepas homocarioticas (Labarére & Bernet, 1979). La posibilidad de obtener
esporas tanto dicaridticas como monocaridticas es de gran utilidad para efectuar diversos

analisis genéticos en este hongo.
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Figura 7. Ciclo de vida del hongo pseudohomotalico P. anserina. La germinacion de una ascospora
monocaridtica da lugar a un micelio de un solo tipo sexual (mat+ o mat-) que forma ambas estructuras
reproductoras (ascogonios y espermacios). La fertilizacion se da cuando un espermacio se fusiona con

la hifa tricogina de un ascogonio del sexo opuesto. Por otra parte, el ascogonio recluta hifas

vegetativas del micelio a partir del cual se formo para producir la envoltura del peritecio (también
llamado peridio). A partir de ésta se diferencian células estériles especializadas, las parafisis y perifisis
(no ilustradas), mientras que del ascogonio fertilizado se desarrolla el himenio, en el que se forman las
células (ascas) donde ocurre la cariogamia, la meiosis y la formacion de las ascosporas (modificado de

Peraza-Reyes & Berteaux-Lecellier, 2013).
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Figura 8. La formacién de las ascosporas de P. anserina. La formacion de las esporas sexuales
ocurre dentro de los peritecios y resulta de la compartamelizacion de los nticleos derivados de la
cariogamia y la meiosis. En primer lugar, a partir del ascogonio fertilizado (los ciculos pequefios de
distinto color representan nicleos de diferente origen parental) se forma una célula dicariodtica (hifa
ascogena) en cuya parte superior (el crozier) ocurre la cariogamia y donde surge un asca (el meiocito).
Por su parte, las células basal y terminal de cada crozier se fusionan para diferenciar un nuevo crozier.
Este proceso se repite en la parte inferior de cada nueva asca, resultando en una propagacion de la
etapa dicariotica. Seguido a la cariogamia ocurren las dos divisiones meiodticas con un eje de division
vertical. Una mitosis post-meidtica en un eje horizontal da lugar a ocho nucleos que son,
posteriormente, empaquetados en cuatro ascosporas dicaridticas en el 95-99% de los casos. En el 1-
5% de las ascas el cambio de orientacion de uno de los husos mitdticos da lugar a dos esporas
uninucleadas pequefias en lugar de una espora dinucleada. Esto resulta en la formacion de ascas con
tres ascosporas dicaridticas grandes y dos homocarioticas pequefias (modificado de Peraza-Reyes &
Berteaux-Lecellier, 2013).

Una segunda caracteristica de gran utilidad para el analisis y mapeo genético en P. anserina
es la formacion de dos tipos de ascas: pre-reducidas o de segregacion de primera division
(SPD) y ascas post-reducidas o segregacion de segunda division (SSD) (fig. 9). En cruzas
heterocigas para un gen determinado, las ascas pre-reducidas se originan de una meiosis en la
que no ocurrié recombinacion entre este gen y su centrémero, por lo que cada mitad del asca
en cuanto a nucleos es homogénea (dos esporas poseen, cada una, dos nucleos con el mismo
alelo, y las dos restantes poseen el alelo contrario) En las ascas post-reducidas ocurre un

evento de recombinacién entre el gen y su centromero, produciendo cuatro esporas
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heterocaridticas (cada espora posee dos nticleos que portan alelos distintos). La proporcion de
cada evento depende de la distancia del gen determinado a su centromero. Asi, los eventos
SPD permiten un primer acercamiento al mapeo de los genes relacionado con la cercania a su
centromero, mientras que los eventos SSD proporcionan informacion respecto a la

dominancia o recesividad de diferentes alelos (Silar, 2013).

Ascas
post-reducidas
Ascas _— A
pre-reducidas

Figura 9. Formacion de ascas post- y pre-reducidas. El mapeo de genes en P. anserina se ve

95-99% 1-5%

facilitado por una segregacion diferencial en las ascas. Si ocurre una segregacion de segunda division
meidtica (ascas post-reducidas), en un asca con cuatro ascosporas todas contendran nticleos con ambos
alelos de un gen de interés, mientras que en ascas de cinco esporas cada una de las esporas pequeiias
contendra un alelo distinto. La aparicion de este tipo de ascas aumenta en funcion de la lejania del gen
a su centromero. En el caso de la segregacion de primera division (ascas pre-reducidas), un alelo
definido de un gen de interés solo se encontrara en dos de las cuatro esporas de un asca, mientras que
en las ascas de cinco esporas dos de ellas presentaran un alelo y las tres restantes (una binucleada y
dos uninucleadas) el alelo opuesto. La presencia de ascas pre-reducidas aumenta en funcién de la
cercania del gen a su centromero (modificado de Peraza-Reyes & Berteaux-Lecellier, 2013; Silar,
2013).
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1.4.3. La senescencia y el envejecimiento de P. anserina.

En 1935, Georges Rizet describido un fendmeno de envejecimiento en P. anserina llamado
“senescencia”, lo que ocurria en menos de un mes de crecimiento, y solia ocurrir en promedio
hasta los 25 dias (Esser & Wendland, 2016). El envejecimiento celular puede ser definido
como la disminucién del potencial celular para proliferar y/o diferenciarse dado por causas
intrinsecas, lo que puede culminar en la muerte celular. Aunado a esto, las células
senescentes, son aquellas que han alcanzado el mayor nimero de divisiones. Es posible
estudiar estos fendmenos en los hongos filamentosos debido a que estan entre lo unicelular y
multicelular por la presencia de septos que separan dos células en una misma hifa pero que a
su vez permiten el flujo citoplasmatico a través de un poro en el mismo septo.

Después de la germinacion de una ascospora, el micelio se puede dividir en distintos
explantes, los cuales pueden presentar longevidades distintas. Sin embargo, con réplicas del
experimento en las mismas condiciones, la curva de supervivencia se conserva para todas las
ascosporas con el mismo genotipo, por lo que es comun presentar datos de este tipo con
promedios y desviaciones estandar. La longevidad puede ser expresada como el tiempo
requerido para que un cultivo presente senescencia, sin embargo, en P. anserina existe otra
unidad de medida: la distancia que cubre el micelio durante ese mismo tiempo (Silar, et al,
2001).

Antes de la senescencia, en P. anserina se puede observar que 1) a un nivel macroscéopico la
velocidad de crecimiento disminuye, ocurre una pérdida de la fertilidad y aparece y aumenta
una pigmentacion verde olivo en el micelio (Silar, et al, 2001; Scheckhuber & Osiewacz,
2008); 2) microscopicamente disminuyen las ramificaciones laterales de la hifas y éstas se
hinchan y revientan; 3) ultramicroscopicamente cambia el arreglo del sistema membranal
intracelular lo que incluye a las mitocondrias, RE y ntcleo y se acumulan ribosomas libres; 4)

bioquimicamente se acumula lipofuscina (pigmento de células dafiadas) por defectos
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metabolicos lisosomales y 5) molecularmente ocurren modificaciones en el ADNmt (Silar et
al., 2001).

La longevidad es controlada por factores externos y genéticos. En primer lugar, las
condiciones de crecimiento (temperatura, luz, medio de cultivo, etc.) influyen en la
longevidad. Por ejemplo, una mayor temperatura puede llevar a la disminucion de la
longevidad y viceversa. Asimismo, un periodo corto de incubacién a 36 °C al comienzo de la
senescencia puede extender la longevidad; o bien, el uso de azicares que permiten la
represion catabodlica disminuirla (y viceversa), por lo que el uso diferencial de medios de
cultivo no permite llegar a un consenso de longevidad en ciertas mutantes. En segundo lugar,
los genomas mitocondrial y nuclear pueden tener también efectos en la longevidad. En
micelio joven, el ADNmt est4 constituido por una molécula circular de 100 kb que codifican
para ARN ribosomal (ARNr), ARN de transferencia (ARNt) y proteinas de la cadena
respiratoria. Dado que P. anserina es un aerobio obligado, la desaparicion del ADNmt es una
causa de muerte. Rearrreglos en el genoma mitocondrial —en su mayoria amplificaciones
extra cromosomicas— estan asociadas al envejecimiento de P. anserina; muchos de estos
rearreglos consisten en secuencias repetidas de ADNmt arregladas en grupos multiméricos de
plasmidos, conocidas como ADN de senescencia (ADNsen) por su presencia en cepas
senescentes de P. anserina (Jamet-Vierny et al., 1980), donde la molécula de ADNmt
desaparece y es reemplazada por estas moléculas (Silar ef al., 2001). En cuanto al genoma
nuclear, se ha calculado que 600-3,000 genes afectan la senescencia de P. anserina de los
cuales se han estudiado pocos como la traduccion citosélica, importe de proteinas a la
mitocondria, cadena respiratoria, la homeostasis del cobre y la disminuciéon de teldmeros (la
cual no ocurre durante la senescencia de P. anserina) (Silar et al., 2001).

Actualmente existe una coleccion de cepas mutantes de P. anserina con mayor longevidad

que la silvestre. Un primer grupo de mutantes estd afectado en la respiraciéon mitocondrial,
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donde el complejo enzimatico citocromo oxidasa (COX) estd ausente o dafiado y en las que
P. anserina no muere ya que puede seguir con la respiraciéon mitocondrial con una oxidasa
alterna resistente a cianuro (AOX), donde la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés) se ve disminuida; sin embargo, la sobreexpresion de AOX en
esta mutante restaura la senescencia silvestre ya que se recuperan los niveles de ROS
producidos (Lorin, ef al, 2001). Otros grupos de mutantes con alta longevidad son aquellas en
las que la importacién de proteinas a las mitocondrias tiene un impacto en la estabilizacion
del ADNmt, donde no se acumula ADNsen; y dos grupos mas en las que se eliminan
metacaspasas involucradas en apoptosis (Scheckhuber & Osiewacz, 2008); y en las que se
induce de la autofagia (Knuppertz et al., 2014). La gran mayoria de estas mutaciones no
producen un “envejecimiento sano” debido a fuertes defectos fenotipicos como disminucion

de la velocidad de crecimiento y fertilidad (Scheckhuber & Osiewacz, 2008).
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2. ANTECEDENTES

Se ha reportado que diferentes proteinas peroxisomales o peroxinas (PEX) de biogénesis de
membrana e importacion de proteinas a la matriz peroxisomal son requeridos para diferentes
etapas del desarrollo sexual de P. amserina, como la formacién y mantenimiento de los
peritecios y la formacién, maduracién y germinacion de las esporas sexuales (Peraza-Reyes
& Berteaux-Lecellier, 2013). Asi, en el desarrollo de P. anserina, la importacion de proteinas
al peroxisoma, todas las peroxinas del complejo RING-finger (PEX2, PEX10 y PEX12), son
requeridas para la formacion de meiocitos (ascas), especificamente PEX2 es necesaria para la
cariogamia. En cuanto al complejo de docking (PEX3, PEX14 y PEX14/17), PEX14 es
necesaria para la importacion de proteinas después de la primera metafase meiodtica y en las
ascosporas; PEX14/17 se requiere para la metafase I de la meiosis y PEX13 para el desarrollo
del meiocito (asca), ya que su ausencia bloquea la meiosis. Las peroxinas implicadas en la
biogénesis de las membranas peroxisomales, PEX3 y PEX19, también se requieren para la
formacion de meiocitos (Peraza-Reyes et al., 2011; Peraza-Reyes & Berteaux-Lecellier,
2013). Durante el desarrollo meidtico de P. anserina, es también de gran importancia la
regulacion precisa tanto de la dindmica (en cuanto al tamafio, nlimero y localizacion de este
organelo), como del ensamblaje (cambios en el estado funcional de la maquinaria de
importacion peroxisomal) de los peroxisomas que intervienen en la modulacion de la
cariogamia, el inicio de la meiosis y la segregacion de nucleos mitdticos en las esporas
sexuales (Peraza-Reyes & Berteaux, 2013). Ademas, se conoce que funciones mitocondriales
especificas son también requeridas para la progresion meidtica en P. anserina como la
presencia de la citrato sintetasa mitocondrial (CIT1) (Ruprich-Robert et al., 2002) y el gen

nuclear-mitocondrial RMP1 cuya expresion y localizacion subcelular es regulada durante
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todo el desarrollo y es requerido para la progresion de la meiosis y la correcta formacion de
las ascosporas (Contamine et al., 2004). Ademads, la dindmica y funciéon de las mitocondrias
puede ser afectada por defectos peroxisomales especificos (Baumgart et al., 2001; Bonnet et
al., 2006; Ruprich-Robert et al., 2002) dada su interaccion metabolica.

En cuanto a la longevidad, se ha caracterizado una mutante de P. anserina relacionada con
dindmica mitocondrial con una esperanza de vida de 244 hasta 1,000 dias que presenta
“envejecimiento sano” donde la morfologia del micelio, la pigmentacién y velocidad de
crecimiento son comparables con la silvestre. Esta mutante tiene ausente una proteina
involucrada en la fision mitocondrial DNM1, donde la pronunciada liberaciéon de ROS como
peroxido de hidrégeno y la fragmentacion de las mitocondrias filamentosas presentes en una
cepa silvestre en senescencia es retrasada debido tal vez a una resistencia celular a la
induccién de la apoptosis (Scheckhuber et al., 2007). Por otro lado, la mutante de la NADH
cinasa en P. anserina (PaNdkl) también presenta una mayor esperanza de vida ademds de
estabilidad en el ADNmt; sin embargo, presenta defectos somaticos y sexuales, por lo que no
aumenta su longevidad de manera saludable (El-Khoury & Sainsard-Chanet, 2010).

Es importante recordar que la formacion, funcion y dindmica peroxisomal y mitocondrial
dependen en gran manera del RE (Shai et al., 2015; Shrader & Yoon, 2007; Shrader et al.,
1998; English & Voeltz, 2013), asi como el ensamblaje de los poros nucleares y cuerpos
polares del huso dependen de proteinas del RE como los reticulones y Yopl (Casey et al.,
2012). Ademas de la importancia del RE en la secrecion de proteinas, éste también interviene
en el ensamblaje de complejos de sefializacion de importancia para el desarrollo de P.
anserina (Lacaze et al., 2015). Es por lo anterior que como primer acercamiento para
entender el papel del RE durante el desarrollo y como las interacciones entre organelos se
organizan durante el mismo proceso, estudiamos el papel de las proteinas de la familia

Yopl/DP1 durante el desarrollo sexual de P. anserina.
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3.  JUSTIFICACION

El RE es un organelo que posee distintos dominios, cada uno con un amplio nimero de
funciones celulares. Sin embargo se conoce poco sobre la formacion de los dominios tanto
funcionales como estructurales y de interaccion, asi como sobre su regulacion y sobre el
efecto del deterioro de su organizacion durante el desarrollo. El presente trabajo pretende
generar informacion sobre el impacto que la disrupcion de la organizacion del RE tiene

durante la progresion del desarrollo en hongo filamentoso P. anserina como modelo celular.

4. HIPOTESIS

Alteraciones en la morfologia y/o en la organizacion del RE, en las que participa la familia de
proteinas Yopl/DP1, evidenciaran su relevancia en el desarrollo somatico y la diferenciacion

celular en el desarrollo sexual del hongo P. anserina.
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S. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

- Determinar los efectos de la ausencia de las proteinas de la familia Yop1/DP1 en el

desarrollo del hongo filamentoso P. anserina.

5.2. Objetivos particulares

- Identificar los posibles genes de P. anserina que codifican para proteinas de la familia
Yopl/DPI.

- Determinar los efectos de la ausencia de los genes de Yop1/DP1 durante el desarrollo
somatico de P. anserina.

- Determinar cémo la ausencia de los genes de Yop1/DP1 afecta el desarrollo sexual de

P. anserina.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Cepas, plasmidos y medios de cultivo.

6.1.1. Cepas de P. anserina utilizadas y medios de cultivo para su crecimiento.

Esta investigacion se llevo a cabo con la cepa “S” de P. anserina, cuyo genoma ha sido
secuenciado (Espagne et al., 2008). No obstante, en los experimentos de transformacion y
recombinacion homologa, se utilizo6 la cepa 4ku70 (Gandia et al., 2016), la cual esta afectada
en la via de reparacion del ADN en la recombinacién por uniéon de extremos homologos, 1o
que facilita la insercion del ADN por recombinacion homologa (Gandia et al., 2016).

Las cepas de P. anserina crecieron en laboratorio en medio minimo M2 con dextrina como
unica fuente de carbono (anexo 10.2.1). En los experimentos de tasa de crecimiento, las cepas
se inocularon en medio M2 y en medios donde la dextrina fue reemplazada por 4cido oleico
(0.05% de acido oleico en 0.2% de Tween 40, usado como emulsificante) (anexo 10.2.3) o
por papel celofan (i.e. celulosa) (anexo 10.2.2) como unica fuente de carbono. La tasa de
crecimiento de estos cultivos fue determinada midiendo el radio de las colonias individuales
cada 24 horas por 4 dias (en 4 experimentos independientes). Los protoplastos para la
transformacion de P. amserina fueron generados mediante la inoculaciéon de pequeiios
implantes de la cepa Aku70 en medio liquido para protoplastos (medio M2 con 5 g/L de
extracto de levadura) (anexo 10.2.4). Posterior a la transformacion de protoplastos, éstos se
inocularon en 5 mL de medio de cobertura (constituido en un 75% por RG y en 25% por
sorbitol 0.8 M) y finalmente vertidos sobre medio RG (M2 con 20% de glucosa) (anexo

10.2.5) con el antibidtico correspondiente (concentraciones en anexo 10.2.9).
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Las ascosporas, producto de las cruzas sexuales, fueron recuperadas en medio de agar (10 %
de cloruro de sodio) (anexo 10.2.6) y germinadas en medio GYE el cual incluye Bacto
Peptona (15 %) y acetato de amonio (4.4 %) (anexo 10.2.7). Las cepas mutantes verificadas
se almacenaron a -70 °C en explantes de 2x2x2 mm en 1 mL de medio liquido RG
permitiendo que las cepas se congelen y descongelen repetidas veces para su uso en el

laboratorio sin afectar su vigorosidad hasta por 20 afos.

6.1.2. Plasmidos para la construccion de casetes de delecion y complementacion genética.
El gen hph de Escherichia coli (el cual confiere resistencia a higromicina B) (Gritz & Davies,
1983) y el gen NATI de Streptomyces noursei (que confiere resistencia a nourseotricina)
(Kriigel et al., 1993) fueron obtenidos de los plasmidos pBC-Hygro y pPAPI-509,
respectivamente. Por otro lado, los plasmidos utilizados para amplificar las secuencias
flanqueantes de los genes de la familia Yop1/DP1 y para la complementacién genética fueron
GAOAA178CDI11 para Pa 2 5730 (YOPI) y GAOAA301B08 para Pa_4 3260 (YOP2).

Todos los plasmidos se obtuvieron de la Biblioteca de ADN gendmico de P. anserina,

Genoscope (Espagne et al., 2008).

6.2. Identificacion de posibles genes codificantes para proteinas de la

familia Yop1/DP1 de P. anserina mediante analisis bioinformaticos.

6.2.1. Identificacion de genes codificantes YOPI y YOP2 para proteinas de la familia
Yop1/DP1 de P. anserina por comparacion de secuencias de aminoacidos.
A partir de una secuencia de aminoacidos de la proteina Yoplp de Saccharomyces cerevisiae,

tomada de Saccharomyces Genome Database (http://www.yeastgenome.org/), se realizaron

busquedas por alineamientos y comparacion de secuencias de aminoacidos empleando el
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algoritmo BLAST (Basic Local Aligmen Search Tool) en la base de datos del genoma de P.

anserina (http://podospora.igmors.u-psud.fr/). Asi, se determind que P. anserina posee los

genes codificantes Pa_2 5730 (YOPI) para la proteina YOP1 y Pa 4 3260 (YOP?2) para otra
proteina de la familia Yop1/DP1, la cual denominamos YOP2. Una vez obtenidos estos datos,
se realizo una busqueda de dominios conservados en NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), con las secuencias de aminoacidos

de ambas proteinas.

6.2.2. Analisis bioinformaticos para determinar los dominios hidrofobicos de las
proteinas de la familia Yop1/DP1 de P. anserina.

Se realizaron andlisis para determinar los dominios hidrofobicos para cada una de las
proteinas de la familia Yop1/DP1 de P. anserina con tres diferentes algoritmos disponibles en

linea: TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/), Phobius

(http://phobius.sbc.su.se/) y TOPCONS (http://topcons.cbr.su.se/). Cada programa predijo los

rangos de aminoacidos correspondientes a cada uno de los dominios transmembranales para

cada proteina de la familia Yop1/DP1.

6.2.3. Alineamientos multiples con ortélogos de YOP1 y YOP2 de P. anserina para la
identificacion de dominios conservados estructurales o funcionales.

Se realizaron analisis mediante BLAST empleando como secuencias de busqueda las
proteinas YOP1 y YOP2 de P. anmserina en la base de datos de NCBI

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para encontrar los genes ortdlogos de éstas en el

mamifero Homo sapiens, la planta Arabidopsis thaliana y los hongos Ustilago maydis y
Saccharomyces cerevisiae. Posteriormente, se realizaron alineamientos multiples de las

secuencias para YOP1 y YOP2 con la herramienta COBALT de NCBI. Con los alineamientos
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resultantes se obtuvieron perfiles de hidrofobicidad generados con el método general de Kyte

& Doolittle en BioEdit.7.0.0.

6.3. Generacion de cepas mutantes de P. anserina con deleciones de genes

de la familia Yop1/DP1.

6.3.1 Diseiio de oligonucledtidos para la construccion de los casetes de delecion para los
genes YOPI y YOP2 de P. anserina.

Para llevar a cabo la delecion de YOPI y YOP2 de P. anserina, la secuencia codificante de
cada uno de estos genes fue sustituida con recombinacion homologa por un gen marcador que
confiere resistencia a un antibidtico (nourseotricina e higromicina, respectivamente).

Para que se lleve a cabo eficientemente el reemplazo de un gen determinado por
recombinacion homologa en P. anserina, es necesario amplificar cerca de 700 pb de las
secuencias flanqueantes (5 UTR y 3° UTR) del gen de interés y posteriormente fusionarlas a
los extremos del gen marcador que se insertara en el locus correspondiente. Estas
construcciones fueron generadas por PCR de fusion (Silar, 2013) (fig 8).

Para cada delecion se disefiaron oligonucleotidos para amplificar: 1) ~700 pb rio arriba del
extremo 5’ de cada gen (designados yopX-5F y yopX-5R, donde X indica el gen
correspondiente), 2) ~700 pb rio abajo del extremo 3’ de cada gen (designados yopX-3F y
yopX-3R), y 3) el gen marcador selectivo: NAT] para la deleciéon de YOP! (oligonucledtidos
nour-F y nour-R) y Aph para la deleciéon de YOP2 (oligonucledtidos hph-F y hph-R). Estos
oligonucledtidos fueron disefados mediante el software en linea Primer3Plus

(http://primer3plus.com/) empleando la secuencia genomica de P. anserina 'y de los plasmidos

correspondientes (Biblioteca de ADN gendmico de P. anserina, Genoscope, Espagne et al.,

2008). Para permitir la fusion por PCR de las secuencias flanqueantes (5’ y 3°) de cada gen
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(YOP1 y YOP?2) a su respectivo gen marcador, se disefiaron oligonucledtidos hibridos donde
la secuencia contigua a la fase codificante del gen (yopX-5R y yopX-3F) fue fusionada por su
extremo 5’ a la secuencia nucleotidica complementaria de los cebadores que permiten

amplificar los genes marcadores selectivos (y viceversa) (fig. 10 y anexo 10.1.1).
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Figura 10. Estrategia experimental para efectuar la delecion de YOPI y YOP2 de P. anserina.
Construccion de los casetes de delecion de YOP!I (A) y YOP2 (B). Las secuencias flanqueantes y el
gen YOP] en la cadena complementaria del cromosoma 2 de P. anserina son representadas por el
color naranja mientras el plasmido pAPI-509 y el gen que confiere resistencia a nourseotricina se
representan en color azul (A). Las secuencias flanqueantes y gen YOP?2 en la cadena complementaria
del cromosoma 4 de P. anserina se ilustran en morado y el plasmido pBC-Hygro con el gen para la
resistencia a higromicina en color verde (B). Las flechas representan los oligonucledtidos sencillos (un
color) e hibridos (dos colores). C. Sustitucion de los genes silvestres YOP1 y YOP?2 por los casettes
con los marcadores selectivos NAT1 y hph por recombinacion homoéloga en P. anserina.

6.3.2. Generacion de los casetes de delecion para YOPI1 y YOP2.

Los genes marcadores NAT1 y hph fueron amplificados por PCR empleando como templado
los plasmidos pAPI-509 y pBC-Hygro, respectivamente, mientras que los extremos
flanqueantes (5’ y 3’) de los genes YOPI y YOP2 se amplificaron a partir de los plasmidos

GAOAA178CDI1 y GAOAA301B08 (Biblioteca de ADN genomico de P. anserina,
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Genoscope, Espagne et al., 2008), , respectivamente (ver pares de oligonucledtidos utilizados
y tamafio de las secuencias amplificadas en anexo 10.1.2).

Para cada delecion, los tres productos de PCR fueron purificados mediante geles de
electroforesis utilizando el sistema illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification
Kit (GE Healthcare Buckinghamshire, Reino Unido), y posteriormente empleados como
templado en reacciones de PCRs de fusion con los oligonucleo6tidos yopX-5F y yopX-3R. Los
productos de PCR finales fueron purificados mediante geles de electroforesis. Dado que la
eficiencia de amplificacion de la construccion del casete de delecion de YOP! fue clonado en
el vector de clonacion pGEM®-T Easy (Promega, Madison, EUA), siguiendo las
instrucciones del proveedor. A continuacion, la estructura del casete fue corroborada
evaluando su perfil de digestion con las endonucleasas de restriccion Xbal y EcoRI.
Finalmente, el casete de delecion de YOPI fue liberado del vector utilizando las enzimas de
restriccion Adnl y Notl y, tras ser purificado mediante geles de electroforesis, fue utilizado
para transformar a P. anserina. Por su parte, la constriccion del casete de delecion de YOP2
obtenida por PCR de fusion fue purificada mediante geles de electroforesis y usada

directamente para transformar a P. anserina.

6.3.3. Formacion de protoplastos para la transformacion de P. anserina.

Cinco colonias de dos dias de crecimiento de la cepa 4ku70 de P. anserina fueron maceradas
con 5 pL. de agua estéril e inoculadas en matraces Fernbach con 250 mL de medio liquido
para protoplastos (anexo 10.2.4). Posterior a una incubacion por dos dias a 27 °C, se filtro el
micelio con un embudo Buchner con gasa estéril y se lavd con TPS1. El micelio fue pesado y
recuperado en TPS1 (anexo 10.3.1) a una conentracion de 1g (peso humedo) / mL. Su pared
celular fue digerida con 40mg/mL de enzimas liticas de Trichoderma harzianum (Sigmal, St.

Loius Missouri, EUA) por 2 horas a 37 °C. El micelio digerido se filtr6 con TPS1 a4 °C y los
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protoplastos recuperados se lavaron por centrifugacion a 3,200 rpm por 10 minutos dos veces
con TPS1 y una vez més con TPC (anexo 10.3.2). El boton final se recuperd en 3-5 mL de
TPC. Posteriormente, los protoplastos se cuantificaron en una camara de Neubauer y la
concentracién de los mismos se ajustdé a 1,5 — 2 x 10° protoplastos/mL. Finalmente se

almacenaron en alicuotas de 200 uL -70 °C hasta su uso.

6.3.4. Transformacion de P. anserina.

Para cada transformacion una alicuota de 200 pL de protoplastos 4ku70 fue descongelados en
hielo y sometida a un coque térmico de 48 °C por 5 minutos. Posteriormente se incubo por 30
segundos en hielo y se le afiadieron aproximadamente 5 pug de ADN del casete de delecion
diluido en 20 pL de agua. Tras 10 minutos a temperatura ambiente, se le agregd 1.5 mL de
PEG 4000 4, pH 7.5 (anexo 10.3.3) y se dejo reposar 15 minutos a temperatura ambiente. Se
repartieron los protoplastos en tubos con medio de cobertura RG, se agitaron suavemente y se
vertieron en cajas Petri con medio selectivo RG (con el antibidtico correspondiente). Las
transformantes primarias fueron recuperadas en medio M2 selectivo. Después de 5-6 dias de
incubacion en la oscuridad a 27 °C. Posteriormente, el evento de reemplazo génico esperado

fue verificado por PCR (seccion 6.4.2).

6.3.5. Purificacion de las transformantes primarias para obtener cepas mutantes
monocaridticas de ambos tipos sexuales.

Para obtener cepas con todos los nticleos mutantes para el gen YOPI o YOP2 y silvestres para
el gen KU70, se realizaron cruzas sexuales de las transformantes primarias (TP), por la cepa
silvestre. De la descendencia de cada cruza, se recuperaron uUnicamente las esporas

uninucleadas y se determin6 el genotipo de interés por los marcadores de resistencia
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correspondientes y por verificacion por PCR (seccion 6.4.2). Finalmente, se determino el tipo

sexual de cada una de las esporas seleccionadas para los experimentos posteriores.

6.3.6. Obtencion de dobles y triples mutantes.

Para obtener cepas con las deleciones de YOP! y YOP2 simultaneamente, asi como cepas de
doble y triple delecion de estos genes y de RTNI (el gen codificante para la proteina de la
familia de los de reticulones de P. anserina), se realizaron las cruzas heterocigas Ayopl x
Ayop2, Ayopl x Artnl, Ayop2 x Artnl 'y AyoplAyop2 x Artnl 'y de la descendencia de éstas se
aislaron cepas monocaridticas con los marcadores selectivos correspondientes a cada delecion
(tabla 1) en ambos tipos sexuales. En el caso de cruzas sexuales que involucraron deleciones
efectuadas con un mismo marcador selectivo (i.e. la delecion de RTNI se efectud con el gen
hph, Lopez-Fuentes A., et al, resultados sin publicar), la segregacion de los marcadores fue

determinada mediante ascas pre-reducidas.

Tabla 1. Patrén de resistencia para la seleccion de dobles y triples mutantes.

Mutante Resistencia a nourseotricina Resistencia a higromicina
Ayop1Ayop2 + +
AyoplArtnl + +
Ayop2Artnl - +

(pre-reducida)
AyoplAyop2Artnl + +

(pre-reducida)
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6.4. Verificacion de la obtencion de cepas mutantes.

6.4.1. Extraccion de ADN de P. anserina.

Se sembraron 19 implantes del hongo en medio M2 con una capa superficial del celofan y se
incubaron en oscuridad a 27 °C por dos dias. Se recuper6 el micelio que crecio sobre la capa
de celofan, se congeld a -70 °C durante 10 minutos y se liofilizé durante 40 minutos. Se
pulverizé el micelio seco, se agregaron 500 L de EDTA pH 8 con SDS al 0.2% y se incubo a
70 °C por 15 minutos. Posteriormente, se colocaron 50 pL de acetato de potasio 5 M, se
incubo a 4 °C por 30 minutos y se centrifugd a 18,312 x g por 10 minutos para eliminar restos
de micelio y proteinas precipitadas. Al sobrenadante se le agregaron 200 pL de fenol-
cloroformo, se centrifugd a 18,312 x g por 5 min y se recupero la fase acuosa. A ésta se le
anadié 200 uL de cloroformo, se centrifugd a 18,312 x g 5 min y se recuperd nuevamente la
fase acuosa. El ADN se precipitdé con 1 mL de etanol al 100%, se centrifugd a 18,312 x g 5
min, y el boton recuperado fue lavado con 1 mL de etanol al 70% y se centrifugd a 9,860 x g
5 min. Se decanto6 el sobrenadante, se dejo secar el boton durante 30 minutos a temperatura

ambiente y el ADN se disolvio en aproximadamente 100 uL de agua estéril.

6.4.2. Verificacion de las mutantes de Ayop1 y Ayop2 por PCR.

Para verificar la insercion del casete de delecion en el locus esperado se disefiaron
oligonucledtidos complementarios a secuencias flanqueantes de los loci YOPI y YOP2
(externas a las secuencias flanqueantes empleadas para efectuar la delecion por
recombinacion homologa), asi como las secuencias internas de la region codificante de YOP!
y YOP2 o de los genes marcadores NAT! y hph (fig. 11 y anexo 10.1.1). Mediante estos
oligonucleotidos se verifico: (i) la dimension del locus esperado tras reemplazar la fase

codificante del gen respectivo con el marcador selectivo, (ii) la eliminacion de la secuencia
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codificante del gen respectivo y la presencia del gen marcador selectivo enmarcado por las
regiones flanqueantes (iii) 5’ y (iv) 3’ del locus respectivo (ver pares de oligonucledtidos

utilizados y tamafio de las secuencias amplificadas en anexo 10.1.3).

A B

vopl-3ch nour-Re yopl-3ch hph-Fe
— —
—
L NATI — hph
— P —
:__ vopl-Sch hph-Fe vopl-5ch
vopl-3ch ) vop2-3ch Svopl
o . o oy
— VO P —‘_ YOP2 —
yopl-5 3:92 vopl-5ch

Figura 11. Estrategia experimental para efectuar la verificacion de la insercion de los casetes de
delecion de YOP1 y YOP2 en P. anserina. Las secuencias flanqueantes y el gen YOP] en la cadena
complementaria del cromosoma 2 de P. anserina son representadas por el color naranja mientras el

plasmido pAPI-509 y el gen que confiere resistencia a nourseotricina se representan en color azul (A).
Las secuencias flanqueantes y gen YOP2 en la cadena complementaria del cromosoma 4 de P.

anserina se ilustran en morado y el plasmido pBC-Hygro con el gen para la resistencia a higromicina

en color verde (B). Las flechas representan los oligonucledtidos complementarios a secuencias 1)
fuera del casete de delecion en los cromosomas correspondientes y 2) dentro de la secuencia
codificante del gen marcador o del gen silvestre.

6.5. Caracterizacion de cepas mutantes de P. anserina durante el desarrollo.

6.5.1. Ensayos de longevidad.

Para estudiar el envejecimiento de P. anserina, se determind la longevidad de las cepas
monocaridticas a partir de la germinaciéon de una ascospora. Para ello, se obtuvieron
ascosporas monocarioticas de los genotipos de interés a partir de la descendencia de cruzas
silvestres y de cruzas heterocigas entre cepas mutantes relevantes y la cepa silvestre. Todas
las esporas utilizadas para determinar la longevidad fueron del tipo MAT+.

Esporas independientes se sembraron en medio GYE y se tomaron dos implantes del centro
de cada colonia. Cada implante se inocul6 en una orilla de cajas Petri de 82 mm de didmetro

con medio M2 (5.5g de dextrina/L) y se midi6 el radio de cada colonia cada 24 horas. Una
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vez que la colonia alcanz6 el borde de la caja Petri, un implante proveniente del borde de la
colonia (de un radio determinado) fue inoculado en una caja de medio nuevo. La longevidad
fue definida como la distancia promedio en centimetros del punto de inoculacién de una
espora al borde de la colonia cuando el crecimiento se arresta. Cada experimento consistio de

al menos 3 réplicas independientes.

6.5.2. Analisis del micelio aéreo, los ascogonios y los espermacios.

Para analizar la formacién de gametos y gametangios de P. anserina, se inocularon implantes
de las cepas de interés en medio M2 y se incubaron en luz a 27 °C por dos dias. A
continuacion, se introdujeron cubreobejetos de forma inclinada (aproximandamente 160°) en
el medio de cultivo cerca del borde de cada colonia y se permitid que éstas crecieran 12 horas
mas. Tras este tiempo, se analiz6 la formacion de ascogonios y microconidios en el micelio
aéreo que se desarrolld sobre los cubreobjetos por microscopia de contraste de fases. Para
analizar la distribucién nuclear, a los cubreobjetos con micelio aéreo, se les anadieron 200 uL
de 4’6-diamino-2-fenilindol (DAPI) =0.75 pg/mL en PBS 1X por 10 minutos. Se lavo la
muestra con 1 mL de PBS 1X y se observo la distribucion de los ntcleos al microscopio de

fluorescencia.

6.5.3. Analisis de la progresion sexual y de la formacion de ascosporas.

Para analizar la diferenciacion de los distintos tipos celulares del desarrollo sexual, asi como
la progresion nuclear es estas células, las estructuras sexuales provenientes del interior de
peritecios de 5 dias después de la fertilizacion fueron fijadas y montadas en laminillas para
hacer preparaciones permanentes. Para cada preparacion, los centra (el tejido interno de cada
peritecio que contiene las células sexuales) provenientes de 5 peritecios fueron fijados en 500

pL de paraformaldehido al 7.4% por 10 minutos. Tras retirar el paraformaldehido, las
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estructuras sexuales se lavaron con 500 pL de PBS y se transfirieron a un cubreobjetos
cubierto con poli-Lisina. Los cubreobjetos fueron esparcidos en su superficie con Poli-Lisina
(Bromohidrato de poli.Lisina, Sigma) al 0.1%, se dejaron reposar por 10 minutos, se lavaron
con agua desionizada y se dejaron secar por 12 horas en oscuridad. Una vez que las
estructuras sexuales se transfirieron un cubreobjetos siliconizado al de poli-Lisina (lo que se
facilitd al ejercer presion sobre ellos), las estructuras sexuales adheridas a la laminilla se
lavaron con 250 pL de PBS + TX. Posteriormente se incubaron con 250 pL de PEM +
lisolecitina en la oscuridad 1 hora a 37 °C y finalmente se tifiieron por 15 minutos a
temperatura ambiente con 250 pul. de PBS + TX + DAPI. Las laminillas se lavaron con agua
desionizada y se montaron en un portaobjetos con 15 pL. de medio de montaje Vectashield
(Vector Laboratories, California, USA). Finalmente, cada laminilla fue sellada por todos sus

aristas con barniz de ufas y se observaron al microscopio de fluorescencia.

6.5.4. Cuantificacion de los defectos en el desarrollo de las ascas.

Se realizaron cruzas homocigas silvestre x silvestre, mutante x mutante (dyopl, Ayop2,
AyoplAyop2, AyoplArtnl, Ayop2Artnl 'y AyoplAyop2Artnl) y heterdcigas silvestre x
mutante. Para cada cruza, se tomo el centrum de 5 peritecios de un didmetro similar a los
cuatro y cinco dias después de la fertilizacion y se observaron al microscopio Optico cerca de
150 ascas por cruza. Se cuantificd el porcentaje de ascas con una distribucion normal de
ascosporas con 4 esporas del mismo tamafio o 5 esporas con 3 esporas del mismo tamafio y 2
mas pequefias, asi como el porcentaje de ascas que presentaron esporas alteradas

morfoldgicamente.
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6.5.5. Microscopia de fluorescencia.

Los andlisis de microscopia de fluorescencia se realizaron en un microscopio de
epifluorescencia Nikon Eclipse E600 en un aumento de 100x. Las imagenes fueron
capturadas con una camara Andor Technologies Neo sCMOS con un lente Nikon C-0.6x. Las
micrografias fueron procesadas usando el programa Image J (National Institutes of Health,

Bethesda, USA).

6.6. Ensayos de complementacion genética de las cepas.

Los analisis de complementacion genética de la cepa Ayop2 se realizaron mediante
experimentos de cotransformacion. Para ello, protoplastos de la cepa Ayop2 fueron
transformados simultdneamente con el plasmido PMS334, que confiere resistencia a
geneticina, y con el plasmido GAOAA301B08 portador del alelo silvestre del gen YOP2. De
la transformacion, se recuperaron las cepas resistentes a geneticina y se determind el

restablecimiento del fenotipo silvestre en ellas.

- 44 -



7. RESULTADOS

7.1. Identificacion y estructura de las proteinas de la familia Yop1/DP1 de

P. anserina.

7.1.1. YOP1 y YOP2: Proteinas de la familia Yop1/DP1 de P. anserina.

La comparacion de la secuencia de los 180 aminoécidos que conforman la proteina Yoplp de
S. cerevisiae, permitio identificar dos genes en el genoma de P. anserina ya que arrojo
valores estadisticos que fueron suficientemente significativos para considerar que ambos
codifican para proteinas que pertenecen a la familia de Yop1/DP1: 1) El gen Pa 2 5730 con
un Bit score de 339 y un E value de 2e-94 y 2) el gen Pa 4 3260 con un Bit score de 70 y un
E value de 2e-13. Se determind que P. anserina posee el gen Pa 2 5730 (YOPI), ubicado en
el cromosoma 2 lejos del centroémero y que predeciblemente codifica para la proteina YOP1
con 168 aminoacidos, y el gen Pa 4 3260 (el cual denominamos YOP?2), ubicado en el
cromosoma 4 cerca del centromero y que codifica para otra proteina de la familia Yop1/DP1
con 356 aminoacidos, la cual denominamos YOP2.

A OQuory seq, T e T Y
Sugerfanilies [ TEZ_DPFI_HVAZZ suparfeal [y :]

L i -I‘ | 4 i | | i g :I i il ¢
Quory w0, e T T B T e T Y
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Superfanilies TH2OFL_HWR2e superfonily |

Figura 12. Dominios de la superfamilia de proteinas TB2-DP1-HVA22 de YOP1 y YOP2 de
P. anserina. A. La proteina YOP1 de P. anserina esta comprendida casi en su totalidad por un
dominio de la superfamilia TB2-DP1-HVA22 B. La tercera parte de la proteina YOP2 de P. anserina
tiene un dominio de la superfamilia TB2-DP1-HVA22, mientras que el resto de la proteina no
presenta dominios conocidos.
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Por otro lado, la busqueda de dominios conservados determind que ambas proteinas poseen
dominios pertenecientes a la superfamilia de proteinas TB2-DP1-HVA22. Dicho dominio
abarca casi la totalidad de la proteina YOP1, mientras que en YOP2 este dominio corresponde
a los primeros 78 aminoacidos de la proteina, que son seguidos por 278 aminoacidos hacia el
carboxilo, en cuya secuencia no se predice ningun dominio conocido (fig. 12).
Especificamente, el dominio TB2-DP1-HVA22 de YOP1 se encuentra entre los residuos de
aminoacidos 1-148, para YOP2 va del 2-95 y para Yoplp de S. cerevisiae del 1-180. La
comparacion de estos rangos de secuencias por pares en NCBI determind el porcentaje de

identidad y similitud unicamente en la region del dominio conservado (tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de identidad y similitud del dominio TB2/DP1/HVA22 de YOP1 y YOP2 de
P. anserina y Yoplp de S. cerevisiae.

Proteinas % identidad % similitud
YOP1-YOP2 38 60
YOPI1-Yoplp 40 61
YOP2-Yoplp 42 61
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7.1.2. Prediccion de los dominios transmembranales de YOP1 y YOP2 de P. anserina y
su conservacion en los ortélogos de la familia Yop1/DP1.

Andlisis para identificar a-hélices transmembranales (TMs) con distintos algoritmos indican
en su mayoria que YOP1 posee un dominio tipico TB2-DP1-HVA22 con cuatro regiones
hidrofébicas que se embeben en la membrana estructurando un pasador en forma de “W” con
ambos extremos terminales orientados hacia el citoplasma y con dos pequenas secuencias
entre cada par de regiones hidrofébicas en contacto predeciblemente con el lumen del RE (fig.
13). Este arreglo concuerda para P. anserina con las predicciones de Voeltz (2006), Hu et al.
(2011) y Brady et al. (2014), que describen a Yoplp de S. cerevisiae como una proteina
integral de membrana capaz de atravesar completamente la bicapa lipidica varias veces. Los
mismos andlisis indican en su mayoria que YOP2 alberga un dominio atipico con tres
regiones hidrofobicas en la region N-terminal con ambos extremos terminales con orientacion
hacia el citoplasma y que al igual que YOP1 atraviesan la bicapa lipidica completamente;
YOP2 posee ademas una secuencia larga de aminoacidos con funciones y dominios
desconocidos en la region carboxilo pero que dichos algoritmos predicen su localizacion en la

cara citoplasmatica de la membrana en la que estd embebida (fig. 14).
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Figura 13. Analisis de la hidrofobicidad de la proteina YOP1 de P. anserina. A. El algoritmo
TMHMM predice s6lo dos dominios transmembranales (TM) (segmentos rojos en la linea superior);
sin embargo, en el grafico se puede observar que existe una probabilidad ( >0.6) de que YOP1 cuente
con cuatro dominios TMs. B. Prediccion de Phobius que indica claramente los cuatro dominios TMs
con los extremos terminales de la proteina hacia el citoplasma y las pequefias regiones en el lumen y

citoplasma que permiten los giros en la topologia en forma de “W” de YOP1. C. Prediccion de
TOPCONS que incluye a otros algoritmos en la misma grafica que en su mayoria predicen la misma
topologia que Phobius. Las escalas indican la probabilidad (eje de las abscisas) para cada residuo de
aminoacidos (eje de las ordenadas) de pertenecer a una a-hélice TM vy si ésta y otros residuos son
citoplasmaticos o no citoplasmaticos.
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Figura 14. Analisis de la hidrofobicidad de la proteina YOP2 de P. anserina. A. Prediccion de
TMHMM que indica la presencia de tres dominios TMs en la region N-terminal y la orientacion de
ambos extremos hacia el citoplasma y una pequefia secuencia con orientacion hacia el lumen entre los
dominios TMs 2 y 3. B. Prediccion de Phobius que identifica s6lo dos domnios TMs y determina la
orientacion de ambos extremos terminales hacia el lumen. C. Prediccion de TOPCONS incluye a otros
algoritmos en la misma grafica que en su mayoria predicen una orientacion de los extremos terminales
hacia el citoplasma y tres dominios TMs en la region N.terminal y una larga secuencia de aminoacidos
sin alguna prediccion TM mas que con el algoritmo de Philius. . Las escalas indican la probabilidad
(eje de las abscisas) para cada residuo de aminoacidos (eje de las ordenadas) de pertenecer a una a-
hélice TM vy si ésta y otros residuos son citoplasmaticos o no citoplasmaticos.
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Un perfil hidrofobico de Kyte y Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982) del alineamiento de
aminoacidos de YOP1 y YOP2 de P. anserina indica (al igual que los algoritmos anteriores)
la posicion de las secuencias TMs del dominio TB2-DP1-HVA22 para cada una (fig. 15 A).
YOPI posee el dominio en el centro de la proteina mientras que YOP2 en la regiéon amino
(fig. 15 B).

Un alineamiento multiple de las proteinas ortologas de YOP1 y YOP2 de P. anserina en
hongos, plantas y animales (fig. 16) y un perfil de hidrofobicidad del mismo (fig. 17)

muestran la conservacion de los dominios TMs y su identidad y similitud.
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Figura 15. Perfil de hidrofobicidad de YOP1y YOP2 de P. anserina. A. Perfil de hidrofobicidad
de las secuencias de aminodcidos alineadas de YOP1 y YOP2 con base en la escala de Kyte y
Doolittle. B. Modelo consenso de la estructura de YOP1 y YOP2 en donde se muestran los dominios
TB2-DP1-HVA22 y las a-hélices TMs.
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Figura 16. Alineamiento de proteinas de la familia de YOP1 de hongos, plantas y animales. Las
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Figura 17. Perfil de hidrofobicidad de proteinas de la familia de YOP1 de hongos, plantas y
animales. Proteinas YOP1 y YOP2 representativas fueron alineadas como en la figura 15 y sus
perfiles de hidrofobicidad fueron comparados. Las regiones con los dominios Yop1/DP1, HVA22

muestran perfiles de hidrofobicidad semejantes.
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La funcién que se le ha atribuido a las proteinas de la familia Yop1/DP1 probablemente se
lleve a cabo por el dominio TB2-DP1-HVA22. Asi, como Yoplp tiene un papel comprobado
en conferir una alta curvatura a la membrana del RE de S. cerevisiae (Voeltz et al., 2006),
YOP2 de P. anserina podria estar implicada en una funcion similar debido a la presencia de
un dominio homélogo al de Yoplp, sin embargo no se le ha atribuido una funcion adicional o

especifica en P. anserina relacionada con su dominio carboxilo.

7.2. Obtencion de las mutantes Ayopl y Ayop2.

7.2.1. Obtencion de los casetes de delecion para YOPI y YOP2.

Una vez hechos los analisis que determinan a YOP1 y YOP2 como parte de la familia de
Yopl/DP1, se procedio a la eliminacion de los genes codificantes de ambas proteinas para
determinar los efectos de su ausencia en el desarrollo de P. anserina. Para el casete de
delecion de YOPI se obtuvieron los extremos flanqueantes 3° UTR, 5° UTR del gen
Pa 2 5730 y el gen marcador NATI; mientras que para YOP2 se obtuvieron los extremos
flanqueantes 3° UTR, 5 UTR del gen Pa 3260 y el gen marcador HPH. Usando como
templado los tres fragmentos correspondientes, se logro obtener los casetes de delecion para
YOPI y YOP2 de P. anserina (fig. 18 y 19, respectivamente). Ademas, se clon6 el casete de
delecion de YOPI en el vector de 3 kb pGEM-T® Easy, resultando en un vector de 5.8 kb
digerido en un patron esperado con EcoRI que confirma la presencia del casete de delecion

(fig. 20).
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Figura 18. Construccion del casete de delecion de YOP1. Geles de electroforesis con los productos

de PCR purificados de la fusion del casete de delecion de YOP1 (2,793 pb), el extremo 3” UTR (589

pb), el gen NATI (1,466 pb) y el extremo 5° UTR (738 pb). Las reacciones de PCR se realizaron con
los oligonucle6tidos del anexo 10.1.1.

S kb
3kb
2 kb

1 kb

Figura 19. Construccion del casete de delecion de YOP2. Geles de electroforesis con los productos
de PCR purificados de la fusion del casete de delecion de YOP2 (4,177 pb), el extremo 3° UTR (666
pb), el gen HPH (2,822 pb) y el extremo 5° UTR (689 pb). Las reacciones de PCR se realizaron con

los oligonucleotidos del anexo 10.1.1.
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Figura 20. Digestiones de pGEM-T® Easy + casete de delecion de YOPI.
A. Prediccion de la digestion de pPGEM-T® Easy + casete de delecion de YOPI con EcoRI con el
marcador 1 kb Ladder de New England BioLabs®. B. Gel de electroforesis con el plasmido
linearizado con Xbal (5.8 kb) y de los fragmentos de la digestion (3, 1.5 y 1.3 kb) con EcoRI que
confirman la presencia del casete de delecion dada su similitud con la prediccion.
7.2.2. Obtencion de las cepas transformantes primarias dyopl 'y Ayop2.
Tras transformar una cepa Aku70 de P. anserina se obtuvieron cuatro transformantes
primarias (TP) dyopl y once Ayop2, de las cuales se eligieron tres para su verificacion por
PCR. Todas las cepas verificadas resultaron positivas para la presencia del casete de delecion

en el locus correcto, aunque algunas de ellas resultaron portadoras también de nucleos

silvestres (fig. 21).
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Figura 21. Verificacion por PCRde las transformantes primarias (TP) 4ku70Ayopl y Aku70
Ayop2. A. Gel de electroforesis de los productos de PCR que muestran que los genes NAT! (izquierda)
y hph (derecha) estan flanqueados por los extremos 5° (5’UTR) y 3’ (3°’UTR) de los loci YOPI y
YOP2, respectivamente. B. Amplificacion por PCR de los loci YOPIy YOP2 en los que la fase
codificante de cada gen fue reemplazada por los marcadores selectivos respectivos. La cepa TP3
presenta un fragmento de menor tamafio que corresponde al locus YOP] silvestre e indica la presencia
de nucleos silvestres en la misma cepa. Las reacciones de PCR se realizaron con los oligonucledtidos
del anexo 10.1.1.

7.2.3. Obtencion de cepas purificadas dyopl y Ayop2, y de dobles y triples mutantes de
delecion.

Se obtuvieron cuatro cepas Ayop! y cinco cepas Ayop2 purificadas a partir de cruzas de cada
transformante primaria verificada por la cepa silvestre designada con la clave “KN” seguida
por un numero (tabla 3). La verificacion por PCR confirma la presencia del casete de delecion
y la ausencia del gen silvestre en las cepas Ayopl KN17 y KN19 y en las cepas Ayop2 KN12,
KN13 y KNI5 (fig. 22 y 23, respectivamente). Posteriormente, se realizaron cruzas
heterocigas entre las cepas anteriores para generar la doble mutante AyoplAyop2 y con la

cepa Artnl (elaborada por Antonio de Jesus Lopez Fuentes y disponible en el laboratorio),
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para la obtencion de dobles y triples mutantes AyoplArtnl, Ayop2Artnl y AyoplAyop2Artnl

que también recibieron un nombre clave (tabla 3).

A 3* UTR::NATI S'CTR::NATI B 3" UTR::NAT1/YOPI1::5'UTR

S

&

C 5'UTR::YOPI 3'UTR::YOPI
S A Q)

> 3 N

&

A o N Pl

* ¥ € F§ ™
1 kb
0.5 kb

Figura 22. Verificacion por PCR de las cepas purificadas dyopl. A. Amplificaciones por PCR del
gen NATI flanqueado por el extremo 3’ (3°UTR, 1,928 pb, izquierda) y 5’ (5’UTR, 1,385 pb, derecha)
del locus YOPI. La especificidad de las reacciones de PCR se corroboré mediante ADN de una cepa
silvestre (WT+), en que el gen marcador NAT! esta ausente. B. Amplificacion por PCR del locus
YOPI de las cepas silvestres y Ayop 1. Notese que el reemplazo de la fase codificante del gen YOPI
por el marcador NAT genera un aumento en el tamafio del locus de 2,144 pb (locus silvestre) a 2,836
pb. C. Amplificacion del un fragmento del extremo 5’ del gen YOP! en la cepa silvestre (893 pb) y la
ausencia de éste junto con el extremo 3’ en las cepas purificadas 4yop!. Las reacciones de PCR se
realizaron con los oligonucledtidos del anexo 10.1.1.
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Figura 23. Verificacion por PCR de las cepas purificadas dyop2. A. Amplificaciones por PCR del
gen hph flanqueado por el extremo 3° (3’UTR, 1,471 pb, izquierda) y 5° (5’UTR, 1,719 pb, derecha)
del locus YOP2. B. Amplificacion por PCR del locus YOP2 de las cepas silvestres y Ayop2. Notese
que el reemplazo de la fase codificante del gen YOP2 por el marcador Aph genera un aumento en el
tamafio del locus de 2,684 pb (locus silvestre) a 4,217 pb. C. Amplificacion del un fragmento del
extremo 5’ del gen YOPI en la cepa silvestre (1,189 pb) y la ausencia de éste junto con el extremo 3’
en las cepas purificadas Ayop?2. Las reacciones de PCR se realizaron con los oligonucleétidos del
anexo 10.1.1.

Tabla 3. Cepas purificadas con mutaciones dyopl y Ayop2. Nombres clave, genotipos, cruza
(Q=ascogonios; d=espermacios) desde la cual se purifico y tipo sexual.
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Nombre clave Genotipo Cruza (2x3) MAT
KNI1 Ayop2::HPH TP11 x WT(+) -
KNI12 Ayop2::HPH TP11 x WT(+) +
KNI13 Ayop2::HPH TP14 x WT(+) +
KN14 Ayop2::HPH TP14 x WT(+) -
KN15 Ayop2::HPH TP12 x WT(+) -
KN17 Ayopl::NATI TP3 x WT(+) +
KNI18 Ayopl::NATI TP2 x WT(+) -
KNI19 Ayopl::NATI TP2 x WT(+) +
KN20 Ayopl::NATI TP2 x WT(+) +
KN21 Ayopl::NATI,; Ayop2::HPH KN14 x KN17 +
KN22 Ayopl::NATI,; Ayop2::HPH KN17 x KN14 +
KN23 Ayopl::NATI; Ayop2::HPH KNI17 x KN14 -
KN24 Ayopl::NATI; Ayop2::HPH KN17 x KN14 +
KN25 Ayopl::NATI; Ayop2::HPH KNI19 x KN15 -

KN26/2 Ayopl::NATI,; Ayop2::HPH KN19 x KN15 +
KN27 Ayopl::NATI; Ayop2::HPH KN22 x KN25 -
KN28 Ayop2::HPH; Artnl::HPH KN13 x Artnl -
KN29 Ayop2::HPH; Artnl::HPH KN13 x Artnl +

KN30/2 Ayopl::NATI; Artnl::HPH KN19 x Artnl -

KN31/2 Ayopl::NATI; Avtnl::HPH KN17 x Artnl +

KN35/2 Ayopl::NATI; Ayop2::HPH; Artnl::HPH  KN25 x Artnl -

KN36/2 Ayopl::NATI; Ayop2::HPH; Artnl::HPH  KN25 x Artnl +
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7.3. Caracterizacion de cepas Ayopl y Ayop2 durante el desarrollo somatico

de P. anserina.

7.3.1. El crecimiento de P. anserina en distintas fuentes de carbono no se altera en
ausencia de YOP1, YOP2 y RTNI.

La dextrina fue utilizada como fuente de carbono para medir el crecimiento estandar de P.
anserina. Se ha reportado que en este medio P. anserina crece de manera continua 7 mm cada
24 horas y lleva a cabo la formacion de ambas estructuras reproductoras (Silar, 2013). Dada la
relacion del RE con la via secretoria de la célula, y su interaccion y participacion en la
formacion de los peroxisomas, el uso de otras fuentes de carbono como celulosa o acido
oléico podrian indicar efectos de las mutaciones en la secrecion y funcionamiento
peroxisomas respectivamente. Sin embargo, las cepas mutantes carentes de YOP1, YOP2,
ademas de las dobles y triples mutantes de ambos tipos sexuales, no mostraron un defecto en
la tasa de crecimiento en las distintas fuentes de carbono (fig. 24). Cada dia, las cepas MAT+
crecieron en promedio 0.6 cm +0.01 (n=36) en dextrina, 0.6 cm +0.01 (n=36) en &cido
oléico y 0.72 cm £0.008 (n=36) en celulosa, mientras que las cepas MAT- crecieron 0.65 cm
+0.2 en dextrina, 0.6 £0.06 en 4cido oléico y 0.73 cm £0.02 en celulosa, por lo que el sexo
no tiene ningun efecto en su crecimiento. El patron de crecimiento fue similar, todas las cepas
de P. anserina formaron colonias de mayor tamafo en celulosa y de un mismo tamafo pero
menor que el anterior en dextrina y 4cido oleico. El patron radial de crecimiento (fig. 25)

permanecio similar a la silvestre en todas las cepas mutantes de P. anserina.
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Figura 24. Tasa de crecimiento de P. anserina en distintas fuentes de carbono. Todas las cepas
carentes de YOP1, YOP2 y RTN1 presentaron una tasa de crecimiento similar al de la cepa silvestre
en dextrina, acido oléico y celulosa como fuentes carbono. En cuatro dias, cada una de las cepas de P.
anserina creci6 un promedio de 2.4 cm +0.05 en dextrina, 2.4 cm £0.08 en acido oleico y 2.9 cm

+0.03 en celulosa; n=63.
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Figura 25. Patron radial de crecimiento de P. anserina en distintas fuentes de carbono. El patron
radial de crecimiento de todas las cepas carentes de YOP1, YOP2 y RTN1(A) no difiere de una cepa
silvestre en dextrina (B), acido oléico (C) ni celulosa (D) como fuentes de carbono.

7.3.2. Defectos en la pigmentacion del micelio somatico en la mutante Ayop2.

Mientras que la mutante Ayopl pigment6 el micelio al igual que la silvestre (fig. 25 A), la
mutante sencilla Ayop2 y la doble mutante Ayop2Artnl mostraron defectos en la
pigmentacion (melanizacion) inducida por frio en colonias de dos dias de crecimiento en
obscuridad (fig. 25 B); sin embargo, este fenotipo se rescata al eliminar YOP! en ambas cepas

(fig. 26 C y D). La introduccion ectopica de un alelo silvestre del gen YOP2 en la mutante
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Ayop?2 restablece la pigmentacion en el micelio (fig. 27), lo que confirma que el fenotipo es

causado por la ausencia de la proteina YOP2 en P. anserina.

Figura 26. Defectos en la pigmentacion del mielio en ausencia de YOP2.

Las cepas silvestres se pigmentan casi en su totalidad en respuesta al frio, dando un aspecto negro en
el area interna y verde obscuro en el margen de la colonia. Las diferentes cepas mutantes de Ayop! se
pigmentan al igual que la silvestre (A), mientras que las cepas mutantes Ayop2 y Ayop24rtnl
presentan s6lo una pigmentacion en el centro de la colonia (en el punto de indculo) y una
pigmentacion tenue en el resto, excepto en las zonas cercanas al borde de la caja de Petri (ndtese que
la pigmentacion tenue se mantiene en los bordes cercanos a otra colonia) (B, C y D). Por otro lado, la
ausencia de YOP1 en las mutantes Ayop24yopl 'y AyopiAyop2Artnl (44A4) rescata el defecto de
pigmentacion (C y D). El fenotipo de falta de pigmentacion en la mutante Ayop2 se observa
claramente desde los 30 dias de almacenamiento, aunque las fotografias fueron tomadas después de
dos meses de almacenamiento a 4 °C.
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Figura 27. Complementacion del fenotipo de la pigmentacion en 4Ayop2. Por insercion ectopica de
un alelo silvestre del gen YOP2, se complementaron las cepas KN13 y KN15, de las cuales s6lo una
muestra el rescate de la falta de pigmentacion pigmentacion presente en las cepas Ayop2 y
Ayop2Artnl.

7.3.3. Mutantes de la familia Yop1/DP1 de P. anserina sin alteraciones en su longevidad.
Los ensayos para determinar si el envejecimiento de P. anserina es afectado por la ausencia
de las proteinas estructurales del RE no mostraron alteraciones en la longevidad o en la
senescencia de las cepas mutantes respecto a la silvestre (fig. 28). La tasa de crecimiento de
todas las cepas se mantuvo similar hasta el comienzo de la senescencia, donde se observo una
disminucién del crecimiento de todas las cepas. Esta disminucidon fue mas notoria para la cepa
doble mutante AyoplArtnl, sin embargo, ésta no fue significativa. Asimismo, una de las
cepas Ayop2 Ayop2-13 complementadas con el alelo silvestre YOP2+ (4yop2-13) mostrd una
disminucion de su crecimiento en esta etapa, mas la cepa 4yop2 no mostro alteracion. A pesar
de esta variacion, el crecimiento de todas las cepas continu6 hasta los 20 dias y para el dia 23
el borde de la colonia de todas ellas perdio su capacidad de crecimiento.

La relacion entre el dia de muerte y la distancia de crecimiento (cm) fue ligeramente diferente
para cada cepa (fig.29). Las cepas con menor crecimiento final fueron la cepa mutante

AyoplArtnl (9.3 cm £0.7) y la cepa complementada Ayop2-13 (10.56 cm £1.9) las cuales
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murieron a los 20.5 £0.5 y 22 +0.82 dias, respectivamente. El crecimiento final del resto de
las cepas oscild entre los 11.6 cm 1.5 y 13.6 cm £0.94, y el dia de muerte entre 19 +2.2 y
23.3 £0.43. El tiempo (dias) y la distancia (cm) transcurridos desde que las cepas fueron
inoculadas hasta su muerte, no presentaron diferencias significativas entre los valores
obtenidos de las cepas silvestres y mutantes. Dichos rangos representan un envejecimiento
tipico en P. anserina, que crece aproximadamente 11 cm en menos de un mes, por lo que las
mutaciones de la familia de los reticulones y/o Yopl/DP1 no afectan el envejecimiento o la
senescencia de este hongo en estas condiciones experimentales.
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Figura 28. Grafica del crecimiento y el envejecimiento de las mutantes del reticulon y las
proteinas Yop1/DP1 de P. anserina. Los cultivos de cada uno de los fenotipos indicados fueron
obtenidos de ascosporas homocaridticas y su tasa de crecimiento determinada en medio M2. El punto
en que el borde de las colonias pierde capacidad de crecer fue determinado y represent el dia de
muerte. No se observaron diferencias significativas en el dia de muerte o el crecimiento de las
mutantes respecto a la cepa silvestre. Los controles correspondieron a cepas silvestres obtenidas de
una cruza homociga silvestre x silvestre (WT hom) y de una cruza heterdciga silvestre x Ayopl
(WT het). Para cada una de las cepas, los experimentos independientes fueron n=3.
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Figura 29. Relacién entre el dia de muerte y el crecimiento de cepas mutantes en el reticulén y
las proteinas Yop1/DP1 de P. anserina. En promedio, las cepas vivieron 21.5 dias +2.64 y crecieron
11.37 cm £1.7.

7.4. Caracterizacion de cepas dyopl y Ayop2 durante el desarrollo sexual de

P. anserina.

7.4.1. Disminucion en la abundancia del micelio aéreo en la mutante Ayop2.

Pasados tres dias de crecimiento con exposicion continua a la luz, P. anserina desarrolla un
micelio aéreo con geotropismo negativo, en donde se forman las estructuras reproductoras
(ascogonios y espermacios). En una cepa silvestre el micelio aéreo se distribuye de manera
abundante, en forma de un anillo ancho en la periferia de la parte superior una colonia color
verde olivo (fig. 30). En todas las mutantes carentes de YOP1, YOP2 y RTNI la abundancia
del micelio aéreo se vio disminuida cualitativamente, aunque en la mutante sencilla 4yop2 y

en la doble mutante Ayop2Artnl la disminucion fue mas drastica (fig. 30 B y C). La adicion
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ectopica del gen codificante para YOP2 rescat6 este fenotipo y el hongo recupero la densidad
de micelio aéreo al nivel que una cepa silvestre (fig. 31), lo que confirma que el fenotipo
afectado es causante de la mutacion del gen YOP2. Por otro lado, también observamos que el
fenotipo de la mutante Ayopl fue epistatico al de Ayop2 y Ayop2Artnl en las mutantes
AyoplAyop2 y AyoplAyop2Artnl (fig. 30 B y D). Asimismo observamos una pigmentacion
normal de la colonia de la mutante Ayop2 lo que puede deberse a la exposicion continua a la

luz.

Figura 30. Formacién de micelio aéreo en las colonias de mutantes de las familias de los
reticulones y Yop1/DP1. Las cepas dyopl y Artnl presentan una densidad de micelio aéreo muy
similar al silvestre (A), mientras que las mutantes Ayop2 y Ayop2Artnl presentan una disminucion

drastica de este micelio (B y C). El fenotipo de la cepa Adyop! fue epistatico al de Ayop2 'y Ayop?2
Artnl, produciéndose en las cepas AyoplAyop2 y AyoplA4yop2Artnl una densidad de micelio aéreo
semejante al de la cepa dyop! (B y D).
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Figura 31. Complementacion del fenotipo de formaciéon de micelio aéreo de la mutante. La
complementacion de la cepa 4yop2 con la adicion de un alelo silvestre del gen YOP2 ectopicamente
restablece la abundancia del micelio aéreo al nivel del de una cepa silvestre.

7.4.2. Morfologia anormal de los nucleos en el micelio aéreo de la mutante Ayop2 y la
formacion de ascogonios y espermacios.

En un experimento preliminar, el micelio aéreo de las cepas silvestre, Ayopl y AyoplAyop?2
presentaron nucleos esféricos y otros un tanto alargados, mientras que la mutante Ayop?2
aunque también presentd gran namero de este tipo de nucleos, ademas se observaron nucleos
mas alargados que los de la cepa silvestre, los cuales son mas notables cerca del apice de las
hifas (fig. 32).

En otro experimento preliminar, la formacion de los ascogonios y los espermacios no se
encontr6 afectada en ninguna de las mutantes de la familia Yop1/DP1 (fig. 33). Sin embargo,
dado que la mutante 4yop2 no produce la misma cantidad de micelio aéreo que la silvestre,
¢ésta presentd ascogonios al parecer de un tamafio menor que la silvestre, por lo que su
formacion podria estar retrasada en relacion con la formacion del micelio aéreo. Por su parte,

la formacion y tamafio de los espermacios permanecié totalmente normal en estas cepas.
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Ayop1dyop2

Figura 32. Nucleos alargados en el micelio aéreo de Ayop2. A. El micelio aéreo de la cepa silvestre
de P. anserina presenta nucleos esféricos (derecha) y en algunas regiones nucleos alargados
(izquierda). B. La morfologia nuclear en la mutante 4yop2 es semejante a la de la silvestre (derecha),
exceptuando regiones cerca del apice de la hifa, donde se encuentran nicleos mas alargados
(izquierda). Este fenotipo no se observo en las cepas Ayopl (C), ni en la cepa AyoplA4yop2 (D).
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Figura 33. La formacion de los ascogonios en la mutante carente de YOP2.
Los espermacios de todas las cepas son formados con normalidad, mientras que la formacion de
ascogonios se ve afectada en cuanto a su tamafio en la mutante 4yop2 (C), en comparacion con la cepa
silvestre (A) y la cepa Ayopl (B). La mutante Ayop14yop?2 presentd también una disminucion en el

tamafio de los ascogonios (D).
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7.4.3. Formacion de ascosporas curveadas en ausencia de YOP2.

La forma oval de las ascosporas silvestres se mantiene en la mutante Ayopl, pero se ve
alterada en las cepas carentes de YOP2, dando como resultado que cierto porcentaje de ascas
contengan esporas curveadas. Este mismo defecto se observdo en la doble mutante
Ayopidyop2 (fig. 34 A, B y D). Por otra parte, el fenotipo de formacion de ascosporas de
Ayop?2 fue recesivo, ya que no se observo en cruzas heterocigas WT x Ayop?2 (fig. 34 C). En el
laboratorio se ha estudiado a la par de estas mutantes el fenotipo de la mutante sencilla del
reticulén de P. anserina RTNI, la cual presenta ascas con un nimero y tamafio de esporas
anormal, provocado por una distribucion de nucleos errada (Lopez-Fuentes A., et al,
resultados sin publicar). Mientras que la doble mutante de AyoplA4yop?2 presenta inicamente
el fenotipo de la mutante sencilla Ayop2 (fig. 35 A), las mutantes Ayop2Artnl 'y
AyoplAyop2Artnl presentan ambos fenotipos de las mutantes sencillas de Artnl y de Ayop2,
resultando en ascas con esporas desiguales en nimero, tamafio y con morfologia curveada

(fig. 35 By C),
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Figura 34. Ascas de las mutantes Ayopl y Ayop2 de P. anserina. A. Ascas silvestres inmaduras con
cuatro y cinco ascosporas ovales. B. Cruza homociga de AyopI con ascosporas normales en ascas
maduras e inmaduras. C. Cruza heterdciga de 4yop?2 sin defectos en la forma de las ascosporas.

D. Esporas inmaduras (cinco dias después de la fertilizacion) (izquierda) y maduras (seis dias después
de la fertilizacion) (derecha), con forma curveada en una cruza homociga de Ayop?2.
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Figura 35. Ascas de mutantes multiples carentes de diferentes proteinas de las familias de los
reticulones y Yop1/DP1 en P. anserina. A. Mutante Ayop14yop?2 con ascosporas curveadas. B. Asca
de la mutante Ayop2Artnl con un nimero y tamafio anormal de ascosporas. Este defecto es igual al
observado en la mutante sencilla Artnl y con esporas curveadas (flecha) debido a la mutacion Ayop2.
C. Mutante Ayop14yop2A4rtnl con el mismo fenotipo que la doble mutante Ayop2Artni.
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A los cinco dias después de la fertilizacion, cruzas homocigas de Ayop2 contienen 19.5%
+1.4 de ascas (n= 433) con al menos una espora de forma curveada, mientras que en una
cruza silvestre no se forman esporas curveadas, y en una cruza heteréciga WT x Ayop2 sélo
2.6% 2.9 de ascas son curveadas (n= 447). El porcentaje de ascas con esporas curveadas
aumentd significativamente (p-value < 0.01) en la doble mutante AyoplAyop2, con 28.7%
+2.9 (n= 256). Por otro lado, se cuantificé también el porcentaje de ascas con esporas
curveadas en cruzas heterdcigas Ayop?2 por Ayop2YOP2+. Las cepas Ayop2YOP2+ utilizadas
se obtuvieron de los ensayos de complementacion genética de dos cepas Ayop2, las cuales
fueron transformadas con un vector poseedor del alelo silvestre YOP2+ (C-KN13 y C-KN15)
(fig. 36). El porcentaje de ascas curveadas, producto de la cruza de Ayop2 por C-KN15, fue
significativamente menor (10.1% =£3.3, n= 157, p-value < 0.01) que el producido por las
cruzas homocigas de Ayop2, a diferencia del porcentaje que presentd la cruza Ayop2 por
C-KN13, el cual se acerco al valor obtenido por la cruza homociga de Ayop2 con un 21.2%
+5.3 de ascas curveadas (n= 172). Al igual que otros fenotipos (fig. 26), la complementacion
genética de YOP2 solo se observa en la transformante C-K15, lo que sugiere que en la
transformante c-KN13 el gen de YOP2 no se integroé o no se expresa correctamente. A pesar
de que la disminuciéon de ascas curveadas que presenta C-KNI15 no representa una
restauracion total del fenotipo silvestre, ya sea debido a su condicidon dicaridtica (con una
mezcla de nucleos complementados y mutantes) o debido al nivel de expresion dado por la
insercion del gen silvestre al genoma de la mutante, esta cepa contribuye a la confirmacion de
que el fenotipo es causado por la ausencia de YOP2 ya que la disminucion de ascas curveadas
es estadisticamente significativa asi como también lo es el pequefio porcentaje de una cruza
heterociga. Por otro lado, cabe la posibilidad de que la cuantificacion de las ascas con esporas
curveadas se esté subestimando debido a la posicion que adoptan las esporas sobre la

preparacion, donde el dngulo con el defecto podria estar invisible para el observador.
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Figura 36. Porcentaje de ascas con esporas curveadas producidas en las mutantes de las
proteinas Yop1/DP1 de P. anserina. La mutante Ayop! al igual que la cepa silvestre, no presentd
ninguna ascospora con morfologia curveada. La cruza heterdciga de Ayop2 por la silvestre (4yop2

hete) present6 2.6% de ascas con ascosporas curveadas, mientras que una cruza homociga presento el
19.5%. El porcentaje de ascas curveadas la cepa carente de YOP2 se redujo en una cruza heteréciga de
Ayop?2 por en la cepa complementada Ayop2 C-K15 (10.1%), pero no con la cepa C-KN13.
Finalmente, la doble mutante Ayop14yop2 present6 9.2% mas de ascas curveadas que Ayop?.
*p-value < 0.01.

7.4.4. Algunas ascosporas mutantes jovenes carentes de YOP2 presentan alteraciones
morfologicas en los nucleos.

A continuacion analizamos la forma y distribucion nuclear en relacion con la alteracion de la
forma de las esporas en la mutante 4yop2 mediante preparaciones fijas de ascas tefiidas con
DAPI. En estas preparaciones se observaron ascosporas maduras en forma de cuchara, lo que
podria ser la morfologia tridimensional de las ascosporas de esta mutante (fig. 37). Las
ascosporas jovenes silvestres, poseen unicamente dos nucleos (fig. 38 A y B). Este nimero
no se vio alterado en la cepa 4yop2; sin embargo, la morfologia de éstos se vio afectada en
algunas de las esporas curveadas, en donde se observaron nucleos con una forma alargada

(fig. 38 C-F). Este fenotipo también se observd en la doble mutante AyopliAyop2 (no

mostrado).
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Figura 37. Morfologia tridimensional de esporas curveadas de la mutante Ayop2. Las
preparaciones fijas de ascas de P. anserina permitieron observar una morfologia tridimensional del
fenotipo curveado de las ascosporas de la mutante carente de YOP2.
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Ay0p2 10 pm

Figura 38. Analisis de distribucion nuclear de las cepas silvestre y mutante Ayop2 de P. anserina.
En un asca silvestre de cuatro ascosporas (contraste de fases, A), se observan dos nucleos con una
forma circular por espora (ntcleos tefiidos con DAPI, B), mientras que en la cepa Ayop2 (contraste de
fases, C y E) se observa el mismo niimero de nucleos con una morfologia alargada en algunas de las
esporas curveadas (nucleos tefiidos con DAPL, D y F).
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8.  DISCUSION

La ausencia de las proteinas de la familia Yop1/DP1 de P. anserina (YOP1 y YOP2) conlleva
a distintos fenotipos durante el desarrollo somatico y sexual en este hongo. La eliminacioén de
YOP2 genera defectos en la melanizacion del micelio bajo estrés por frio y en la morfologia
de nucleos y de las ascosporas, mientras que la eliminaciéon de YOP! por si sola no genera
defectos observables; sin embargo, su eliminacion conjunta con YOPZ2 corrige (i.e. la
melanizacion y la presencia de nucleos alargados) o agrava (el porcentaje de ascas anormlaes)

los defectos generados en ausencia de YOP2.

8.1. YOP1 y YOP2 como parte de la familia Yop1/DP1 de P. anserina.

La proteina de P. anserina (YOP1) que presentd mayor similitud con Yoplp de S. cerevisiae,
y que representa su ortdlogo funcional, resultd no tener por si sola un papel preponderante en
el desarrollo sexual de este hongo filamentoso. Sin embargo, identificamos una segunda
proteina que forma parte de la familia de proteinas de Yopl/DP1 y que es necesaria para el
desarrollo de este hongo. Esta proteina, que decidimos denominar YOP2, presenta claramente
un dominio de la familia Yopl/DPI, sin embargo, este dominio es atipico y podria
representar una variante reducida de ¢él. Para corroborar que YOP2 esta involucrada en
estructurar el RE, hace falta confirmar por microscopia su localizacion en el RE, asi como
determinar cémo el arreglo de este organelo se ve afectado en ausencia de YOP2, no
obstante, la interaccion genética que presenta con YOP]! relaciona indirectamente a YOP2
con el RE. Por otra parte, mas de la mitad de esta nueva proteina estd constituida por un
segmento en el que no fue posible identificar ningin dominio con funciéon o estructura

conservados. Es posible que esta parte de la proteina desempefie una funcion desconocida, y
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que podria no estar relacionada con estructurar el RE. Sin embargo, la presencia de
interacciones genéticas —tanto positivas como negativas— entre YOP2 y los otros genes que
predeciblemente codifican las proteinas involucradas en determinar el arreglo tubular del RE
(el reticulon RTN1 y YOP1) es consistente con una participacion de estos genes en un

proceso comun que involucra el RE.

8.2. Posibles causas de la falta de un fenotipo visible en la mutante Ayop1.

La falta de un fenotipo visible en la mutante Ayop! puede deberse a una redundancia de su
funcién estructural en el RE, ya que junto con la familia de los reticulones (Voeltz, et al,
2006), las atlastinas (Orso et al., 2009) y las proteinas de la familia de lunapark que residen
en las uniones de tres caminos (Chen et al., 2012) contribuyen a estructurar la red de este
organelo a lo largo de toda la célula. Al igual que se observd en nuestra investigacion en P.
anserina, se ha reportado un fenotipo similar en las mutantes sencillas y dobles de la levadura
S. cerevisiae carentes de las proteinas de la familia de los reticulones y de Yopl/DP1 no
tienen defectos en su crecimiento. Sin embargo, cuando simultdneamente se elimina Lnplp
(lunapark) en estas mutantes, el crecimiento de esta levadura se ve significativamente
afectado (Chen et al., 2012). Esto sugiere que el arreglo del RE depende de la actividad de
varias proteinas. La ausencia de YOP1 en P. anserina podria no alterar la morfologia del RE
o presentar cambios que no afectan el crecimiento y ciertas funciones del organismo debido a
la presencia de las distintas proteinas que contribuyen a la curvatura de la membrana del RE y

a la formacion de la red poligonal de este organelo.

8.3. Falta de produccion de melanina en la mutante Ayop2.
A pesar de que se sabe que la mayoria de los hongos filamentosos, incluido P. anserina,

producen melanina por la via de la poliacétido sintasa (PKS) (Coppin & Silar, 2007), no esté
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claro como ocurre su biosintesis y la deposicion de los granulos extracelulares; aunque, en un
estudio reciente con Aspergillus fumigatus se ha reportado que el trafico de endosomas es
critico para la melanizacion de los hongos —al menos para los que utilizan la via de la PKS—
al igual que en vertebrados. En dicho estudio, observaron que las enzimas relacionadas con
los pasos tempranos de la biosintesis de este biopigmento son reclutadas a endosomas que
posteriormente forman cuerpos multivesuculares (CMV), en un proceso de secrecion atipico.
Por otro lado, las enzimas de los pasos tardios, junto con los precursores formados por las
enzimas tempranas, son secretadas y concentradas en la pared celular (Upadhyay et al.,
2016). Aunado a lo anterior, se ha observado en células de mamiferos que la distribucion y
segregacion de las proteinas de la via endocitica depende del reclutamiento de tibulos del RE
a los dominios tubulares de los endosomas, lo cual promueve la fisién del endosoma por una
maquinaria desconocida (Rowland et al., 2014). Por otro lado, se ha reportado que la nexina
Mvpl de A. fumigatus posee el dominio Bin-Amphiphyson-RVS (BAR) el cual puede
oligomerizarse y conferir curvatura a las membranas de los endosomas (Upadhyay et al.,
2016), por lo que las regiones tubulares de los endosomas formadas por nexinas podrian
llevar en su interior enzimas de lo pasos tempranos para la biosintesis de melanina en los
hongos y asi permitir su reciclaje, posterior a la fision del endosoma por la intervencion del
RE. Asi, si YOP2 estuviese involucrado en formar el RE tubular, el transito y la distribucion
de las proteinas tempranas de la via de biosintesis, y/o las tardias, podria ser regulada por
YOP2, su ausencia podria disminuir los metabolitos intermediarios para la produccion de
melanina por la falta del reciclaje de las proteinas biosintéticas.

Sin embargo, ya que este fenotipo sélo se observa en micelio sometido a estrés con
hipotermia, la participacion de YOP2 en este proceso podria solo relacionarse con

determinadas condiciones fisioldgicas, como la respuesta a estrés.
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8.4. Envejecimiento tipico en las mutantes del reticulon y las proteinas Yop1/DP1 de
P. anserina.

La funcién y la dindmica (notablemente los procesos de fisiéon) de los organelos como los
peroxisomas y mitocondrias son fundamentales en la regulacion del envejecimiento en los
hongos (Scheckhuber et al., 2007). Dada la importancia del RE en la dindmica peroxisomal y
mitocondrial (incluyendo la fision mitocondrial), supusimos que la alteracion estructural del
RE podria repercutir en el envejecimiento de P. anserina. Sin embargo, tras eliminar las
proteinas estructurales del RE no observamos alteraciones en este proceso. Con una red del
RE predeciblemente sin dafnos morfologicos significativos, como los presentes en mutantes
sencillas y dobles de yopld y rtnid de S. cerevisiae (Chen et al., 2012), la dindmica de
peroxisomas y mitocondrias asistida por los tibulos del RE podria no ser afectada y por tanto

el hongo P. anserina podria envejecer con normalidad.

8.5. Defectos en la morfologia de nicleos y ascosporas por las interacciones con el
cuerpo polar del huso acromatico.

Se ha observado en S. cerevisiae que Yoplp y Rtnlp interaccionan con Ndclp, un factor
esencial para el ensamblaje del cuerpo polar del huso acromatico y de los poros nucleares
(Casey et al., 2012; Dawson et al., 2009), por lo que la mutacidon sencilla de YOPI en P.
anserina podria no mostrar un defectos en el ensamblaje de dichos complejos sin antes
eliminar simultdneamente el gen RTNI. En cambio, la ausencia de Unicamente YOP2 da
como resultado la formacion de nucleos alargados tanto en regiones hifales cercanas al apice
—donde ocurre un mayor nimero de divisiones nucleares—, como en algunas ascosporas
durante su maduracion. Esto podria indicar que los poros nucleares y/o los cuerpos polares
del huso acromatico, los ultimos indispensables para la mitosis cerrada en hongos, podrian no

estar ensamblandose correctamente, en ausencia de YOP2 de P. anserina. La morfogénesis
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de las ascosporas es orquestada por los cuerpos polares de huso acromatico que, tras actuar
como centros de reclutamiento de vesiculas (Neiman, 2011). La formacion de las membranas
de las ascosporas por la fusion de vesiculas puede verse afectada en cierta manera, lo que
refuerza la suposicion de que YOP2 tiene un papel en el correcto ensamblaje de los cuerpos
polares del huso acromatico, dado el fenotipo de esporas curveadas.

Alternativamente, se ha demostrado que la expansion de la membrana nuclear depende del
balance en la actividad de las proteinas que estructuran el RE, incluyendo los reticulones y las
proteinas de la familia de Yopl (Anderson & Hetzer, 2008), por lo que YOP2 podria ser
importante en regular las transiciones morfologicas del RE en regiones hifales y tipos
celulares especificos.

Por otro lado, la autofagia del RE es importante para el mantenimiento de la homeostasis
celular y, aunque los mecanismos por los que ocurre la regulacion de este proceso aun no son
claros, en recientes estudios se ha observado en células humanas que miembros de una
familia especifica de proteinas relacionadas con los reticulones, FAM134B, son receptores
del RE que facilitan la degradacion de este organelo por autofagia. Este proceso regula el
volumen y la estructura del RE, por lo que las células sin esta proteina presentan nicleos y un
RE expandido (Khaminets ef al., 2015). Si el dominio desconocido en funcion de YOP2
tuviera alguna relacion con la regulacion de la autofagia del RE de P. anserina, esto
explicaria la deformaciéon nuclear en algunos nticleos de ascosporas y ciertas regiones del

micelio cerca del apice de las hifas.

8.6. Regulacion de YOP1 sobre YOP2.
A pesar de la falta de un fenotipo distinto al silvestre de la mutante sencilla Ayopl, la
combinacion de esta mutacion junto con Ayop2 permitid establecer la presencia de

interacciones genéticas entre ellas. En primer lugar, los fenotipos presentes en el desarrollo
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somatico dados por la ausencia de YOP2 son rescatados por la eliminacion de YOPI1, donde
se recupera la falta de produccién de melanina bajo estrés por frio, la abundancia de micelio
aéreo y la morfologia esférica de sus ntcleos. La razén por la cual Adyopl suprime estos
fenotipos de Ayop2 no es clara; sin embargo, la ausencia de ambas proteinas en la célula
podria generar una respuesta de compensacion —que podria involucrar, por ejemplo, la
sobreproduccionde otras proteinas estructurales del RE— que no se genera en ausencia de
unicamente YOP2. En segundo lugar, en el desarrollo sexual ocurre lo contrario, ya que la
formacion de las ascas anormales en la mutante Ayop2 es acentuado cuando se elimina en
conjunto el gen YOPI, por lo que ambas proteinas pueden tener funciones comunes en
estructurar el RE y la envoltura nuclear durante el desarrollo sexual. Actualmente,
desconocemos la localizacion intracelular de las proteinas de la familia de Yopl en P.
anserina, asi como su distribucién a lo largo del desarrollo. Asimismo, tampoco conocemos
el fenotipo que la ausencia de estas proteinas genera directamente en la morfologia del RE.
Experimentos encaminados a estudiar estos aspectos de la funcion de las proteinas de la
familia de Yopl podrian ser determinantes para comprender la funcion precisa que estas

proteinas desempefian durante el desarrollo de P. anserina.
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9. CONCLUSIONES

Podospora anserina posee dos proteinas de la familia Yop1/DP1: YOP1 y YOP2.
YOP1 no es requerida para su desarrollo somatico y sexual de P. anserina.

La ausencia de YOP2 presenta defectos en la produccion de melanina bajo estrés por
frio y en la morfologia nuclear de regiones hifales especificas del micelio aéreo, asi
como de cierto nimero de ascosporas. Mas aun, el proceso de diferenciacion de estas
células per se también depende de YOP2.

Los defectos generados por la ausencia de YOP2 se agravan o corrigen en ausencia
simultdnea de YOPI, implicando que ambas proteinas participan en diferente medida
a lo largo del desarrollo de P. anserina.

RTNI1 se requiere en una etapa distinta del desarrollo sexual, y la ausencia simultanea
de las tres proteinas que estructuran el RE conlleva multiples defectos en el
desarrollo.

Nuestros resultados indican que diferentes etapas del desarrollo de P. anserina
dependen de distintas proteinas que predeciblemente estructuran el RE, lo que podria

indicar una accidn concertada de estas proteinas a lo largo del desarrollo.
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10. ANEXO

10.1. Tablas de oligonucledtidos y fragmentos de PCR.

10.1.1 Oligonucledtidos para generacion de casetes de delecion de los genes YOPI 'y YOP2 y la
verificacion de las cepas mutantes. Los oligonucledtidos hibridos que permiten la fusion por PCR
contienen dos secuencias contiguas que corresponden al gen YOPX (mayusculas) y al gen marcador

(minusculas).

Nombre Secuencia
yop1-3F GTATTCAACATTTCCGTGtcggttgctggacctctc
yopl-3R TGTAAGTGCAGATAGACAACTGGAG
nour-F acaccggctagcagcatcACCCTGATAAATGCTTC
nour-R gagaggtccagcaaccgaCACGGAAATGTTGAATAC
yop1-5F CCACGAAACCAGAGAATTGGATGTC
yopl-5R GAAGCATTTATCAGGGTgatgctgctagccggtgt
yop2-3F CCTTCTTTCTAGCTAGAGGcagcaggatcaacaacgaga
yop2-3R CTTCCCCTCCCCAAACAAAAGAAAT
hph-F cgccaacataccggatcaGGAAGCGAGAAGAATCAT
hph-R tctcgttgttgatcctgctgCCTCTAGCTAGAAAGAAGG
yop2-5F ACGATGGAGATGGATATGTGGTTGG
yop2-5R ATGATTCTTCTCGCTTCCtgatccggtatgttggcg
yopl-3ch TGAGGGAGAAGAAATCGC
yopl-5ch GACTGAACCAGAAATGCC
nour-Fb CGACATCTCATCTTCCTG
nour-Rc GTTGACGTTGGTGACCT
3yopl CTTCAAGTAAGCTGCTGC
Syopl TCGAGGTTGATGAGAACG
yop2-3ch TCGTGGTAGGCGAAAAGG
yop2-5ch AAGGCGATGACAGGAACG
hph-Fc AGCCGATAGTGGAAACCG
hph-Rc GCGGTGAGTTCAGGCTTT
3yop2 TCCAAGAGCCGGTCAGAG
Syop2 GGGCGTACCAGCAGAGAA
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10.1.2. Pares de oligonucledtidos utilizados para la construccion de los casetes de delecion de
YOPI y YOP2. Se muestra la longitud esperada de cada secuencia amplificada en pb.

Fraccion Oligonucleotidos pb
3’ UTR (YOPI) yopl-3F::yopl-3R 589
NATI nour-F::nour-R 1,466
5> UTR (YOPI) yopl1-5F::yopl-5R 738
3> UTR::NATI::5° UTR yopl-5F::yopl-3R 2,793
3’ UTR (YOP2) yop2-3F::yop2-3R 666
HPH hph-F::hph-R 2,822
5 UTR (YOP2) yop2-5F::yop2-5R 689
3’ UTR::HPH::5’ UTR yop2-5F::yop2-3R 4,177

10.1.3. Pares oligonucleodtidos utilizados para PCRs de verificacion de las cepas mutantes dyop1

y Ayop2. Oligonucleo6tidos que permiten verificar: 1) la presencia del casete de delecion

correspondiente, 2) la ausencia de los genes YOPI y YOP?2 en las cepas mutantes y 3) la presencia de
los genes YOP1 'y YOP?2 en la cepa silvestre. Se muestra la longitud esperada para cada secuencia

pb en mutante

pb en silvestre

amplificada en pb.
Fraccion Oligonucleotidos
3> UTR::NATI yopl-3ch::nour-Fb
5 UTR::NATI yopl-5ch::nour-Rc

3’ UTR::NAT1/YOPI::5° UTR yopl-3ch::yopl-5ch

3’ UTR::HPH

yop2-3ch::hph-Fe

5’ UTR::HPH yop2-5ch::hph-Rc
3> UTR:HPH/YOP2::5° UTR  yop2-3ch::yop2-5ch

3> UTR::YOPI yop1-3ch::3yopl
5’ UTR::YOPI yopl-5ch::5yopl
3> UTR::YOP2 yop2-3ch::3yop2
5> UTR::YOP2 yop2-5ch::5yop2

1,928
1,385
2,836
1,471
1,719
4217
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10.2 Medios de cultivo

Para la preparacion de los medios de cultivo se siguieron las siguientes instrucciones basicas:
1) Adicionar los componentes en el orden de la receta, salvo las vitaminas biotina y tiamina
(50 pg/L de cada una), las cuales se agregan después de la esterilizacion y a una temperatura
maxima de 60 °C, 2) disolver la dextrina en agua caliente antes de adicionarse a la mezcla, 3)
ajustar el pH a 7.0 y aforar con agua desionizada a 1L, 4) esterilizar en autoclave por 20
minutos a 120 °C, 5). Verter 30 mL de medio por cada caja Petri.

Los medios de cultivo a partir del anexo 10.2.1 hasta 10.2.5 requieren de la adicion de
KH2PO4 (250 mg/L), K2HPO4 (300 mg/L), MgSO4 (250 mg/L) y urea (500 mg/L) mas una

solucion de oligoelementos (anexo 10.2.8)

10.2.1 Medio minimo M2

Dextrina I1g
Agar -—-125¢g
10.2.2 MO + celulosa

Agar - 125¢g

Colocar circulos de celofan del tamafio de la caja Petri sobre el medio solidificado.

10.2.3 MO + acido oléico

P T ) [ e —— 500 uL
Tween 40 ---- 2mL
Agar -—-125¢g
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10.2.4 Medio liquido para protoplastos

Dextrina I1g
Extracto de levadura ------------ S5¢g
10.2.5 RG

Dextrina I1g
Sacarosa (0.58 M) ------------ 200 g
Agar -—--10g
10.2.6 Tapas con MA

Cloruro de sodio --------------- 10g
Agar -—--20¢g
10.2.7 GYE

Acetato de amonio ---------- 4.4¢
Bacto Peptona ---------------- I5¢g
Agar -13g

10.2.8. Oligoelementos (500 mL)
Acido citrico, 1 H2O -------- 25¢g

V20 YR 5 £Y0 Ju— 25¢

CuSO4, 5 H20 --------------- 125 mg
MnSOs, 1 H2O -------------- 25 mg
H3BOs, anhidro ------------- 25 mg
Na:MoOs, 2 H20 ----------- 25 mg
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Cloroformo ---------====----- una gota

10.2.9. Antibioticos (concentracion final en el medio de cultivo)

Higromicina B 75 pg/mL
Nourceotrina (ClonNat) -------- 40 pg/mL
Geneticina (G418) --------------- 100 pg/mL
Ampicilina 20 pg/mL

10.3 Soluciones para protoplastos y transformacion.

10.3.1. TPS1 (1 L)

KH2PO4 (0.5 M) ------------- 90 mL
Sacarosa -- 200 g
Na;HPO4 (0.5 M) ------------ 10 mL

Que contiene:

Na2HPO4 0.89 ¢
Na:HPOs4, 7 H20 ------------ 0.134 g
Na:HPOs4, 12 H20 ----------- 0.179 g
10.3.2. TPC (200 mL)

Sacarosa -- 41.07 g
Cloruro de calcio ------------ 029 ¢
Tris (pH 7.5) --------=-===---—-- 024 ¢
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10.3.3. PEG 4000, pH 7.5 (100 mL)
Polietilenglicol 4000----------- 60 g
Cloruro de calcio 100 mM --- 5 mL

Tris 0.5 M 1 mL

10.4 Soluciones para citologia.

10.4.1. PEM (20 mL)
PIPES (100 Mm, pH 6.9) -------- 18 mL
EGTA (500 mM) ------mm-mmemmmm- 1 mL

Cloruro de magnesio (500 mM) - 1 mL

10.4.2. PAF (10 mL)
Paraformaldehido --------------- 0.74 g

PEM 10 mL

10.4.3. Poli-Lisina

Poli-Lisina (Sigma, P 1524) ---- 1 mg

Triton 10% 10 uL

10.4.4. LISOLECITINA (1 mL)

Lisolecitina 2 mg

PEM I mL

10.4.5. PBS 10X (100 mL)

Na2HPO4 (1.6 M) ---nmmmmemev 50 mL

-89-



NaH>PO4 , 2 H20 (0.4 M) --- 50 mL

NaN3 05¢g

Diluir con agua desionizada a 1X para soluciones de trabajo.

10.4.6. PBS + TX (50 mL)

PBS 10X ---- SmL

Triton 10% 500 uL

10.4.7. PBS + TX + DAPI (2 mL)
DAPI (1mg/mL) -----nmmmmmem 1.5 uL

PBS + TX 2mL
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