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RESUMEN

Aspergillus nidulans, siendo un hongo filamentoso, crece formando largos
filamentos denominados hifas. Se ha empleado como modelo experimental desde
hace varias décadas debido principalmente a su facil manipulaciéon genética y a
que presenta patrones definidos de diferenciacion celular, que incluyen fases de
desarrollo sexual, parasexual y sexual. El ciclo sexual incluye la diferenciacion de
cuerpos fructiferos denominados cleistotecios, los cuales producen miles de
ascosporas, que son producto de la meiosis. El ciclo parasexual se inicia con la
formacion de un heterocarién, producto de la fusion o “anastomosis” de hifas de
distintos individuos seguido de la fusién nuclear, para formar un micelio diploide
estable que bajo ciertas condiciones puede haploidizarse y generar cepas con
cromosomas provenientes de las dos cepas progenitoras. La diferenciacion
asexual o conidiacién ocurre normalmente en una interfase aérea e implica la
formacién de cientos de estructuras multicelulares complejas denominadas
conidiéforos. Cada conidiéforo consiste en una célula tallo, la cual se forma a partir
de una célula pie que crece una longitud determinada hasta formar una vesicula
multinucleada, de la cual se generan multiples células uninucleadas llamadas
métulas. Las métulas producen dos fidlides uninucleadas cada una y cada fidlide
produce una cadena de aproximadamente 100 conidias uninucleadas, mediante
gemaciones sucesivas. El estudio de este proceso a nivel subcelular se ha visto
severamente limitado ante la imposibilidad de seguir el proceso en un conidiéforo
silvestre que contiene varios tipos celulares y demasiadas estructuras
esporulantes en distintos planos. Por ello, el desarrollo de un sistema de

esporulaciéon unicelular resultaria sumamente til.

La conidiacion esta regulada por una red de genes regulatorios entre los que
destacan brlA (“bristle” o cerda), abaA (“abacus” o abaco), wetA (“wet-white” o
conidias blancas humedas), stuA (“stunted” o atrofiado) y medA (“medusa”). Las
mutaciones nulas de estos genes alteran la expresion de otros genes especificos
de la conidiacion, bloqueando el desarrollo o resultando en la formacion de

conidiéforos aberrantes. El gen brlA es esencial para la conidiacion ya que las



mutantes nulas de este gen solo producen tallos de conidi6foros (cerdas),
incapaces de diferenciar vesiculas, métulas, fialides o conidias. Notablemente,
cuando este gen se expresa desde el promotor inducible alcA (alcA(p)::brlA) en
hifas crecidas en medio liquido, condiciones en las que brlA no se expresa
normalmente, se produce la diferenciacion de fidlides y conidias a partir de las
puntas de algunas hifas. Sin embargo, cuando las conidias de una cepa que
contiene la fusion alcA(p)::brlA se inoculan en medio solido en condiciones de
induccion del gen alcA (etanol o treonina), éstas se hinchan, pero son incapaces
de germinar o de producir estructuras esporulantes, por lo que se ha considerado

gue la expresion de brlA en conidias es un evento letal.

En este trabajo mostramos que contrariamente a lo que ocurre en cepas
haploides, la inoculacion de conidias diploides, con una copia de la fusion
alcA(p)::brlA, en medio inductor (etanol o treonina), resulta en un aumento inicial
en el volumen de la conidia, seguido por la produccién directa de fialides y una
sola conidia, las cuales se encuentran delimitadas por un septo. Esto constituye un
novedoso sistema de esporulacion unicelular que ocurre tanto en medio sélido
como liquido, y al igual que la esporulacion silvestre, depende de un gen abaA
funcional. Hemos determinado que cerca del 80% de las conidias diploides son
capaces de conidiar, mientras que el resto solamente se hincha o germina
normalmente. Para determinar la division nuclear y la dinamica mitocondrial
durante este proceso, construimos cepas diploides fusionando una cepa haploide
con la fusién alcA(p)::brlA con una cepa que contiene los nucleos marcados con la
histona H2A etiquetada con la proteina fluorescente mRFP y con otra cepa en la
gue las mitocondrias estds marcadas con la proteina fluorescente mCherry.
Nuestros resultados muestran a), la conidiacion ocurre de manera asincronica, es
decir a distintos tiempos en distintas conidias; b), durante las primeras horas de
incubacion se produce un aumento en el volumen de la espora inicial y un
aumento en el tamafio del nucleo, antes de que se observe la primera division
nuclear; c), el primer cambio en la polaridad ocurre cuando se produce una
protuberancia que inicialmente se asemeja a un tubo germinal y posteriormente

dara lugar a la fidlide o estructura conidiante; d), la primera division nuclear ocurre



en el cuerpo de la conidia original mientras dicha protuberancia crece y
posteriormente uno de los 2 nucleos de la conidia madre migra a esta estructura;
e), una misma conidia madre puede formar 2 o 3 protuberancias de manera
asincronica y en estos casos primero ocurre la division nuclear en la conidia madre
y la migracién posterior del nucleo a dicha protuberancia; f), las proyecciones
pueden formar directamente una conidia terminal uninucleada, funcionando como
fidlides o formar un segundo compartimento celular antes de formar la conidia
terminal; g), al menos parte de las conidias producidas en este sistema son

viables.

Respecto a las mitocondrias, estas se encuentran fragmentadas en la conidia
diploide original y forman redes continuas durante el proceso de conidiacion
unicelular. Parte de estas estructuras mitocondriales filamentosas son dirigidas

hacia las conidias recién formadas.

Nuestros resultados indican que este nuevo sistema de conidiacion unicelular
constituye una nueva herramienta para estudiar los cambios temporales y

espaciales que ocurren a nivel subcelular durante la conidiacion.



INTRODUCCION

Aspergillus nidulans es un hongo filamentoso perteneciente a la familia
Trichocomaceae, phylum Ascomycota (Pontecorvo et al., 1953). Crece rapido ya
sea en medio sélido o en liquido en una variedad de condiciones nutricionales,
forma largos filamentos con ramificaciones laterales denominados hifas, las cuales
estan compuestas por compartimentos celulares multinucleados delimitados por

septos incompletos.

En el ciclo reproductivo de este hongo se pueden diferenciar 3 fases de desarrollo:
sexual, asexual y parasexual (Timberlake, 1980).

1) Ciclo asexual
2) Ciclo sexual

3) Ciclo parasexual

El ciclo asexual de Aspergillus nidulans es precedido de una fase de crecimiento
vegetativo, la cuél es necesaria para que las células adquieran la capacidad de
responder a sefiales de induccion, y culminando con la produccion de esporas
asexuales o conidias (Adams et al., 1998). Este proceso implica diversos eventos
de requiere de comunicacién intercelular, regulacion temporal y espacial de la

expresion génica y especializacion celular (Adams et al., 1998).

El desarrollo asexual se inicia cuando el micelio se expone al aire (Adams et al.,
1998) o la limitacién de nutrientes (Skromne et al., 2017) y se caracteriza por la
sustitucion del crecimiento polarizado por un crecimiento por gemacion que
termina en la formacion de cientos de estructuras multicelulares complejas
denominadas conidioforos, cada uno de los cuales produce multiples cadenas de
conidias. Las conidias se forman por divisiones mitéticas repetidas, cada conidia
es uninucleada y todas comparten la misma dotacion genética que el micelio

homocariético. La formacion de las estructuras reproductoras asexuales suele

10



venir seguida de la iniciacién del ciclo de reproduccion sexual del hongo (Lee et
al., 2010; Pontecorvo et al., 1953).

El ciclo sexual comprende la formacion de cuerpos fructiferos denominados
cleistotecios, los cuales se producen en condiciones de limitacion de oxigeno o
ausencia de luz (El-zayat, 1989). En este cuerpo fructifero, un par de nucleos que
estd destinado a la meiosis se divide en sincronia para formar una masa de
células denominadas hifas ascogenas. Estas hifas son altamente ramificadas y
cada célula pie se convierte en un asca (célula especializada) en la que se
fusionan los dos nudcleos haploides. El nucleo diploide sufre una meiosis seguido
de una mitosis posmeiotica, lo cual da como resultado la produccién de ocho
ascosporas haploides. Este cleistotecio, puede contener miles de ascosporas, las
cuales se liberan en el medio ambiente cuando este se rompe (Casselton and
Zolan, 2002; Scott and Kafer).

La fase de vida vegetativa comienza con la germinacién de una espora asexual
(conidia) o sexual (ascospora), lo cual da lugar a un entramado de hifas
interconectadas o micelio. A. nidulans es generalmente haploide pero sus hifas
tienen la capacidad de fusionarse mediante anastomosis e intercambiar material
celular y dar lugar, en el caso de que las hifas fusionadas pertenezcan a cepas
genéticamente diferentes, a un micelio heterocariotico con nucleos haploides con
distinta dotacion genética (Pontecorvo et al., 1953). Adicionalmente, tras la
anastomosis, se puede producir la fusién de algunos nucleos haploides para dar
lugar a nucleos diploides experimentalmente, es posible seleccionar cepas
homocariéticas diploides, las cuales son estables y pueden crecer y reproducirse
asexualmente de una manera indistinguible de las cepas haploides originales. Sin
embargo, en ciertas condiciones se puede producir la haploidizacion del diploide
dando lugar a un micelio haploide “recombinante” que contiene cromosomas de
ambas cepas originales. Este ciclo de diploidizacion-haploidizacion se le conoce
como ciclo parasexual y constituye una herramienta adicional para el analisis

geneético.
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Figura 1. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans. (Timberlake, 1980)

Aspergillus nidulans como modelo de estudio

Aspergillus nidulans se ha empleado como organismo modelo debido a sus
caracteristicas genéticas y ha sido ampliamente utilizado para estudios de biologia
celular y regulacion genética. Es un eucariote saproéfito, posee una gran capacidad
para adaptarse y vivir en ambientes muy diversos y posee ciclos sexuales y
asexuales cortos y un ciclo parasexual muy util. Sus esporas asexuales, al ser
uninucleadas y haploides son perfectas para estudios de mutagénesis. Los
heterocariones se emplean para realizar cruzas sexuales y parasexuales y
determinar relaciones de alelismo y dominancia. El ciclo sexual se emplea para
estudios de mapeo genético, analisis de epistasis y la obtencion de mutantes en

multiples genes (Adams et al., 1998; Etxebeste et al., 2010; Pontecorvo et al.,
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1953; Summerbell, 2005). También se dispone de herramientas genéticas
moleculares sofisticadas para el analisis funcional especifico. La transformacion
mediada por ADN permite el aislamiento relativamente sencillo de genes mediante

la complementacion de fenotipos mutantes (Timberlake et al., 2018).

Su genoma de 30 millones de pares de bases esté organizado en 8 cromosomas y
alberga alrededor de 10687 genes (Galagan et al., 2005). Su secuencia genémica
anotada estd disponible en The Aspergillus Genome Data Base

(http://www.aspgd.org).

Aspergillus nidulans ha contribuido a comprender la mitosis, la dinamica del
citoesqueleto de microtibulos y las funciones intracelulares de los motores
mitoticos de kinesina y dineina citoplasmatica. También ha ayudado a entender la
regulacion del metabolismos del carbono y del nitrégeno asi como el metabolismo

secundario en los hongos (Keller and Hohn, 1997).

Genética de la conidiacion

La diferenciacion de los diferentes tipos celulares del conidi6foro implica la
activacion controlada de varios cientos de genes (Clutterbuck, 1969; Timberlake,
1980). Los analisis moleculares y genéticos de A. nidulans durante la
esporulacion asexual han llevado a identificar y definir una via reguladora central
que controla el desarrollo del conidiéforo. Se sabe que tres genes especificos de
la esporulacion, brlA, abaA y wetA estan involucrados en el control del desarrollo
del conidioforo ya que mutaciones en cualquiera de estos tres genes bloquean la
esporulacién asexual en una etapa especifica de la morfogénesis del conidiéforo,
resultando en la formacion de conidiéforos aberrantes, los cuales no pueden

producir conidias viables y maduras (Clutterbuck, 1969).

Los genes brlA y abaA, se requieren especificamente para la conidiacion (su
mutacion no afecta el crecimiento vegetativo) y son absolutamente necesarios

para la formacion de conidias (Clutterbuck, 1969). Junto con un tercer gen llamado
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wetA, brlA y abaA actdan en conjunto con otros genes para controlar la expresion
génica especifica de la conidiacion y determinar el orden de activacion durante el
desarrollo de los conidiéforos y la maduracion de las esporas (Mirabito et al., 1988;
Timberlake et al., 1987).

La inactivacion de estos genes no solo causa anomalias importantes en la
morfologia del conidiéforo, sino que impide la expresion de muchos genes cuya

expresion se regula durante el desarrollo (Timberlake et al., 1987).

Figura 2. Morfologia de conidi6foros silvestres y conidiéforos mutantes
visualizados con micrografia electrénica de barrido (Timberlake et al., 1987).

La mutacion en brlA no interfiere con la iniciacion de la conidiogénesis, pero las
cepas mutantes producen tallos de conidioforos que contindan creciendo en lugar
de formar vesiculas apicales, métulas, fialides y conidias. (Clutterbuck, 1969). La
mutacion en abaA no interfiere con las etapas anteriores de desarrollo del

conidiéforo, pero causan la formacién de métulas anormales que proliferan en vez
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de continuar con el desarrollo de fidlides y conidias. La mutacion en wetA tiene
poco o ningun efecto en la formacion del conidiéforo, sin embargo, causa que las
esporas se autolisen durante las etapas finales de la diferenciacion (Timberlake et
al., 1987).

El gen brlA

El fenotipo de mutantes nulas en brlA se ha descrito como “cerda (bristle)” porque
en estas mutantes no ocurre la transicidon del crecimiento polar del tallo del
conidioforo a la hinchazéon de la vesicula (Clutterbuck, 1969) y por lo tanto se
generan multiples cerdas en la colonia. La proteina BrlA corresponde a un factor
transcripcional con dedos de Zinc que se requiere para la expresion de multiples
genes durante la conidiacion. Notablemente, brlA no solo es necesario para la
conidiacién, sino que su expresion forzada conduce a la conidiaciéon (Adams et al.,
1988). Esto se demostrd construyendo una cepa de A. nidulans que permitia la
transcripcion controlada de brlA en células vegetativas, fusionando el ORF del gen
brlA con el promotor del gen alcA (alcA(p)), el cual codifica para la enzima alcohol
deshidrogenasa, la cual se requiere para utilizar etanol como Unica fuente de
carbono (Gwynne and Wayne, 1987; Pateman et al., 1983). Debido a que la
transcripcion de alcA se induce por treonina o etanol y se reprime por la presencia
de glucosa, en esta cepa fue posible inducir brlA en las células vegetativas
simplemente cambiando el micelio de un medio con glucosa a un medio con etanol
o treonina. En efecto, cuando la cepa con la fusion alcA(p)::brlA se transfirido de un
medio con glucosa a un medio con treonina, las puntas de las hifas dejaron de
crecer y algunas de las hifas fueron capaces de diferenciar una sola fialide capaz
de producir una o mas conidias viables (Adams and Timberlake, 1990). Ademas,
esta activacion forzada de brlA dio lugar a la activacion de los genes reguladoras
abaA y wetA, asi como otros genes especificos de la conidiaciéon, pero de funcién

desconocida (Adams et al., 1998).
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El gen abaA

AbaA se ha caracterizado como un factor transcripcional ATTS / TEA con
propiedad de union al ADN (Andrianopoulos and Timberlake, 1994). Se ha
demostrado que AbaA se une a la secuencia de consenso CATTC (C / T)
(Andrianopoulos and Timberlake, 1994). Este sitio de union especifico de AbaA
esta presente en muchos genes reguladores que incluyen brlA, wetA, yA, rodAy,
por lo tanto, abaA en si (Adams et al., 1998). AbaA se activa mediante BrlA
durante la etapa intermedia de desarrollo (Adams et al., 1998). La transcripcion de
abaA se inicia entre 10-15 horas después de la induccion del momento de la
formacién de la fidlide (Timberlake et al., 1987). La mutante AabaA representa el
desarrollo repetido de células esterigmata para formar estructuras de abaco, y no
tiene conidiacion (Sewall et al., 1990).

AbaA se requiere para la activacion transcripcional de numerosos genes
especificos de la esporulacion (Mirabito et al., 1988; Timberlake et al., 1987). La
expresion del ultimo gen de la via reguladora wetA, requiere la expresion de abaA
(Timberlake et al., 1987) y es responsable de la maduracion y el mantenimiento de

la latencia del conidio (Sewall et al., 1990).

La activacion forzada de abaA empleando el promotor alcA en hifas vegetativas da
lugar a la cesacién del crecimiento y a la vacuolizacion celular acentuada. (Adams
and Timberlake, 1990). brlA y abaA son inductores reciprocos pero la expresion de
brlA ocurre antes que la expresion de abaA para el desarrollo del conidiéforo
(Adams et al., 1998).

AbaA parece funcionar como un represor transcripcional de brlA cuando esta
presente en bajas concentraciones, y como activador cuando esta presente a altas
concentraciones, como ocurre después de la expresion inducida por el promotor
alcA (Aguirre, 1993).
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El gen wetA

El gen wetA se requiere en el desarrollo tardio, para la sintesis del componente
crucial de la pared celular (Marshall and Timberlake, 1991). El fenotipo de una
mutante nula wetA se describe como “wet-white.”. Estas mutantes se diferencian
por tener conidiéforos normales, pero las conidias producida son defectuosas ya
gue nunca se pigmentan y se autolisan. Se ha propuesto que el gen wetA codifica
para un regulador de la expresion génica especifica de esporas (Marshall and
Timberlake, 1991), basado en el hallazgo de que las mutantes wetA no acumulan
diversos mMRNAs especificos de la esporulacién (Timberlake et al., 1987). Ademas,
la activacién forzada de wetA en células vegetativas causa una inhibicion del
crecimiento y una ramificacion excesiva, lo cual da lugar a la acumulacién de
transcripciones de varios genes que se expresan normalmente durante la
formacién de la espora (Marshall and Timberlake, 1991). La activacion de wetA en
hifas no da lugar a la activacion de brlA o de abaA y nunca lleva a la conidiacién

prematura (Adams et al., 1988).

Reguladores rio arriba Reguladores de retroalimentacion

Biogénesis de
/ fIbC \ / T /' trehalosa

ﬂuG—-{ afgA =] T D 7*[ briA_—» abaA_—» wetA |—> Conidiacién
2 L)

» e fIbE
N, .
? ‘\ l \ Genes regulatorios centrales
N
4

flbA

=
GTP-FadA(Ga)
SfaD(GB)::GpgA(G) ——> PkaA ————————  Crecimiento vegetativo
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Figura 3. A. Modelo genético de los reguladores de la conidiacion en Aspergillus nidulans rio
arriba de brlA y centrales (Park and Yu, 2012). B. El diagrama muestra los intervalos de tiempo en
gue se detecta el mMRNA de los genes brlA., abaA y wetA, durante la conidiacion (Etxebeste et al.,
2010).

La regulacion del gen alcA

En los hongos, un gran nimero de vias de expresion inducibles son responsables
de la utilizacion de fuentes de carbono menos favorables. La via de la utilizacion
del etanol en el hongo Aspergillus nidulans esta compuesta un sistema de genes
altamente inducible llamado alc, el cual ha sido ampliamente estudiado tanto a
nivel genético (Felenbok et al., 2001). El sistema de etanol esta compuesto por
genes alcP, alcR, alcO, alcA, alcM, alcS y alcU, todos agrupados en el cromosoma
VIl y aldA ubicados en el cromosoma VIIl. Los genes alc comparten la misma
regulacion, siendo fuertemente inducidos por el acetaldehido inductor fisiolégico y
el inductor no fisiol6gico 2-butanona (Flipphi et al., 2002). También estan sujetos a
un control estricto por el activador transcripcional AlcR y son reprimidos por la
glucosa a traves del represor CreA (Fillinger, 1996). Sin embargo, solo se
requieren AlcR, alcohol deshidrogenasa | AlcA y aldehido deshidrogenasa AldA
para la utilizacion de etanol, se desconoce la funcion especifica de los otros genes
alc. Sin embargo, AlcS es una proteina de membrana con homologia con
transportadores de acetato que, sin embargo, es prescindible para el crecimiento
en etanol, acetaldehido o acetato (Flipphi and Kocialkowska, 2003). Ademas del
etanol, el sistema alc se induce por otros alcoholes primarios, monoaminas
primarias, el aminoacido L-treonina y algunas cetonas (Waring et al., 1989).
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Esquema 1. Catabolismo relacionado con el etanol, etilamina y

la L-Treonina en Aspergillus nidulans (Flipphi et al., 2002).

El acetato formado por el acetaldehido es mas activo que la acetil-CoA para entrar

en el metabolismo. Los mutantes en alc y ald utilizan monoaminas primarias como

fuentes Unicas de nitrégeno como el tipo silvestre, indicando que la Amina oxidasa

responsable de la desaminacion, se expresa independientemente de la via de

utilizacion del etanol. El aminoacido L-treonina también puede servir como Unica

fuente de carbono y nitrégeno para Aspergillus nidulans. Este aminoacido se

convierte en acetaldehido y glicina por la enzima treonina aldolasa (Creaser et al.,

1987).
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La dindmica de organelos durante la conidiacion

La dindmica de organelos celulares como los endosomas, peroxisomas y
mitocondrias se ha estudiado en los hongos filamentosos durante el crecimiento
polar (Lin et al., 2016; Neubauer et al., 2015), pero se sabe muy poco sobre estos
procesos durante la reproduccién asexual. Las mitocondrias juegan un papel
fundamental en la mantencion de la homeostasis metabdlica, principalmente a

través de la fosforilacion oxidativa.

Las mitocondrias son organelos particularmente complejos, envueltos por dos
membranas: la membrana mitocondrial externa (OMM) y la membrana interna
mitocondrial (IMM), las cuales encierran dos compartimentos, el espacio
intermembranal y la matriz. La matriz alberga el ADN mitocondrial (ADNmt)
(Benard et al., 2007; Pagliuso et al., 2018)

La dindmica mitocondrial esta determinada por eventos de fusion y fision,
transporte (movimiento dirigido dentro de la célula) y mitofagia (destruccion

dirigida a través de la via de la autofagia) (Mishra and Chan, 2016).

La Fision es esencial para la distribucion de mitocondrias durante la division
celular y también puede ocurrir cuando hay un dafio mitocondrial significativo lo
cual le permitira a la célula segregar la porcion dafiada. La Fusion también puede
compensar defectos en las mitocondrias y maximizar la capacidad oxidativa (Giedt
et al., 2012; Jang et al., 2017).
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Mitofusin

Figura 4. Fisién y fusion mitocondrial. (Kanamaru et al., 2012)
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HIPOTESIS

Proponemos que un sistema de esporulacion unicelular, basado en la expresion
inducible del gen brlA en esporas diploides, debe representar una ventaja para
estudiar la biologia celular de la reproduccion asexual en el hongo Aspergillus

nidulans.

OBJETIVO

Desarrollar un sistema de esporulacién unicelular, basado en la expresion
inducible del gen brlA en esporas diploides y como prueba de concepto,
documentar la dinamica de nucleos, mitocondrias, dos factores transcripcionales y

dos cinasas, durante el proceso.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Generar cepas diploides entre la cepa TTA292-1 (alcA(p)::brlA) y cepas que
contienen nucleos y mitocondrias marcadas con proteinas fluorescentes, asi como
con otras cepas en las que las cinasas SakA, SrkA o los factores transcripcionales

NapA y SrrA se encuentran marcados con proteinas fluorescentes.

2. Inducir la conidiacion utilizando las cepas diploides anteriores en medio sélido y
liquido, asi como determinar la frecuencia de conidiacion unicelular, el papel del

gen abaA en este proceso y la viabilidad de las conidias producidas.

3. Desarrollar la metodologia para seguir y cuantificar el proceso de conidiacion

unicelular.

4. Determinar la dinamica nuclear y mitocondrial durante el proceso y la

localizacion subcelular de las cinasas y factores transcripcionales.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas, medios y condiciones de crecimiento de A. nidulans
Todas las cepas de Aspergillus nidulans se crecieron en Medio Minimo con

glucosa al 1% méas los requerimientos necesarios para cada cepa (Scott and

Kafer,1977). Los diploides se crecieron en Medio Minimo con glucosa al 1% 6 con

treonina al 1% 6 con etanol al 1% sin ningun requerimiento. Los medios sélidos se

prepararon con agar al 1.25%. Todos los medios y material empleado se

esterilizaron a 121°C durante 20 min.

Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo

TTA292-1

TFL6

TRJS5

TRJ6

CAM20

CAM21

Trvl

AJC 6.39
TTAO021

DSR1

DSR7

DSR 16

DSR 20

DSR 24

DSR 26

DSR 31

biAl argB::alcA(p)::brlA metG1 veAl

pyrG89 pyroA4 sakA::GFP::AfpyrG; AnkuA::bar veA1

pyrG89 pyroA4 srkA::GFP bio::pyroA::gpdA::h2A::mrfp::bio

nkuA::bar veAl
pabaAl  yA2

argB::trpCB

AsakA::argB

ph2A::h2A::mrfp-ptrA trpC801 veAl
pabaAl yA2 napA::GFP veAl

pabaAl yA2 srrA::GFP::AfpyrG veAl

srkA::GFP

pabaAl yA2 veAl pgapdh(p)::atp9-7 (mts)::mCherry®

ornB7, fwAl, ve+, abaAl, veAl
biAl, pabaAl, alcA(p)::brlA, abaAl4, veAl

(CAM 20 X TTA292-1) pabaAl yA2 napA::GFP veAl/ biAl
argB::alcA (p)::brlA metG1 veAl

(CAM 21 X TTA292-1) pabaAl yA2 srrA::GFP::AfpyrG veAl/

biA1 argB::alcA (p)::brlA metG1 veAl
(TFL6 X TTA292-1) pyrG89 pyroAd sakA:GFP:AfpyrG;

DnkuA::bar veAl/biAl argB::alcA (p)::brlA metG1 veAl
TTA292-1)
bio::pyroA::gpdA::h2A::mrfp::bio

(TRJ5 X

pyrG89  pyroA4
nkuA::bar

argB::alcA (p)::brlA metG1 veAl
(TRJ6 X TTA292-1) pabaAl yA2 argB::trpCB sakA:argB

srkA::GFP  ph2A::h2A:mrfp-ptrA

trpC801

argB::alcA (p)::brlA metG1 veAl
(Trvl X TTA292-1) pabaAl, yA2, veAl; pgapdh(p)::atp9-7

(mts)::mCherry“/ biA1 argB::alcA (p)::brlA metG1 veAl

srkA::GFP
veAl/ DbiAl
veAl /biAl

(TTAO021 x AJC 6.39) biAl, pabaAl, alcA(p)::brlA, abaAl4,
veA/ ornB7, fwAl, ve+, abaAl, veAl

Adams et al.,
1988
Lara-Rojas et
al., 2011

Jaimes  Arroyo
etal., 2015
Jaimes  Arroyo
et al., 2015
Mendoza
Martinez et al.,
2017

Mendoza
Martinez et al.,
no publicado
Garrido et al.,
sin publicar

J. Clutterbuck
Mirabito et al.,
1989

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Generacion de cepas diploides

Se generaron cepas diploides entre la cepa TTA292-1 (alcA(p)::brlA) y otras cepas
en las que los factores transcripcionales NapA, SrrAy las cinasas SakA y SrkA
estaban fusionados a la proteina fluorescente GFP, con el objeto de poder
observar estas proteinas in vivo durante la esporulacion unicelular. Para esto se
sigui6 la metodologia de Pontecorvo (Pontecorvo et al., 1953), la cual consiste en
crecer contiguas las cepas mencionadas anteriormente. Para fines practicos solo
se describe la obtencion del diploide entre las cepas TTA292-1 (biAl
argB::alcA(p)::brlA metG1 veAl) y TRJ6 (pabaAl yA2 argB::trpCB sakA::argB
SrkA::GFP ph2A::h2A::mrfp-ptrA trpC801 veAl).

En condiciones estériles, se tomaron esporas de la cepa TRJ6 con un palillo estéril
y se picO el agar una sola vez, se repitid el proceso para la cepa de TTA292-1,
inoculando esta Ultima a 2 mm de la primera. Las cajas Petri se incubaron a una
temperatura de 37° durante 2-3 dias aproximadamente. Posteriormente con ayuda
de un palillo estéril y un bisturi, se cortaron pequefios trozos de la periferia de las
colonias en donde ambos micelios se unieron, tratando de no tomar agar, y se
transfirieron a MM con glucosa y sin suplementos. Las cajas Petri inoculadas con
el micelio de ambas cepas parentales se incubaron durante 6-8 dias a una
temperatura de 37°C; transcurrido ese tiempo se observo el crecimiento de micelio
heterocariético. Se rasparon las esporas de los heterocariones con ayuda de un
hisopo estéril y se transfirieron a un tubo falcén con agua estéril en un volumen

final de 5 mL.

Para obtener los diploides, se tomaron distintos volumenes de cada una de las
suspensiones de esporas de los heterocariones (ver tabla complementaria 1) y se
colocaron en el fondo de cajas Petri vacias, a las cuales posteriormente se les
vacid Medio Minimo a una temperatura de 40°C aproximadamente y se dejo
solidificar durante 10 minutos (técnica de vaciado en placa).

Después de un tiempo de incubacion de 3-4 dias a 37°C, se obtuvieron colonias

circulares, con los bordes homogéneos y una esporulacion homogénea de color
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verde. Estas colonias se estriaron en MM, con el fin de obtener diploides puros a
partir de una colonia aislada (las esporas son uninucleadas). Se tomaron esporas
de una colonia aislada y se transfirieron nuevamente a MM solido con glucosa
mediante la técnica de colonia aislada. Se dejaron incubar 2-3 dias
aproximadamente a una temperatura de 37°C. Se tomaron esporas de una colonia
aislada y se transfirieron a MM con glucosa mediante la técnica de inoculacién a
confluencia. Se dejaron incubar 6-8 dias a una temperatura de 37°C.

Después del tiempo de incubacion se colectaron las esporas con ayuda de un asa
de metal, se transfirieron a un tubo falcén de 15 mL con 5mL de agua estéril y se
lavaron 5 veces con ayuda de una centrifuga clinica y se resuspendieron en 1 mL

de agua estéril.

Para cuantificar la concentracion de esporas, se preparé una dilucién del stock de
esporas obtenido anteriormente. En tubos de 1.5 mL se mezclaron 990 pL de H,0

y 10 pL del stock de esporas.

Con ayuda de un hemocitbmetro (cAmara de Neubauer) se contaron las conidias
en los cuadros de los cuatro angulos y el centro, empezando por el primero de la
parte superior izquierda, se contaron 10 campos en total. Para obtener el nimero
de esporas/mL se obtuvo un promedio de los 10 campos, se multiplicé por el factor
de dilucién y por 25x10* de acuerdo con el hemocitémetro.

(esporas _ [#esporas

. .7 4,
10 ]x 25 x [dilucién]x 10 )

mL

Obtenidos estos resultados se realizaron los céalculos necesarios para inocular a

una concentracion final de 10° esporas/mL.

Estadistica

Estadistica de la cuantificacion de la conidiacion en Medio Minimo Sélido de
cepas haploides y diploides con la construccion alcA(p)::brlA
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En una caja Petri con Medio Minimo solido con glucosa, treonina o con etanol se
inocularon 2x10* esporas contenidas en un volumen de 20 pL, las cuales se
depositaron en areas pre definidas en el medio. Se dejaron incubar 18 horas a
temperatura ambiente (22°C). Se observaron 70 campos al azar y se contaron
aproximadamente 300 esporas totales las cuales representaban el 100%. De
estas se contaron las que presentaban una conidia nueva. El experimento se hizo
por triplicado. Este experimento se realiz6 para una cepa haploide y para una cepa

diploide.

Estadistica de la cuantificacion de la conidiacion en microcultivo liquido
estatico de cepas haploides y diploides con la construccion alcA(p)::brlA

En un cubreobjetos estéril se colocaron 400 yL de Medio Minimo liquido con
glucosa o con treonina o etanol. Se inocularon 2x10* esporas contenidas en un
volumen de 20 pL. Se dejaron incubar 18 horas a temperatura ambiente (22°C)
dentro de una caja Petri sin agitacion. Se observaron 70 campos al azar y se
contaron aproximadamente 300 esporas totales para determinar cuales
presentaban una conidia nueva. El experimento se hizo por triplicado. Este

experimento se realizd para una cepa haploide y para una cepa diploide.

Conidiacién unicelular en cepas diploides con la construccion
alcA(p)::brlA

Induccién de la conidiacion unicelular en Medio Minimo liquido con Glucosa,
Treonina o Etanol en matraz

Los cultivos en medio liquido de A. nidulans se realizaron en matraces Erlenmeyer
manteniendo una relacion volumen de medio: volumen del matraz de 1:5 (por
ejemplo: 25 mL en un matraz de 125 mL). Se prepardo Medio Minimo liquido con
glucosa (control) otro con treonina al 1% y otro con etanol al 1%. Se realizaron los

siguientes célculos para llegar a una concentracion final de [10° esporas/mL].
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(lxloéesporas

L )XZSmL

—— = Volumen necesario
Concentracién inicial

*25 mL= Volumen de medio liquido contenido en el matraz.

*Concentracion inicial= Concentracion original del stock de esporas.

Se incubaron a 37°C, 300 rpm durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de
incubacion cada uno de los matraces se centrifugd con ayuda de una centrifuga

clinica durante 10 minutos esto con el fin de concentrar la muestra.

Viabilidad de esporas diploides con la construccion alcA(p)::brlA

Para realizar este experimento se utilizaron dos metodologias las cuales se

mencionan a continuacion:

1. En una caja Petri con Medio Minimo sélido con Treonina se plaquearon
1.175x10° esporas contenidas en un volumen de 300 pL, se dejaron incubar
a temperatura ambiente (22°C-23°C) durante 2 dias. Transcurrido el tiempo
con ayuda de un hisopo estéril se rasparon las esporas y se transfirieron a
un tubo falcon con 3 mL de agua estéril. Se centrifugé la muestra durante 5
minutos con ayuda de una centrifuga clinica. Transcurrido el tiempo se
decantd el sobrenadante y el pellet formado se resuspendié en 1 mL de
agua estéril. Este volumen se transfiri6 a un tubo eppendorf de 2 mL y se
centrifugo durante 2 minutos a 13000 rpm, se decanté el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en 500 pL. Para cuantificar la concentracion de
esporas, se prepar0 una dilucion del stock de esporas obtenido
anteriormente. En tubos de 1.5 mL se afiadieron 990 pL de H,O y 10 uL del
stock de esporas. Se realiz6 el procedimiento mencionado anteriormente
para el conteo de esporas. Concluido esto, se afiadio el equivalente a 500
puL de perlas de vidrio de 0.75mm a 500 pL de la muestra obtenida. Se

27



aplicé vortex durante 8minutos continuos. Transcurrido el tiempo, se
tomaron fotos en el microscopio de epifluorescencia para observar si la
espora nueva se habia separado de la espora parental y si esta Ultima
habia sido destruida por el procedimiento. Confirmado esto, se tomo el
sobrenadante (aproximadamente 500 pL) y se plaquearon en cajas con
Medio Minimo soélido con glucosa. Se delimité un campo en el cuél estaban
presentes varias esporas y se incubaron a 37°C durante 6 horas.

En una caja Petri con Medio Minimo solido con Treonina se plaquearon
1.175x10° esporas contenidas en un volumen de 300 pL, se dejaron incubar
a temperatura ambiente (22°C-23°C) durante 2 dias. Transcurrido el tiempo
de incubacién se afadieron directamente a la caja 1.5 mL de agua estéril +
Tween al 0.01%. Se colocé la caja en un agitador de balance (speci mix
ThermoLyne) y se dejo durante 30 minutos, cambiando la caja de posicidon
cada 5 minutos. Transcurrido el tiempo se recolectd el sobrenadante en un
tubo eppendorf de 2 mL y se centrifugo durante 2 minutos a 13000 rpm.
Transcurrido el tiempo, se decanto el sobrenadante y en la parte inferior del
tubo se formo un pellet el cual se lavé 3 veces con agua destilada estéril.
Finalizado esto, se resuspendié en 250 pL de agua estéril. Para cuantificar
la concentracion de esporas, se prepar6 una dilucion del stock de esporas
obtenido anteriormente. En tubos de 1.5 mL se afiadié 990 pyL de H,O y 10
puL del stock de esporas. Se realiz6 el procedimiento mencionado
anteriormente para el conteo de esporas. Se tomaron fotos en el
microscopio de epifluorescencia para comparar tamafos de las esporas y
determinar si se trataba de una espora nueva o de la espora parental,
concluido esto, se tomé todo el sobrenadante (200 pL) y se plaqued en
cajas con Medio Minimo solido con glucosa. Se delimitd un campo en el
cual estaban presentes varias esporas y se incubaron a 37°C durante 6

horas.
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Caracterizacion del proceso de conidiacion por videomicroscopia

Para realizar esta metodologia se inocularon 4.1x10’ esporas contenidas en un
volumen de 200 pL en toda la caja Fluoro Dish-FD35-100. Posteriormente se
afiadi6 5.5 mL de medio minimo solido con Treonina. Se dejo solidificar
aproximadamente 5 minutos. El equipo tomé fotos cada 10 minutos durante 30
horas a una temperatura de 20°C. La lampara del equipo solo se encendié cuando
se iba a tomar una foto. El equipo empleado fue un microscopio invertido Leica
EL600, con una lampara de metal-haluro mercurio, se empled un filtro N3
(excitation band pass (BP) 546/12 nm, dichromatic mirror 505 nm and emission
filter BP 520/30nm). Las imagenes tomadas se adquirieron con una camara digital
CCD (DFC320; Leica Microsystems) y se procesaron utilizando el programa Leica
LAS 5.0.

Tinciones de cepas diploides

Tincién con Mito Tracker® Red

Se prepar6 una dilucién de Mito Tracker Red® CMXRos (ThermoFisher Scientific)
cat: M7512 (ANEXO 1). En una caja Petri con Medio Minimo sélido mas treonina
se inocularon 2x10* esporas contenidas en un volumen de 20 pL las cuales se
depositaron en areas pre definidas en el medio. Se dejaron incubar 17-18 horas a
temperatura ambiente. Se cortd un pedazo de agar, se afadio 200 pL de la
solucion de Mito Tracker® Red y se dejo reposar 5 minutos. Transcurrido el tiempo
se lavd con abundante agua aproximadamente 5 mL y se hicieron las
observaciones usando un filtro C-FL G-2E/C TRITC. Ref. NIKO-96312. Cddigo de
producto (Interprise): 56254.
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Tincién con DAPI

En una caja Petri con Medio Minimo sélido mas treonina se inocularon 2x10*
esporas contenidas en un volumen de 20 pL las cuales se depositaron en areas
pre definidas en el medio. Se dejaron incubar 17-18 horas a temperatura
ambiente. Se cortdé un pedazo de agar, se afiadié acetona-metanol hasta cubrir y
se dejo reposar durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo se enjuagd con
suficiente agua y se afadié 200 pL de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI-SIGMA)
cat: D9542 SIGMA, se dejo reposar 10 minutos en oscuridad y se enjuag6 con
abundante agua aproximadamente 5 mL y se hicieron las observaciones usando
un filtro UV, C-FL UV-2E/C DAPI. Ref. NIKO-96310. Cdédigo de producto
(Interprise): 56252.

Tincién con Calcofluor

Se prepard una solucion de blanco de calcofluor 1mM (Fluorescent Brightener 28
Sigma) cat: F3543-5G (ANEXO1). En una caja Petri con Medio Minimo sélido mas
treonina se inocularon 2x10* esporas contenidas en un volumen de 20 pL las
cuales se depositaron en areas pre definidas en el medio. Se dejaron incubar 17-
18 horas a temperatura ambiente. Se cortdé un pedazo de agar y se afiadi6 esta
solucion. Se dejo reposar durante 10 minutos protegiéndolo de la luz, transcurrido
el tiempo se enjuagd con suficiente agua aproximadamente 5mL y se hicieron las
observaciones usando C-FL G-2E/C TRITC. Ref. NIKO-96312. Cddigo de
producto (Interprise): 56254.

Microscopia

Se empled un microscopio NIKON Eclipse E600 y una camara Neo Andor Scmos
con sistema de enfriamiento. Las imagenes obtenidas se procesaron empleando el

programa ImagedJ. Para la caracterizacion del proceso de conidiacion por
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videomicroscopia el equipo empleado fue un microscopio invertido Leica EL600,
con una lampara de metal-haluro mercurio. Las imagenes tomadas se adquirieron
con una cédmara digital CCD (DFC320; Leica Microsystems) y se procesaron

utilizando el programa Leica LAS 5.0.

Conservacion de las cepas diploides

Conservacion en silica gel
Se sembr¢ la cepa a confluencia en Medio Minimo con glucosa, se dejo incubar a

37°C durante 6 dias. Transcurrido el tiempo, se afadieron 2 mL de agua
directamente a la caja y se rasparon las esporas con ayuda de un asa de metal.
Se tomo este volumen y se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 mL. Se centrifugo
durante 1 min a 13000 rpm. Transcurrido el tiempo se decant6 el volumen de agua
y se afiadié 100 pL de leche estéril. Este volumen se transfirid a un tubo con silica

gel y con ayuda de un palillo estéril se integré.

Conservacion en glicerol
Se sembr6 la cepa a confluencia en Medio Minimo con glucosa, se dejé incubar a

37°C durante 6 dias. Transcurrido el tiempo, con ayuda de un bisturi estéril se
cortaron 3 pequefios trozos de agar, estos se transfirieron a un tubo eppendorf de
2 mL con 1 mL de Glicerol al 80% (ANEXO 1). Se aplicé vortex y se guardaron a
una temperatura de -74°C.
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RESULTADOS

Construccion de cepas diploides con la construccion alcA(p)::brlA

Como se indico antes, la expresion del gen alcA(p)::brlA en conidias haploides
resulta en una inhibicion de la germinacién y el crecimiento y se considera letal
(Adams and Timberlake, 1990). Dado que las conidias tienen un volumen del
doble que una conidia haploide, y que existe una relacién entre el tamafio celular y
la mitosis, decidimos explorar si la expresién del gen alcA(p)::brlA en conidias
diploides podria resultar en un ciclo de microconidiacion. Para ello, se generaron
cepas diploides entre la cepa TTA292-1 (alcA(p)::brlA) y otras cepas disponibles
en nuestro laboratorio, las cuales poseen los ndcleos marcados con la proteina
fluorescente mRFP, con el objeto de seguir la dinAmica de la mitosis durante la
expresion de alcA(p)::brlA. También se emplearon otras cepas que contienen
diversas proteinas marcadas con GFP o mCherry, con el objeto de saber si es
posible observar cambios en la localizacion de estas proteinas durante la
expresion de alcA(p)::brlA en conidias diploides. Especificamente, se utilizaron
cepas que contienen los factores transcripcionales NapA (Mendoza-martinez et
al., 2017), SrrA y las cinasas SakA y SrkA (Jaimes-Arroyo et al., 2015; Lara-Rojas
et al., 2011) fusionados a la proteina fluorescente GFP. En la figura 1 se muestra
un caso especifico (CAM21 X TTA292-1 ver genotipo completo en tabla de cepas),
como ejemplo de la técnica usada para generar todas las cepas diploides que se
obtuvieron en este trabajo. Esencialmente, dicha técnica inicia con el crecimiento
contiguo de cepas que poseen diferentes marcadores genéticos, tales como el
color de las esporas (la mutacién del gen yA resulta en la produccion de conidias
amarillas en lugar de verdes) y sobre todo otras mutaciones que generan distintas
auxotrofias complementarias, en las cepas a diploidizar (figura 1A). Dado que
algunas de las hifas de ambas cepas se fusionan espontdneamente, se
transfirieron pequefos fragmentos de micelio de ambas cepas a medio minimo sin
suplementos, condicién en la que ninguna de las dos cepas progenitoras puede

crecer (figura 1B). Con esto se forzd la produccidén y estabilizacion de micelio
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heterocarigtico, el cual se caracteriza por un crecimiento y apariencia irregular,
debido a que el micelio contiene ndcleos de ambas cepas (yA+ y yA-) y puede
producir conidiéforos verdes y amarillos, asi como conidiéforos con esporas
verdes y amarillas, dependiendo del ndcleo heredado por la conidia uninuclear
(figura 1C). De manera espontanea algunos nucleos del heterocarion se fusionan,
generando asi unos cuantos nucleos diploides. Estos nucleos diploides se
segregan en los conidioforos del heterocarion y se seleccionan colectando
esporas del heterocarién, las cuales se inoculan nuevamente en MM si
suplementos. Las conidias diploides germinan rapidamente y forman colonias con
crecimiento y esporulacién regulares y forman conidiéforos solo con esporas

verdes (figura 1C). Una vez seleccionada, una cepa diploide es estable y puede

mantenerse como tal.

Figura 1. Generacién de cepas diploides con la construccion alcA(p)::brlA. A. Las cepas a
diploidizar se inocularon una cerca de la otra en MM con suplementos para las auxotrofias de ambas
cepas progenitoras (cepa yA+ alcA(p)::brlA (verde) y yA- (cepas amarillas; mutacion recesiva), y se
incubaron durante 3 dias a 37°C. B. Se transfirieron pequefios fragmentos de agar con micelio de ambas
cepas a MM sin ningan suplemento. C. Después de 7 dias a 37°C, se obtuvo micelio heterocariético que
crece de manera irregular y produce conidias uninucleadas. D. Las conidias de los heterocariones se
recolectaron, se reinoculadaron en MM y se crecieron durante 3 dias a 37°C para seleccionar diploides
formados espontaneamente en el micelio heterocariético. A diferencia del micelio heterocariotico, el
micelio diploide forma colonias que crecen y conidian de manera homogénea y solo producen conidias

verdes (flechas negras).
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Las esporas diploides con la construccion alcA(p)::brlA
germinan normalmente en un medio con glucosa, en el que la
expresion de la fusion alcA(p)::brlA esta reprimida

Para caracterizar la germinacion de esporas diploides con la construccion
alcA(p)::brlA, se utilizaron conidias de la cepa diploide DSR 24 (AsakA:.argB
srkA::GFP ph2A::h2A::mrfp-ptrA/ argB::alcA(p)::brlA ver genotipo completo en la
tabla de cepas), principalmente porque en este diploide los ndcleos estan
marcados con la histona H2A etiquetada con la proteina roja fluorescente mRFP
(h2A:mrfp) y se realizaron ensayos en medio sélido y liquido. Se inocularon 2x10*
esporas en un volumen de 20 pL y se incubaron durante 18 horas a temperatura
ambiente (22°C). Pasado este tiempo, se cuantificaron las esporas con un tubo
germinal (figura 2) y se calcul6 el porcentaje de germinacion en medio sdlido y

liquido.

Se observé que, tanto en medio soélido como liquido, la tasa de germinacion de
esta cepa diploide es semejante a la observada en cepas silvestres haploides
(aproximadamente un 85%). En experimentos subsecuentes se decidié utilizar
medio solido, debido a que en estas condiciones las conidias permanecen fijas en
el substrato y es posible hacer observaciones prolongadas en una célula

individual.

Figura 2. Germinacion de conidias diploides con
la construccién alcA(p)::brlA en condiciones de
represiéon del promotor alcA. Cepa diploide DSR
24 (AsakA:argB srkA:GFP ph2A:h2A::mrfp-ptrA/
argB::alcA(p)::brlA ver genotipo completo en la tabla
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de cepas). Medio Minimo soélido con glucosa a
temperatura ambiente (22°C) durante 18 h.
Observado en Contraste de Fases (C:F).
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Gréfica 1. Comparacion del porcentaje de germinacion de conidias
diploides con la construccién alcA(p)::brlA en medio sélido y
liguido en condiciones de represién del promotor alcA. Cepa
diploide DSR 24 (AsakA:argB srkA:GFP ph2A:h2A:;:mrfp-ptrA/
argB::alcA(p)::brlA ver genotipo completo en la tabla de cepas). Medio
Minimo sélido con glucosa a temperatura ambiente (22°C) durante 18 h.
Observado en Contraste de Fases (C:F). Datos +SEM t,= 0.2388, p=
0.823, ns: no significativo.

La induccién del promotor alcA en esporas diploides con la
construccion alcA::brlA conduce a la conidiacion

Datos preliminares del laboratorio mostraron que conidias diploides con la
construccion alcA(p)::brlA inoculadas en medio minimo sélido con treonina, como
Gnica fuente de carbono, parecian capaces de generar conidias a partir de las
esporas originales. Por esta razon, decidimos corroborar estas observaciones y de
ser posible, establecer las condiciones para la induccion de la conidiacion
unicelular de manera reproducible. Inicialmente inoculamos 2x10* esporas
contenidas en un volumen de 20 pL en MM sélido con glucosa, etanol o treonina,
lo cual corresponde a condiciones de represion, induccion y superinducciéon de la

fusién alcA(p)::brlA. Estas conidias se incubaron durante 17-18 horas a
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temperatura ambiente (22°C). En la figura 3A se observa que cuando la célula
diploide crece en un medio que contiene glucosa como fuente de carbono, ésta
germina sin ningun problema, debido a que el promotor alcA se encuentra
reprimido. Por el contrario, cuando inducimos al promotor alcA empleando etanol,
observamos que en lugar de un tubo germinal normal, conidias forma uno o 2
protuberancias que finalmente en la punta forman una estructura parecida a una
fidlide, la cual a su vez forma una estructura parecida a una conidia. Algunas otras
conidias germinan y forman hifas ramificadas que finalmente pueden o no producir
conidias en las puntas. Cuando se emplea treonina como fuente de carbono, la
mayor parte de las conidias no germinan (la treonina es peor fuente de carbono
gue el etanol y ademas un inductor mas fuerte de la fusion alcA(p)::brlA) y parecen
formar fialides y conidias directamente desde la conidia original. Comparando
nuestra cepa diploide con una cepa haploide con la construccién alcA(p)::brlA
(figura 3B) se observé que en glucosa las células haploides germinan, mientras
que en etanol y treonina las esporas s6lo se hincharon y no formaron ningun tubo
germinal, ni fialides o conidias. Estos resultados confirman las observaciones
iniciales e indican que por razones aun desconocidas, una conidia diploide con
una sola copia de la construccion alcA(p)::brlA es capaz de conidiar directamente,
mientras que en las mismas condiciones una cepa haploide con la misma

construccion es incapaz de germinar o conidiar.

GLUCOSA TREONINA ETANOL
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Figura 3. Represion e inducciéon del promotor alcA en conidias haploides y conidias diploides con la
construcciéon alcA(p)::brlA. A. Cepa diploide DSR 24 (AsakA:argB srkA::GFP ph2A::h2A::mrfp-ptrA/
argB::alcA(p)::brlA ver genotipo completo en la tabla de cepas) B. Cepa haploide TTA292-1 (alcA(p)::brlA ver
genotipo completo en la tabla de cepas). Medio Minimo sélido con glucosa, treonina o etanol para la cepa
diploide DSR 24 y MM con glucosa, treonina o etanol y los suplementos metionina y biotina para la cepa
haploide TTA292-1. Las placas se incubaron a temperatura ambiente (22°C) durante 18 horas. Al cabo de
este tiempo, las placas se observaron en un microscopio Nikon Eclipse E-600 con contraste de fases (C:F).

Con el objeto de cuantificar este fendmeno, se repiti6 el proceso utilizando
conidias diploides y haploides en medio solido y después de una incubacion de
17-18 h se observaron 70 campos al azar y se contaron aproximadamente 300
esporas y se registré cuantas de estas presentaban estructuras esporulantes. Este

experimento se realizé por triplicado para aumentar la confiabilidad.

Para las condiciones de medio liquido se inocularon 2x10* esporas haploides o
diploides contenidas en un volumen de 20 pL de la cepa haploide en 400 pL de
Medio liquido con las diferentes fuentes de carbono y se incub6 sin agitacion
durante 18 h.

En la grafica 2 se observa que el porcentaje de conidiacion de la cepa control
(haploide) la cual contiene la construccién alcA(p)::brlA es virtualmente inexistente
en comparacion con la cepa diploide. También se observa que no hay diferencias
entre el medio sélido y liquido y que la conidiacion de la cepa diploide es el doble
en treonina que etanol, llegando a representar el 80% de las conidias observadas.

Etanol Treonina
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Gréfica 2. Comparacion del porcentaje de conidiacién y eficiencia de ambos inductores del
promotor alcA en conidias haploides y diploides con la construccidon alcA(p)::brlA. Cepa haploide
(control): TTA292-1 (alcA(p)::brlA ver genotipo completo en la tabla de cepas) Cepa diploide: DSR 24
(AsakA::argB srkA::GFP ph2A::h2A:;:mrfp-ptrA/ argB::alcA(p)::brlA ver genotipo completo en la tabla de
cepas) en MM sdlido o liquido empleando diferentes fuentes de carbono como la Treonina o el Etanol.
Temperatura ambiente (22°C) / 18 horas. Los datos mostrados se encuentran en % de conidiacion £+SEM,
*p<0.0001. (3,1)=1.33

Aungue los sistemas probados anteriormente permiten la observacién detallada
del proceso de conidiacion, no es posible obtener suficiente biomasa de las
estructuras esporulantes para el andlisis bioquimico o el analisis de la expresion
genética. Por ello, decidimos explorar si el sistema de esporulacion unicelular
también ocurre en volimenes grandes, utilizando matraces en agitacion. Para ello,
se realizaron cultivos en medio liquido en matraces Erlenmeyer, manteniendo una
relacion medio/volumen del matraz de 1:5. Se inocul6 el medio a una
concentracion final de 1x10° esporas/mL y se incubé durante 24 horas. En
glucosa, la cepa haploide TTA292-1 (alcA(p)::brlA ver genotipo completo en la
tabla de cepas) creci6 formando los “pellets” que son caracteristicos en A.
nidulans. Por el contario, practicamente no se observd ningun crecimiento cuando
la cepa se crecid en etanol o treonina. En el caso del modelo diploide, se observo

el mismo fenbmeno (Figura suplementaria 1).

A nivel microscépico la cepa haploide TTA292-1 (alcA(p)::brlA, ver genotipo
completo en la tabla de cepas) en treonina mostré esporas hinchadas que no

germinaron, de manera semejante a lo observado antes en medio sélido. La cepa
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diploide DSR7 (AsakA::argB srkA::GFP ph2A::h2A::mrfp-ptrA/ argB::alcA(p)::brlA
ver genotipo completo en la tabla de cepas) mostr6 el mismo proceso de
conidiacion unicelular, también observado antes en medio sélido. Sin embargo, el
proceso ocurrié en un mayor tiempo, ya que después de 24 horas solo algunas
células diploides presentaban nuevas conidias. Dado que la cepa diploide
utilizada en estos experimentos contiene una copia del gen srrA (el cual codifica
para un factor transcripcional que responde al estrés oxidativo; (Vargas-Pérez et
al., 2007) fusionado a GFP, observamos la localizacion de dicho factor
transcripcional, encontrando que en células haploides y diploides, SrrA se detectd
localizado en el nucleo, segun lo reportado en hifas en crecimiento (figura 4).
Estos resultados sugieren que la reproduccién unicelular en diploides es menos

eficiente en cultivos liquidos con agitacion que en medio solido.

Figura 4. Esporulacién unicelular en crecimiento liquido en
matraz. A. Cepa haploide CAM 21 (srrA:GFP ver genotipo
completo en tabla de cepas), MM liquido con Treonina mas el
suplemento paba. B. Cepa diploide DSR7 (srrA::GFP/alcA(p)::brlA
ver genotipo completo en tabla de cepas), MM liquido con treonina.
Matraz (25 mL)/ 24 h/300 rpm/ 37°C. Observado en contraste de
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fases o epifluorescencia para GFP.

Dado el resultado anterior, decidimos probar a inducir la conidiaciébn en un
volumen reducido de medio liquido, directamente sobre un cubreobjetos. Esto
permitiria una alta aeracion, la observacidn microscopica y la posibilidad de
reemplazar el medio o de afadir diversos compuestos a las conidias diploides,
durante la esporulacién. Con este fin, se inocularon 2x10* esporas contenidas en
un volumen de 20 pL en un 400 pL de medio liquido con treonina, depositado
previamente en un cubreobjetos estéril, el cual se incubd a temperatura ambiente
durante 17-18 horas, dentro de una caja Petri sin agitacion. Como se muestra en
la figura 5, en estas condiciones se logré observar una conidiacion semejante a la
gue ocurre en medio sélido. El diploide utilizado en este experimento contenia los
ndcleos marcados con mRFP y una copia del gen srkA, el cual codifica para una
cinasa tipo CMK que se transporta al nicleo en condiciones de estrés oxidativo y
se encuentra parcialmente localizada en el nucleo en conidias intactas (Jaimes-
Arroyo et al., 2015), fusionado a GFP. En la figura 5 se muestra que la sefial de
esta cinasa se localiza principalmente en el ndcleo de la fidlide y de la conidia
naciente y menos en el nacleo de la conidia diploide original. Este es un resultado
interesante, que sugiere que al igual que durante la conidiacién normal, el proceso

de conidiacion en diploides inducida por la sobrexpresion del gen brlA ocurre en

condiciones de estrés.
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Figura 5. Induccién del promotor alcA en conidias diploides, empleando 400 puL de medio minimo
liquido con treonina depositado en un cubreobjetos. Cepa diploide DSR 24 (AsakA::argB srkA::GFP
ph2A::h2A::mrfp-ptrA/ argB::alcA(p)::brlA ver genotipo completo en la tabla de cepas). Se incubd a
temperatura ambiente por 18 horas. Observado con Contraste de Fases (C:F) y epifluorescencia para GFP
y mRFP.

El gen abaA es esencial para la conidiacion de las conidias
diploides

Establecida la morfologia y cuantificacion de estructuras conidiantes que se
producen al sobreexpresar el gen brlA en esporas diploides, decidimos probar que
al igual que lo que ocurre en un conidiéforo normal, la conidiacion unicelular
observada también depende del gen abaA o abacus. Para ello empleamos una
cepa haploide AJC 6.39, la cual contiene el alelo nulo abaAl y forma conidi6foros
aberrantes incapaces de formar conidias (Figura suplementaria 2), asi como la
cepa haploide TTA021, la cual contiene la fusion alcA(p)::brlA y el alelo sensible a
temperatura abaAl4. Esta cepa forma conidiéforos normales a 25 C y conidioforos

abacoides y carentes de conidias a una temperatura restrictiva de 38°C (figura 6).
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Temperatura ambiente

Figura 6. La cepa haploide TTA021 (alcA(p)::brlA,
abaAl4) presenta fenotipo silvestre a
temperatura ambiente (22 C) y fenotipo abacoide
a la temperatura restrictiva (38 C). La cepa
TTA021 (biAl, pabaAl, alcA(p)::brlA, abaAl4,
veAl) se incubé a las temperaturas indicadas
durante 3 dias.

Utilizando las auxotrofias complementarias de ambas cepas (ver tabla de cepas
para los genotipos completos), se gener6 y mantuvo una cepa diploide a la
temperatura permisiva, la cual se comprob6é que mostraba un fenotipo abacoide a
38°C. Posteriormente esta cepa, denominada DSR 31 se utiliz6 para inducir la
conidiacién unicelular con treonina, como se muestra en la figura 7. Se observo
gue en la mayoria de los casos el diploide DSR 31 es incapaz de formar
estructuras conidiantes a 38° C, aunque las conidias si producen las
protuberancias iniciales. En algunos casos dichas protuberancias forman varios
compartimentos celulares, delimitados por septos (ver tinciébn con calcofluor en la
figura 7) y al final lo que parece ser una conidia, que podria deberse a la actividad
residual del alelo abaAl4. En general, estos resultados muestran que la

conidiacion unicelular en diploides requiere de un gen abaA funcional.
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CF Calcofluor

Figura 7. La inactivacion parcial del gen abaAl causa morfologia
aberrante y una conidiacion unicelular muy reducida. Esporas de la cepa
diploide DSR 31 (biAl, pabaAl, alcA(p)::brlA, abaAl4, veAl ornB7, fwAl, ve+,
abaAl, veAl) se inocularon en MM sdélido con treonina y se incubaron a 38°C
durante 17 horas. Se tifieron con calcofluor y se observaron en C:F (contraste
de fases) y epifluoresencia. Las flechas sencillas indican la presencia de
septos y la doble flecha muestra dos posibles conidias.

Las nuevas conidias generadas a partir de una espora
diploide con la construcciéon alcA(p)::brlA son viables

Las conidias producidas en el sistema de conidiacion unicelular desarrollado en
este trabajo tienen la apariencia de una conidia normal, estan delimitadas por un
septo, contienen un nucleo y su produccion depende del gen especifico de la
conidiacién abaA. Sin embargo, ignorabamos si dichas conidias eran viables y

capaces de germinar. Para explorar la viabilidad de las nuevas conidias se
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emplearon dos metodologias para tratar de separar las conidias recién formadas
de la conidia madre original (ver materiales y métodos). Esencialmente se
colectaron los diploides esporulados en medio soOlido mediante las dos
metodologias propuestas. Los resultados que se obtienen al emplear ambas
metodologias son similares, la ventaja que presenta la metodologia 2 es que al

emplear Tween al 0.01% solo se recolectan esporas.

En la Figura 8 se muestran las estructuras conidiantes después del tratamiento
con perlas de vidrio de 0.75 mm. Mientras que las nuevas conidias parecen
intactas y contiene un nadcleo, las conidias madre son destruidas por el tratamiento

con las perlas de vidrio.

Las conidias colectadas con ambas metodologias se reinocularon en MM sdélido
con glucosa y se incub6 durante 5 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo se
observé que las esporas inoculadas fueron capaces de formar tubos germinales y
de reiniciar el crecimiento (figura 8B) por lo que podemos concluir que al menos
parte de las conidias nuevas generadas en nuestro sistema de esporulacion

unicelular son viables.

CF mRFP
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Figura 8. Separacién de las conidias nuevas formadas en el sistema de
esporulaciéon unicelular, mediante el tratamiento con perlas de vidrio de
0.75mm. Cepa diploide DSR 24 (AsakA:argB srkA:GFP ph2A:h2A:mrfp-ptrA/
argB::alcA(p)::brlA ver genotipo completo en la tabla de cepas). Observado para C:F
(Contraste de fases) mRFP y merge.
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Figura 8B. Germinacion de las conidias nuevas formadas en el sistema de
esporulacion unicelular. Cepa diploide: DSR 24 (AsakA::argB srkA::GFP
ph2A::h2A::mrfp-ptrA/ argB::alcA(p)::brlA ver genotipo completo en la tabla de
cepas). MM con glucosa, observado a los tempos indicados. Observado para
C:F (Contraste de fases) mRFP y merge.
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Concluido esto, el método que resultd mejor fue al emplear Tween al 0.01 %, ya
que se recolectan solamente esporas parentales e hijas, sin embargo, se podrian
combinar ambos métodos para obtener mejores resultados, ya que al emplear el
Tween al 0.01% no podemos discriminar si se trata de una espora madre o de una
nueva, solo con el tamafio lo que resulta un poco complicado. También se podrian

utilizar enzimas liticas esto con el fin de conservar solamente las conidias nuevas.

Dinamica de la conidiacion unicelular y la division nuclear
durante el proceso

Para caracterizar el proceso de conidiacién y la dindmica nuclear, se indujo la
conidiacién en medio sélido con treonina y se siguié el proceso durante 30 h,
registrando el proceso un microscopio invertido Leica EL600 cada 10 min. Es
importante hacer notar que en este experimento la temperatura de condiacion no
estaba controlada y podria haber variado entre 15-22°C y por otro lado, la muestra

estuvo expuesta a la lampara del confocal durante la 30 h del experimento.

Los resultados estan incluidos en un video con una duracion de 43 segundos, del
cual se obtuvieron los datos para la figura 9, en donde se indican los tiempos en
los que los distintas conidias madre incluidas en el campo incrementaron su
tamafo y formaron las distintas estructuras, los septos y las conidias y la manera

en que estos procesos se correlacionan con la divisién nuclear.

Lo primero que es evidente es la asincronia del proceso, ya que distintas conidias
esporulan a distintos tiempos en un intervalo que va de las 9 a las 23 horas (tabla
1), en el campo observado (figura 9). La figura 9 muestra los cambios observados
en la conidia 3, la cual desarroll6 una protuberancia inicial a las 13 h con 10 min.
Antes de este tiempo, los Unicos cambios morfolégicos observables consistieron
en incremento en el tamafo (volumen) de la conidia diploide original y de su
nacleo, sin que se observara aun la division nuclear. El crecimiento del diametro
de las esporas parentales incluidas en el campo de observacion se muestra en la

tabla suplementaria 2 y figura suplementaria 3. Una hora mas tarde (14 h 20 min)
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se observo un ligero crecimiento de la protuberancia inicial y la presencia de dos
nucleos y tan solo 10 min mas tarde se detectd la migracion de uno de los 2
ndcleos a la protuberancia inicial. Cerca de 1 h méas tarde (15 h 20 min) se
detect6 el crecimiento de una segunda protuberancia y a las 17 h la presencia de
2 nucleos pequefios en la conidia madre, uno de los cuales migr6 a esta segunda
protuberancia 10 min méas tarde. A las 18 h con 50 min se observo un
alargamiento en el nucleo de la primera protuberancia y 1 h més tarde la presencia
de 2 ndcleos en este compartimento. A las 21 h con 30 min el ndcleo de la conidia
madre se ha dividido y se ha formado un septo en la primera protuberancia, el cual
genera dos compartimentos, cada uno con un nucleo. A las 21 h con 50 min, el
compartimento distal inicia la formacion de una conidia todavia uninucleada y casi
2 h més tarde la conidia presenta ya un nucleo. Seis horas mas tarde la segunda
protuberancia ha iniciado directamente la formacion de una conidia que aun
carece de nucleo. Es importante notar que esta conidia madre en particular formé
2 estructuras conidiantes; la primera form6é un tipo celular, que podria
corresponder a una métula, antes de formar la célula conidiogénica o fialide,
mientras que la segunda estructura corresponderia directamente a una fidlide que
no completd el proceso de conidiacion en el tiempo registrado. La formacion de 2
estructuras conidiantes a partir de una conidia madre es un proceso relativamente
frecuente y en la figura 9 se puede observar que es el caso de las conidias 3,5y
6.

En este experimento se cuantificé el nUmero de esporas iniciales que después de
30 h mostraban una o0 mas estructuras conidiantes, a partir de una muestra de 10

conidias y se encontré que 70 % de las conidias madres conidiaron.
En resumen, en este experimento se observo lo siguiente:

a) El proceso de conidiacion unicelular es asincronico, ocurriendo a distintos

tiempos en distintas conidias madre.

b) El crecimiento de la conidia original ocupa el mayor tiempo del proceso,

requiriendo de al menos 9 h.
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c) El crecimiento polar y la formacion de compartimentos celulares (posibles

métulas, proto fidlides y conidias) precede a la migracion del nicleo a estas

estructuras y esta migracion nuclear es un proceso rapido (10 min aprox.).

Figura 9. La conidiacién unicelular ocurre a distintos tiempos en distintas conidias madre. La figura
muestra el tiempo cero, es decir, al momento de inocular las conidias diploides y el tiempo final del
experimento (30 h). Cepa diploide DSR 24 (AsakA::argB srkA::GFP ph2A::h2A::mrip-ptrA/
argB::alcA(p)::brlA ver genotipo completo en la tabla de cepas) en MM sdlido con treonina como fuente de
carbono. Temperatura aproximada de 20°C.

Espora Tiempo de inicio de la
conidiacion

9h, 40 min
12h, 40 min
13h, 10 min
14h
14h, 40 min
18h

N o o b~ W N R

23h, 10 min

Tabla 1. Tiempo en el que se observo la formacion de
la primera protuberancia en las conidias indicadas en la
figura 9. Cepa diploide DSR 24 (AsakA::argB
SrkA::GFP ph2A::h2A::mrfp-ptrA/ argB::alcA(p)::brlA ver
genotipo completo en la tabla de cepas).
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14h 20 min 14h 30 min 15h 20 min

O o Cp > O O

17h 10 min 18h 50 min 19h 50 min 21h 30 min

21h 50 min

’\/@Ezb

Figura 9B. Representacion esquemética de la dinAmica de la morfologia y division nuclear durante la
esporulacion unicelular de la cepa diploide DSR 24 (AsakA::argB srkA::GFP ph2A::h2A::mrfp-ptrAl argB::alcA(p)::brlA
ver genotipo completo en la tabla de cepas) en MM solido con treonina como Unica fuente de carbono. Temperatura

aproximada 20°C, tiempo total de incubacién 30 horas.
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Localizacion de distintas proteinas durante la conidiacion unicelular.

La principal razén para desarrollar el sistema de esporulacién unicelular esta
relacionada con la posibilidad de estudiar la biologia celular de todo el proceso
mediante microscopia confocal, en una sola célula que se encuentra fija en un
substrato sélido. Como prueba de este concepto, decidimos seguir la localizacion
subcelular de varias proteinas que se estudian en nuestro laboratorio, como parte
de otros proyectos. Para ello, generamos diploides entre la cepa con la fusion
alcA(p)::brlA y cepas que contienen los factores transcripcionales NapA y SrrA

fusionados a GFP, asi como una cepa con la cinasa SrkA fusionada a GFP.

Los resultados en la figura 10 muestran que tal como se ha reportado
anteriormente (Mendoza-martinez et al., 2017), en micelio de una cepa haploide el
factor transcripcional NapA se localiza en el citoplasma en ausencia de estrés. Al
final del proceso de conidiacion unicelular NapA parece enriquecida en algunas
regiones, pero no muestra la localizacion discreta que corresponderia a los
nacleos. Por el contrario, en estas condiciones la proteina SrrA se observo
principalmente en el ndcleo tanto en el micelio haploide, como durante la
conidiaciéon unicelular. Esto concuerda con lo reportado anteriormente (Mendoza-

martinez et al., 2017).

Para observar la cinasa SrkA se emplearon dos cepas diferentes: una cepa que
contenia la cinasa SrkA fusionada a GFP y otra con esta misma construccién, pero
en un fondo AsakA (carente de la MAPK SakA). SakA regula a SrkA y se requiere
para la acumulacién nuclear de SrkA en respuesta al estrés oxidativo. En ausencia
de SakA, SrkA no se acumula en el nucleo, sino en la mitocondria (Jaimes-Arroyo
et al., 2015). En el modelo de esporulacion unicelular y un fondo silvestre,

SrkA::GFP se localiz6 en los nlcleos, alin en ausencia de estrés.

Cuando se empled la cepa diploide con la cinasa SrkA fusionada a GFP y carente
de una sola copia del gen sakA, se observé que durante la conidiacion unicelular
SrkA mostré un patrén en puntos, en lugar del patron nuclear. En las conidias, las

mitocondrias se encuentran fisionadas, por lo que es posible que este patrén
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corresponda a una localizacion mitocondrial de SrkA, lo cual indicaria que la
concentracion de SakA es limitante para determinar la localizacion subcelular de
SrkA.

napA::GFP napA::GFP/
alcA(p)::brlA

GFP

srrA::GFP srrA::GFP /
alcA(p)::brlA

GFP

srkA::GFP srkA::GFP/
alcA(p)::brlA

GFP

srkA::GFP, ASakA srkA::GFP, ASakA/
alcA(p)::brlA
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GFP

Figura 10. Comparaciéon de la localizaciéon de
diferentes factores transcripcionales o cinasas
fusionadas a la proteina GFP en células
haploides y en células diploides. (ver genotipo
completo en latabla de cepas)

La dinAmica nuclear y mitocondrial durante la conidiacion unicelular

Se etiquetaron o tifieron las mitocondrias, el nicleo y la pared celular, con el fin de
observar la morfologia mitocondrial, la presencia de septos y el nUmero de nucleos

gue se forman en los distintos compartimentos celulares.

El DAPI es un colorante nuclear fosforescente, este se excita con luz ultravioleta y
se produce una fuerte fluorescencia azul cuando se encuentra unido al DNA en
regiones de alto contenido de A=T. Al tefiir esporas diploides con este colorante,
se confirmo la presencia de nucleos tanto en la espora parental como en la nueva
conidia y se demostrd que es posible usar el DAPI en el proceso, cuando no se

cuenta con cepas con ndcleos marcados.

CF DAPI Merge
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Figura 11. Las conidias generadas a partir de una espora madre con la construccién
alcA(p)::brlA también poseen nucleo. Cepa diploide: DSR 20 (srkA::GFP / alcA (p)::brlA ver
genotipo completo en la tabla de cepas) MM sélido con Treonina/ Temperatura ambiente (22°C) /
18 horas. Observado en C:F Contraste de fases u observado para DAPI.

Para tefir la pared celular se emple6 blanco de calcofluor, dicha sustancia tiene
afinidad por la celulosa y la quitina, componentes presentes en la pared celular de
los hongos y tiene la propiedad de emitir fluorescencia al ser activada por

radiacion ultravioleta.

Para detectar mitocondrias, se generd una cepa diploide entre la cepa TTA292-1
(alcA(p)::brlA) y la cepa Trvl (pgapdh(p)::atp9-7 (mts)::mCherry® ver genotipo
completo en la tabla de cepas) la cual posee mitocondrias marcadas con la
proteina fluorescente mCherry. El diploide con las mitocondrias marcadas se
indujo a conidiar durante 18 horas y posteriormente se corté un fragmento al cual
se le afiadié calcofluor por 10 min (ver materiales y métodos). Posteriormente las
células se observaron con microscopia de epifluorescencia. En la figura 11 se
observa que las mitocondrias aparecen fisionadas en la conidia madre y en forma
filamentosa en la fidlide y que parte de estos filamentos migran a la conidia recién
formada. La tincién con calcofluor revela que la fialide esta claramente delimitada

por un septo.

La deteccidn de nucleos y tincion con calcofluor revela que las fialides y conidia se
encuentran delimitadas por un septo y que en algunos casos los nucleos de la

conidia madre y de la fialide sufren divisiones posteriores.
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CF mRFP

Calcofluor Merge

Figura 12. Visualizacién de mitocondrias y septos durante la conidiacion
unicelular. DSR 26 (Trvl/alcA(p)::brlA 1.118 ver genotipo completo en la tabla de
cepas), Temperatura ambiente (22°C)/ 18 horas. Calcofluor [LmM]. Observado en
Contraste de Fases (C:F), mRFP, Calcofluor y Merge.
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mRFP Calcofluor Merge

Figura 12 B. Visualizacién de nucleos y septos durante la conidiacion unicelular. Cepa diploide DSR 24
(AsakA::argB srkA::GFP ph2A::h2A::mrfp-ptrA/ argB::alcA(p)::brlA ver genotipo completo en la tabla de cepas)
MM sdlido con Treonina. Temperatura ambiente (22°C)/ 18 horas. Calcofluor [ImM]. Observado en Contraste
de Fases (C:F), para Calcofluor, RFP y Merge.
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También nos interesO saber si es posible tefiir las mitocondrias con Mito Tracker
Red® CMXRos, en el caso de no contar con cepas con mitocondrias etiquetadas y
porque este colorante tifie mitocondrias activas, ya que su acumulacion depende
del potencial de membrana. Al emplear una cepa haploide, se observd que la
morfologia de las mitocondrias es en forma de filamentos, estos organelos se
encuentran a lo largo de toda la hifa, en pocas regiones de la hifa se observo que
estas mitocondrias se aglomeraban, formando pequefias pelotitas, pero la mayoria

se encontraba en forma de filamentos.

Durante la conidiacién unicelular, las mitocondrias se detectaron distribuidas en la
célula en forma de filamentos delgados y en el caso de la conidia madre, en forma

mas fragmentada (figura 13).

MitoTracker Merge

Figura 13. Morfologia mitocondrial durante la conidiacion unicelular detectada con
Mitotracker red. A. Cepa haploide: CAM 20 (napA::GFP), MM sdlido mas el suplemento Paba,
37°C/ 18 h. B. Cepa diploide: DSR 1 (napA::GFP / alcA (p)::brlA ver genotipo completo en la tabla
de cepas) (NapA::GFP x alcA(p)::brlA 3.118), MM sélido con Treonina. Temperatura ambiente/ 18h.
Observado para C:F (Contraste de Fases), MitoTracker y Merge.
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DISCUSION

La induccién del promotor alcA en conidias induce la conidiacion solo
en células diploides

Desconocemos aun la razon por la que la expresion del gen brlA en conidias
haploides resulta en un arresto de la germinacion, mientras que el mismo
fenomeno en conidias diploides conduce directamente a la esporulacion, a partir
de la conidia original. Una diferencia importante entre las conidias haploides y las
diploides es que las ultimas poseen un volumen 2 veces mayor que las conidias
diploides (Clutterbuck, 1969). Se sabe también que en general, las células
necesitan alcanzar un tamafo critico, antes de poder dividirse (Miettinen et al.,
2017). De hecho, es notable que el proceso de conidiacion unicelular
caracterizado en este trabajo requiere de un periodo largo de tiempo, durante el
cual el Unico evento morfoldégico notable es un incremento en el tamafio de la
conidia diploide original. Es posible que el mayor tamafio de las células diploides
les permita responder a la expresion del gen brlA y llevar a cabo la division
nuclear, necesaria para la conidiacion. Otra diferencia importante entre haploides y
diploides expresando el gen brlA, tiene que ver con la dosis génica. En la conidia
haploide existe una copia de la fusion alcA(p)::brlA por genoma, mientras que en
la conidia diploide hay también una copia de la fusién alcA(p)::brlA pero por dos
genomas. Es posible que en el haploide se produzca un alto nimero de moléculas
del factor transcripcional BrlA y que la rapida unién a sus genes blanco impida
avanzar en el proceso, mientras que en el diploide BrlA se “diluya” entre el doble
de genes blanco, produciendo una respuesta mas gradual. Esta posibilidad parece
poco probable porque en la conidia haploide una menor induccién de la fusion
alcA(p)::brlA con etanol, tampoco resulta en la produccion de conidias. De
cualquier forma vale la pena analizar esta hipétesis generando conidias diploides
con 2 copias de la fusion alcA(p)::brlA y determinar si la esporulacién se ve

inhibida o si por el contrario, ésta se ve estimulada.
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Tampoco entendemos por qué a pesar de que todas las conidias diploides deben
encontrarse detenidas en la fase G1 del ciclo celular, estas inician la conidiacion a
distintos tiempos, habiendo diferencias de hasta 13 h entre ellas. Aparentemente
las esporas tienen una heterogeneidad original que no les permite responder al
mismo tiempo a la induccién del gen brlA. Aunque estas esporas se colectan de
conidioforos normales después de 6-8 dias de esporulacién, las conidias se
producen por gemaciones sucesivas y en una cadena de esporas, la mas cercana
a la fidlide es mas reciente que la que se encuentra al final de la cadena de
esporas. Es posible que haya ligeras diferencias en el grado de madurez de la
espora y que esto impacte la capacidad de responder a BrlA. También existe un
porcentaje de esporas que no logra esporular después de mucho tiempo y otras
gue germinan y producen un tubo germinal que crece por un tiempo e incluso se

ramifica antes de eventualmente formar algunas conidias.

La existencia de heterogeneidad celular se ha documentado en células
sincronizadas en el ciclo celular y crecidas en las mismas condiciones, las cuales
al ser sujetas a condiciones de estrés responden inmediatamente o con un retraso
notable, una respuesta que parece azarosa y no heredable (Klosinska et al.,
2011). También se ha reportado que es posible detectar ciclos metabdlicos en
ausencia de division celular (Slavov et al., 2018). Notablemente, se ha reportado
que, en células de levadura en estado estacionario, la salida de la quiescencia
depende de su volumen celular y edad cronolégica. En particular, el efecto de la
edad cronoldgica parece depender de la concentracion de trehalosa intracelular
(Laporte et al., 2018). Las conidias de A. nidulans acumulan trehalosa (Ni and Yu,
2007) y es posible que exista cierta heterogeneidad en la concentracion de este

azucar en distintas conidias, de acuerdo a su edad.

Existe heterogeneidad a nivel de una misma célula, ya que en la conidiacién
unicelular una conidia puede producir una fidlide que directamente produce una
espora y también una estructura con un tipo celular previo, reminiscente de una
meétula, antes de producir la célula conidiogénica. Creemos que el estudio de la

conidiacién unicelular podra responder de qué depende esta heterogeneidad. La
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produccion de conidias en nuestro sistema requiere de la actividad del factor
transcripcional AbaA. Utilizando un diploide con un alelo nulo abaAl y un alelo
termosensible abaAl4 observamos que éste desarrolla estructuras aberrantes que
no parecen ni métulas ni fiadlides y no se producen conidias. En pocos casos, las
conidias de este diploide forman varios compartimentos celulares, delimitado por
septos (en la conidiacion normal una mutante nula abaA forma métulas
reiteradas), y una célula conidiogénica con una espora al final. Creemos que esto

se debe a cierta actividad residual de la proteina AbaA a la temperatura restrictiva.

Es notable que en el sistema de conidiacion unicelular, la fidlide produce una sola
una espora, en lugar de las largas cadenas que se observan en un conidiéforo
multicelular. Por alguna razén la fidlide asi formada pierde la capacidad para sufrir
divisiones mitdticas sucesivas. Hemos demostrado que las conidias producidas en
el sistema de conidiacién unicelular desarrollado en este trabajo tienen la
apariencia de una conidia normal, su produccion depende del gen especifico de la
conidiacién abaA, estan delimitadas por un septo y contienen un ndcleo. Aunque
también hemos demostrado que al menos una parte de estas conidias es viable,

es necesario determinar con exactitud su tasa de viabilidad.

Resulta interesante que cuando se empled la cepa diploide con la cinasa SrkA
fusionada a GFP y carente de una sola copia del gen sakA, se observé un fenotipo
intermedio entre la carencia total de SakA y la presencia de un nivel silvestre de
SakA en haploides. Esto indica que el sistema de esporulacion unicelular en
diploides permite evaluar la dosis génica y los efectos de la funcion de un gen en

condiciones homacigas y heterdcigas.

A pesar de la asincronia de la conidiacion unicelular y tal vez a causa de ello,
creemos que este sistema permitira estudiar con detalle la biologia celular de todo
el proceso, porque solo se requiere seguir el proceso en una sola célula. Como
prueba de concepto, observamos la localizacion de dos factores transcripcionales
y dos cinasas y la distribucion de nucleos y mitocondrias durante el proceso,
aungque en estos casos no seguimos el proceso a lo largo del tiempo. Para poder

hacer esto de manera efectiva, creemos que sera necesario automatizar el
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proceso de adquisicion de imagenes minimizando la exposicion a la lampara UV y
obteniendo suficientes imagenes para obtener una estadistica y cuantificacién de
fluorescencia robustos. También serd necesario desarrollar técnicas de montaje

para hacer microscopia confocal de mayor resolucion.
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CONCLUSIONES

v

Hemos desarrollado un nuevo sistema experimental para estudiar la

diferenciacion asexual del hongo Aspergillus nidulans.

Las conidias producidas en el sistema de conidiacion unicelular
desarrollado en este trabajo tienen la apariencia de una conidia normal, su
produccién depende del gen especifico de la conidiacion abaA, estan

delimitadas por un septo, contienen un nucleo y son viables.

Es posible utilizar este sistema experimental para seguir la dindmica de

diferentes organelos y estructuras durante este proceso de diferenciacion.

PERSPECTIVAS

>
>

Generar una cepa diploide con dos copias de la construccion alcA(p)::brlA.
Cuantificar cuantas estructuras forman una conidia al estar ausente el gen
abacus y cuantas no forman ninguna.

Generar una cepa diploide en la cual esté ausente el gen WetA.

Generar una cepa, la cual contenga la construccion alcA(p)::brlA fusionada
a la proteina GFP, y con esta generar cepas diploides para observar la
cinética de induccion de brlA y su localizacion.

Generar cepas diploides empleando cepas con proteinas fluorescentes
para detectar proteinas “cell-end markers”, el citoesqueleto de actina,
microtubulos y septinas, y organelos como endosomas, cuerpos lipidicos y
peroxisomas y poder asi estudiar la dinAmica de estos componentes en

relacion a los cambios en la polaridad celular y la diferenciacién celular.
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ANEXOS

Preparacion de una solucién de Mito Tracker® Red

1.

N

Se tomé 1 pL de Mito Tracker® Red CMXRos (ThermoFisher Scientific) y
se afiadieron a 999 pL de agua destilada contenidos en un tubo eppendorf
de 1.5 mL ambar.

Se aplico vortex durante unos segundos.

Se almacend a 4 °C.

Preparaciéon de una solucion de calcofluor 1mM

1.

Hw

Se realizaron los calculos necesarios para llegar a una concentracion de 1
mM.

mol /1916.986g
0.001 (

=0.91 L
I )0969/

1mol

0.001 M= concentracion de calcofluor deseada.
916.986 g/mol= peso molecular del calcofluor

Se realiz6 el célculo necesario para preparar 25 mL.

<0. 9169

- )(0. 025 L) = 0.0229g = 22.9mg

Se peso la cantidad necesaria de calcofluor y se disolvié en 25 mL de agua
destilada contenida en un vaso de precipitados.

Esta solucién de calcofluor se transfirié a un tubo falcon de 50 mL.

Se aplic6 vortex durante unos segundos.

Se cubrié con papel aluminio esto con el fin de protegerlo de la luz y se
almaceno a temperatura ambiente.

Preparacién del Glicerol al 80%

hwn

Se empled una probeta de 100 mL a la cual se le afiadié 80 mL de Glicerol.
Se afiadio agua destilada hasta llegar al aforo de 100 mL.

Se mezcld durante unos minutos y se transfirié a frascos.

Los frascos se esterilizaron a 120°C durante 20 min.
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Preparaciéon de una solucién de H,0,

1. Se cuantifico el H>O, esto con el fin de obtener su concentracién en el
momento.

2. Una vez obtenida la concentracion se realizaron los siguientes célculos
para obtener una concentracion final de 2mM o 5 mM segun fuera el caso
en 10 mL de medio minimo liquido contenidos en un tubo falcon de 15 mL.
(0.002M)(10mL)
11.15M )

Volumen necesario = (

0.002M= concentracion de H,O, deseada.
10mL= volumen de medio minimo liquido.

11.15M= concentracién original de H,0,

69



TABLA COMPLEMENTARIA 1.

napA::GFP x alcA::brlA
SITA::GFP x alcA::brlA
sakA::GFP x alcA::brlA
SrkA::GFP x alcA::brlA

srkA::GFP, H2A x
alcA::brlA

Trvl x alcA::brlA

2.58 x 10°
1.5 x 10°
2.05 x 10’
4.4x10°
3.17 x 10®

1.92 x 108

50
75
75
50
50

75

1.2 x 10’
1.1 x 10’
2.05 x 10°
2.2 x 10’
1.58 x 10’

1.4 x 107

Tabla complementaria 1. Cantidad de esporas necesarias para generar cepas diploides.
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FIGURA SUPLEMENTARIA 1

Glucosa Treonina

Figura suplementaria 1. Conidiacién unicelular en
MM liquido contenido en un matraz. A. Cepa
haploide: TTA292-1 (alcA(p)::brlA) en MM liquido
mas los suplementos Metionina y Biotina, como se
muestra en la figura se emplearon diferentes
fuentes de carbono, glucosa o treonina. B. Cepa
diploide: DSR 24 (SrkA::GFP, ASakA, H2A x
alcA(p)::brlA 1.118), en MM liquido sin ningln
suplemento, solo con diferentes fuentes de
carbono, glucosa o treonina. 24 h, 300rpm.
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FIGURA SUPLEMENTARIA 2

CF Calcofluor

Figura 1. Conidi6foros de una cepa abacus. Cepa haploide: AJC 6.39 (ornB7,
fwAl, ve+, abaAl, veAl) MM con arginina, 3 dias de incubaciéon a 38°C.
Calcofluor [ImM]. Observado en C:F (contraste de fases) y calcofluor.

CF Calcofluor

LEX N i

Figura 1B. Conidi6foros de una cepa abacus. Cepa haploide: TTA021 (biAl,
pabaAl, alcA(p)::brlA, abaAl4, veA) MM con paba y biotina, 3 dias de incubacion a
temperatura ambiente (22°C). Calcofluor [ImM]. Observado en C:F (contraste de

fases) y calcofluor.
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C:F Calcofluor

Figura 1B. Conidi6foros de una cepa abacus. Cepa haploide: TTA021 (biAl, pabaAl, alcA(p)::brlA,
abaAl4, veA) MM con paba y biotina, 3 dias de incubacién a 38°C. Calcofluor [ImM]. Observado en C:F
(contraste de fases) y calcofluor.
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