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I. RESUMEN

El reticulo endopldasmico (RE) es un organelo esencial que
interviene en multiples funciones celulares. Su arquitectura presenta un
arreglo que esta conformado por diferentes dominios estructurales, los
cuales comprenden la envoltura nuclear y el area periférica. A su vez, en
los dominios periféricos del RE podemos distinguir la formacion de una
red de laminas (cisternas) y tubulos que emergen de las membranas
nucleares. ElI mantenimiento de estas estructuras requiere la
participacion activa de algunas proteinas estructurales como los
reticulones (RTN), los cuales, gracias a sus dominios transmembranales
conservados, tienen la capacidad de establecerse en la membrana
lipidica del RE y modificar su topologia. En este estudio, describimos a la
Unica proteina de reticulobn RTN1 del hongo filamentoso P. anserina.
Demostramos que las mutantes carentes de la proteina RTN1 no tienen
alteraciones en su crecimiento, ni en su pigmentacibn o0 en su
envejecimiento durante la fase vegetativa. Sin embargo, esta proteina
es necesaria durante el desarrollo sexual del hongo. En las mutantes
Artnl se aprecia un aumento en la produccion de ascas anormales que
se caracterizan por contener un numero y tamafo anormal de
ascosporas. Ademas, se demuestra que esta producciéon anormal de
ascosporas esta relacionada con una mala segregacion del material
genético durante el desarrollo meidtico.

Palabras clave: Reticulo endoplasmico (RE), reticulones, hongos, P.
anserina, desarrollo sexual.



II. INTRODUCCION

1. El reticulo endoplasmico.

El reticulo endoplasmico (RE) es el organelo membranoso celular
mas extenso. Es un organelo muy estudiado y actualmente, gracias a
las mejoras en la identificacion de las proteinas que lo conforman, asi
como la comprension de los procesos para su mantenimiento y el
avance en las técnicas de microscopia, se ha generado informaciéon
importante para comprender su significado bioldgico, lo que a su vez, ha
permitido establecer que la relacion entre la forma y la funcion del RE se
vuelvan un foco central de estudio (Westrate, Lee, Prinz, & Voeltz,

2015).

1.1. Arquitectura y funcion del reticulo endoplasmico.

El RE es un organelo presente en todas las células eucariontes
(Shibata et al., 2008), participa en una gran variedad de funciones
celulares esenciales, incluyendo la sintesis, el procesamiento y la
secrecion de proteinas, la sintesis de lipidos, el almacenamiento y la
liberacién de calcio (Ca®") (Phillips & Voeltz, 2016). El arreglo del RE se
caracteriza por comprender diferentes dominios estructurales, dentro de
los cuales se pueden definir claramente la envoltura nuclear y el area
periférica. Los dominios periféricos del RE estan formados por una red
de laminas (cisternas) y tubulos que emergen de las membranas
nucleares y forman una arquitectura continua y cerrada (Shibata et al.,
2008). A su vez, las membranas del RE delimitan un espacio interno
comun, al cual se le conoce como lumen del RE o espacio cisternal del
RE (Alberts et al., 2015). A nivel ultraestructural existen dos tipos de
RE: el rugoso con ribosomas adheridos (RER), y el liso, sin ribosomas
(REL). Ambos son modificaciones regionales del mismo sistema de

membranas (Chen, Novick, & Ferro-Novick, 2013) (Figura 1).
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Figura 1. Arquitectura del reticulo endoplasmico en una célula. A) Dominios
estructurales del reticulo endoplasmico (RE), se indica la envoltura nuclear
(conformada por las membranas nucleares externa e interna), el area periférica
conformada por el reticulo endoplasmico rugoso (con presencia de ribosomas) y el
reticulo endoplasmico liso (constituido por tubulos y cisternas periféricas). B)
Micrografia del RE sefialando los tubulos y las cisternas. Modificado de Goyal &
Blackstone (2013).

1.1.1. Sintesis, procesamiento y secrecion de proteinas.

La membrana del RE es el sitio de produccion de las proteinas de
secrecion y de la membrana plasmatica, asi como de los organelos del
sistema de endomembranas celulares (las vias endocitica y secretoria)
(Alberts et al., 2015; Gidalevitz, Stevens, & Argon, 2013; Johnson,
Powis, & High, 2013). Una de las mas notables especializaciones del RE
es el RER (Alberts et al., 2015), quien ofrece un soporte a los ribosomas
para que lleven a cabo la sintesis de las proteinas en este organelo
(Chen et al., 2013). El RER esta constituido primordialmente por una
serie de laminas que proveen plataformas mas estables a los
polirribosomas que los tabulos, y que permiten un mejor soporte para la
sintesis de proteinas. Esto a su vez, favorece que en las células
eucariontes muchas de las proteinas comiencen a ser impotadas a la
membrana del RE antes de que su cadena polipeptidica se haya
sintetizado completamente, en un proceso llamado cotraduccional;

mientras que la importacibn de la mayoria de las proteinas a la
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mitocondria, los cloroplastos, el ndcleo y los peroxisomas es un proceso
postraduccional (Johnson et al., 2013). Asimismo, esto genera que las
proteinas que son sintetizadas e importadas al RE, se puedan clasificar
en dos tipos: las proteinas transmembranales, las cuales son
parcialmente translocadas al organelo, y las proteinas solubles, las
cuales son completamente translocadas a través de la membrana del RE
(Alberts et al., 2015).

En este punto, para que las proteinas que seran destinadas al RE
sean reconocidas, se utiliza una secuencia sefal, la cual determina la
localizacién de estas proteinas por un mecanismo en el que participan
dos componentes principales: la particula de reconocimiento de sefal
(SRP), quien actua como un receptor citosolico de la secuencia sefial de
las proteinas del RE, y su receptor en la membrana del RE (Alberts et
al., 2015; Johnson et al., 2013). A su vez, las proteinas residentes del
RE logran permanecer en él pues presentan una sefial de retencidon
conformada por cuatro residuos de aminoacidos (-KDEL o -HDEL) en su
dominio carboxilo terminal (Alberts et al., 2015). Una vez que ya estan
ahi, el RER también constituye una zona donde ocurre de manera
importante la modificacion postraduccional y el plegamiento de las
proteinas del RE (Westrate et al., 2015). En este proceso interviene un
gran numero de proteinas chaperonas —como la proteina chaperona BiP-
que facilita el correcto plegamiento de las proteinas del RE conforme son
importadas al organelo (Aebi, 2013; Gidalevitz et al., 2013). Asimismo,
en el RE también se cataliza la oxidacion de los grupos sulfihidrilos libres
(SH) en las cisteinas de las proteinas para formar su enlace disulfuro. En
este proceso intervienen la disulfuroisomerasa (PDI) y la prolil
isomerasa (PPI), quienes definen la estructura, la funcién y la regulacion
de las proteinas del RE (Gidalevitz et al., 2013). Por su parte, las
proteinas del RE que siguen la via secretoria son glicosiladas —mediante

N-glicosilacion—- en el lumen de este organelo antes de ser exportadas y
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destinadas a otros organelos (Wendland, 2015). Esta ruta de
glicosilacion, la cual se lleva a cabo en el RE con ayuda de un complejo
enzimatico de oligosacariltransferasa y una molécula lipidica especial
llamada dolicol, transfieren un bloque de oligosacaridos precursores a la
cadena lateral del grupo amino o a un aminoacido asparagina presente
en las proteinas, logrando con ello mudltiples implicaciones que son
esenciales para la homeostasis del RE (Aebi, 2013; Cherepanova,
Shrimal, & Gilmore, 2016).

Existe también, un sistema de control de calidad de las proteinas
del RE, el cual monitorea los niveles de las proteinas mal plegadas e
impide su acumulacion. Este sistema, conocido como la respuesta a las
proteinas desplegadas (UPR), tiene la capacidad de activar la via de
degradaciéon asociada a RE (ERAD) (Cherepanova et al., 2016), e
incluso, este sistema puede determinar el destino celular e inducir
muerte celular programada (apoptosis) asociada a estrés de RE (ERES)
para proteger al organismo mediante la eliminacion de proteinas mal
plegadas, las cuales son exportadas del RE mediante vesiculas que se
forman en dominios especificos del mismo, conocidos como sitios de
salida del RE (Gidalevitz et al., 2013). Una vez que la mayoria de las
proteinas pasan el control de calidad en el RE, existe un control de
trafico vesicular a partir de este organelo, el cual es esencial para que
las proteinas sean destinadas a la via secretoria y lleguen hasta el
aparato de Golgi (D'Arcangelo, Stahmer, & Miller, 2013), donde
posteriormente seran dirigidas a los diferentes organelos del sistema de
endomembranas (Fribley, Zhang, & Kaufman, 2009). Por otra parte,
existe una relacion entre la forma que adopta el RE y los requerimientos
celulares de secrecion de proteinas que se establecen de acuerdo a cada
tipo celular. Por ejemplo, células con una alta actividad secretora, como
las células pancreéticas, poseen un mayor numero de laminas apiladas

de RER; mientras que en células con una baja actividad secretora, como
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las células neuronales, musculares o epiteliales, hay una gran formacion

de redes tubulares carentes de ribosomas (Westrate et al., 2015).

1.1.2. Sintesis de lipidos.

La membrana del RE es el sitio de mayor biosintesis de lipidos
(Wendland, 2015), incluyendo tanto los fosfolipidos como el colesterol y
las ceramidas requeridas para la produccion de nuevas membranas
celulares (Alberts et al., 2015; Armesto et al., 2011). Entre los
fosfolipidos mas elaborados por el RE se encuentra la fosfatidilcolina, la
fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina y, en menor proporcion, el
fosfatidilinositol (Bishop & Bell, 1988; Daleke, 2003). Por su parte, se ha
descrito que la zona tubular del RE, especificamente el REL, es la region
primaria en la cual estos lipidos se originan (Westrate et al., 2015). De
manera importante, recientemente se ha descrito que en esta zona
también se establecen multiples sitios de contacto entre la membrana
del RE y la membrana plasmatica o la de otros organelos (ver seccion
1.1.4), lo que favorece la formacion e intercambio entre organelos de
moléculas pequefias como los lipidos y el calcio (Voss, Lahiri, Young,

Loewen, & Prinz, 2012).

1.1.3. Almacenamiento y liberacién de calcio (Ca?*).

El RE se caracteriza por almacenar calcio y iones que funcionan en
muchas cascadas de transduccion de sefiales (Meldolesi & Pozzan,
1998). En los mamiferos, la liberacion de calcio desde el RE se produce
en las neuronas en respuesta a una gran variedad de sefalizaciones,
que incluyen neurotransmisores y factores neurotréficos (Pinton et al.,
2001). Existen dos tipos de canales mediadores de la liberacion de

calcio en el RE, los receptores de inositoltrifosfato y los receptores de
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rianodina, mientras que el almacenamiento de calcio en el RE esta
mediado por una actividad de ATPasa (Wang, Mattson, & Furukawa,
2002). En los mamiferos, ambos procesos pueden influir en el
crecimiento de las neuritas, la plasticidad sinaptica, la supervivencia
celular o la muerte, ademas de que la excesiva liberacién de calcio
puede contribuir a la disfuncion neuronal o algunas condiciones
patoldgicas, incluyendo la isquemia cerebrovascular y la enfermedad
de Alzheimer (Wang et al., 2002). En las células musculares podemos
encontrar una modificacion abundante del REL Illamada reticulo
sarcoplasmico, la cual se encarga de la liberacion y reabsorcion del
Ca?" que desencadena la contracciéon y relajacién de las miofibrillas en

cada contraccion muscular (Alberts et al., 2015).

1.1.4. Las interacciones con otros organelos.

El RE tiene la capacidad de generar organelos distintos a partir de
él, los cuales difieren tanto en su morfologia como en su funcién
(English & Voeltz, 2013). Por otra parte, diferentes dominios del RE
también establecen sitios de contacto con la membrana plasmatica y
con organelos, como el aparato de Golgi, los endosomas, las vacuolas,
las mitocondrias, las gotas lipidicas y los peroxisomas (English & Voeltz,
2013; Wendland, 2015). Estos sitios de contacto son muy abundantes,
se encuentran dispersos por todo el citoplasma y son de importancia en
la regulacion de la actividad de los diversos organelos. A su vez, estos
sitios de contacto también pueden influir en la arquitectura y funcion del
RE (English & Voeltz, 2013).

El REL es el lugar en donde se establece la mayoria de las
interacciones del RE (Chen et al., 2013). Gracias a la microscopia de
fluorescencia de alta resolucion, a la microscopia electronica

tridimensional (3DEM) y a numerosos ensayos de bioquimica, se ha
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podido caracterizar los sitios de contacto que el RE establece con otros
organelos, asi como su papel en la dinamica, la biogénesis y la funcion
de ellos (Agrawal, Joshi, & Subramani, 2011; English & Voeltz, 2013;
Friedman & Voeltz, 2011; Glick & Nakano, 2009; Lam, Yoda, &
Schekman, 2010; Rizzuto et al., 1998; van der Zand, Gent, Braakman,
& Tabak, 2012). Entre estas interacciones destaca la que el RE establece
con el aparato de Golgi, en la cual se regula la transferencia de
proteinas y lipidos (Glick & Nakano, 2009) tanto por medio del
transporte anterogrado (mediado por el complejo de proteinas de
revestimiento COP Il) como por el retrogrado de vesiculas (mediado por
COP 1) (Barlowe et al., 1994; D'Arcangelo et al., 2013; Hanada, 2010;
Ladinsky, Mastronarde, Mcintosh, Howell, & Staehelin, 1999; Malhotra,
Serafini, Orci, Shepherd, & Rothman, 1989). Asimismo, en los sitios de
contacto entre el RE y los endosomas ocurre el intercambio de lipidos y
esteroles (English & Voeltz, 2013), se monitorea y regula los niveles de
colesterol de la via endocitica (cuya acumulacion afectaria la direccion
del trafico de los endosomas tardios) (Rocha et al., 2009) y se facilita la
division de los endosomas (Rowland, Chitwood, Phillips, & Voeltz, 2014).

Una de las interacciones mas estudiadas es la que el RE establece
con las mitocondrias. Los sitios de contacto entre estos organelos estan
altamente conservados y estdn asociados con funciones importantes,
como la transferencia de calcio, la regulacion de la sefializacién por esta
molécula y la biosintesis de lipidos (Friedman & Voeltz, 2011; Rizzuto et
al., 1998; Vance, 1990). Tal es la magnitud de esta interaccion que en
los sitios de contacto RE-mitocondrias se facilita la biogénesis de la
membrana mitocondrial, que requiere de la importacion de fosfolipidos
provenientes del RE (especificamente del transporte de fosfatidilserina)
(Voss et al., 2012), y se controla tanto la divisibn como la herencia de
este organelo (Boldogh & Pon, 2007). Cabe resaltar que se han
esclarecido muchos de los componentes responsables de establecer los

sitios de contacto entre estos dos organelos; por ejemplo, en hongos
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como Saccharomyces cerevisiae, las proteinas del complejo ERMES
constituyen un cierre molecular que une el RE con la membrana externa
mitocondrial (Kornmann & Walter, 2010). Finalmente, organelos como
los peroxisomas reciben mucho de su material inicial —-incluyendo los
lipidos y las proteinas de su membrana- del RE (Kim, Mullen,
Schumann, & Lippincott-Schwartz, 2006; Lam et al., 2010), lo cual
permite que los peroxisomas puedan formarse de novo en la célula
(Agrawal & Subramani, 2016; David et al., 2013). Asimismo, el RE
promueve una correcta orquestacion de la dinamica y maduracion
peroxisomal (Agrawal et al., 2011; Lam et al., 2010; Raychaudhuri, Im,
Hurley, & Prinz, 2006; van der Zand et al., 2012). Al igual que para las
mitocondrias, se han identificado algunas de las proteinas responsables
de establecer las interacciones fisicas de estos organelos, tales como las
peroxinas Pex29 y Pex30, que en S. cerevisiae interactdan
dinAmicamente con proteinas integrales de la membrana del RE, como

Rtnl y Yop, Yy modulan la biogénesis peroxisomal (Mast et al., 2016b).

1.2, La conformacion y la dinamica del reticulo
endoplasmico.

El RE es una estructura compleja que logra mantener la
continuidad e identidad de sus diferentes dominios gracias a
interacciones con el citoesqueleto, la actividad de proteinas
estructurales y la maquinaria de fusibn homotipica de sus membranas
(English & Voeltz, 2013). Es un organelo altamente dinamico y a través
de su union al citoesqueleto puede someterse continuamente a
rearreglos tanto de la zona de sus laminas como de sus tubulos. Estas
modificaciones pueden involucrar la envoltura nuclear y los dominios
periféricos del RE e incluir procesos de ramificaciéon, retraccion y fusion
de diferentes dominios, o bien, su fraccionamiento durante la division

celular (Chen et al., 2013).
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1.2.1. Conformacion de laminas y tabulos.

La morfologia del RE de todos los organismos en que se ha
estudiado -incluidos animales, levaduras y plantas—- esta regulada por
proteinas integrales de membrana pertenecientes a la familia de los
reticulones (RTN) y de DP1/YOP1 (English & Voeltz, 2013). Estas
proteinas estan presentes a lo largo de las zonas tubulares del RE, en
las zonas donde se conforman las uniones tubulares y en los bordes de
las cisternas; promoviendo en ellas una alta curvatura de la membrana
que permite generar una forma concava en la membrana del RE
(Shemesh et al., 2014). Junto con éstas interactlan otras proteinas,
como las pertenecientes a la familia de las atlastinas/RHD3/Sey1p, que
se encargan de mediar la interacciéon y fusion homotipica de los tubulos
del RE, proceso que resulta en la formacion de uniones en tres sentidos
en el RE tubular, que son responsables de conformar la red poligonal del
RE periférico. El arreglo de esta red poligonal también depende de las
proteinas lunapark, que actuan de forma antagdénica a las atlastinas
(Goyal & Blackstone, 2013). Por otro lado, en los hongos y los
mamiferos se ha estudiado a las proteinas TMEM33 (0 Per33) y
TMEM170A, las cuales se localizan en el RE periférico y en la membrana
de la envoltura nuclear y regulan la distribuciéon de los complejos de los
poros nucleares. Estas proteinas también promueven la formacion de las
lAminas del RE actuando de manera antagonica a los reticulones, con
quienes establecen interacciones fisicas (Christodoulou, Santarella-
Mellwig, Santama, & Mattaj, 2016; Urade, Yamamoto, Zhang, Ku, &
Sakisaka, 2014). A su vez, existen diferentes proteinas que permiten la
formacion de las laminas del RE, entre ellas estan las proteinas
membranales con dominios de hélice superenrollada (coiled-coil) que
actian como estabilizadores de las membranas laminares de las
cisternas —como p180- o como espaciadores que mantienen la distancia

entre sus membranas -como CLIPM-63- e impiden que el lumen de
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éstas se colapse (Goyal & Blackstone, 2013; Shibata, Voeltz, &
Rapoport, 2006). Asimismo, algunas de las proteinas del complejo de
translocacion de proteinas del RE contribuyen a estabilizar las laminas
de las cisternas (Puhka, Joensuu, Vihinen, Belevich, & Jokitalo, 2012).
Actualmente, con la identificacibn y caracterizacion de la funcién que
cumple cada uno de los elementos que participan en la conformacion de
las lAminas y los tubulos del RE, se ha propuesto un modelo tedrico que
explica como es que dependiendo del tipo celular y estado funcional de
la membrana del RE éste logra adoptar diferentes morfologias, incluida
la red poligonal de tubulos interconectados y las laminas; las cuales
pueden contener fenestraciones o estar apiladas una sobre otra

(Shemesh et al., 2014).

1.3. Los reticulones.

Los reticulones (RTN) son proteinas integrales de la membrana del
RE (Voeltz & Barr, 2013) que, junto a las proteinas de la familia
DP1/YOP1, tienen la capacidad de formar homo- y hetero-oligbmeros
que favorecen la curvatura de la membrana del RE (Shibata, Hu, Kozlov,
& Rapoport, 2009) (Figura 2). Ademas, estas proteinas favorecen el
anclaje y la formaciéon del complejo del poro nuclear (Goyal &
Blackstone, 2013). Como caracteristicas semejantes, ambas familias
presentan un dominio homdlogo, conocido como RHD, cuya
caracteristica principal es presentar alrededor de 200 residuos de
aminoacidos hidrofébicos, mismos que favorecen la formacion de
segmentos transmembranales. EI RHD consiste en un dominio de dos
horquillas transmembranales separadas por un asa hidrofilica. Se ha
determinado experimentalmente que los extremos amino y el carboxilo
terminal de los reticulones se encuentran expuestos hacia el citosol; de
manera que el dominio RHD adopta una topologia inusual en la que la

horquilla transmembranal ocupa mas espacio en la capa externa de la
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membrana del RE que en la capa interna, lo cual promueve la flexion y

favorece las regiones de alta curvatura del RE (Westrate et al., 2015).

Figura 2. Modelo de la conformacion de las proteinas estructurales del
reticulo endoplasmico. Se muestra la presencia de las proteinas de reticuldn,
DP1/Yopl, lunapark y las atlastinas en la bicapa lipidica y en las uniones de tres
sentidos. Las atlastinas forman complejos trans-oligoméricos que catalizan la fusion de
los tubulos del RE (recuadro). Modificado de (Chen et al., 2013; Goyal & Blackstone,
2013).

2. La diferenciacion celular en hongos filamentosos.

Los hongos filamentosos son organismos atractivos para estudiar
como se determinan y regulan los procesos de diferenciacion celular.
Presentan distintos modos de vida, con una excelente capacidad para
crecer en una gran variedad de materiales organicos, ya sea cuerpos
vivos 0 muertos de animales, plantas u otros organismos, asi como sus

fragmentos, desechos o exudados (Borkovich & Ebbole, 2010). Para su
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mantenimiento y estudio en el laboratorio, muchas especies de hongos
son capaces de crecer y completar su ciclo de vida en medios de cultivo
simples y bien definidos (Carlile, 1995). A su vez, en ellos se puede
generar nuevos individuos a partir de la fragmentacion de sus hifas o
por el desarrollo de estructuras de propagacion asexuales, como los
conidios, o sexuales, como las meiosporas (Peraza-Reyes, 1997).
Asimismo, sus ciclos de vida son cortos y se puede inducir un proceso
sincronico en el que se separen los estadios diferenciados para su
analisis (Peraza-Reyes, 2005). Ademas, su micelio presenta
totipotencialidad y habilidad para propagarse, ramificarse y formar
patrones de desarrollo complejos (Carlile, 1995). Por su parte, su
muerte celular generalmente es local, limitada a ciertas zonas o
modulos no funcionales del micelio, con lo cual, clonas de un mismo
individuo genético pueden cubrir grandes superficies y vivir por mucho
tiempo (Carlile, 1995; Smith, Bruhn, & Anderson, 1992). En lo que
respecta a los ascomicetos filamentosos, presentan una gran
biodiversidad, son uno de los tres grandes grupos de eucariontes
multicelulares y son el grupo hermano de los animales, lo cual los
vuelve organismos modelo muy representativos y comparables con
otros sistemas vivos. Gracias a estas caracteristicas, en ellos se puede
realizar estudios de genética clasica e inversa, su manipulaciéon
molecular es simple y, ademas, la secuencia genémica de muchas
especies representativas de diferentes linajes evolutivos ha sido

determinada.

2.1. Podospora anserina como modelo de estudio.
Podospora anserina es un hongo filamentoso del Phylum
Ascomycota perteneciente al orden de los Sordariales, en el que

también son ubicados géneros como Sordaria y Neurospora. Se
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caracteriza por ser un hongo saprobio con un ciclo de vida corto que se
encuentra normalmente en el estiércol de animales herbivoros o materia
vegetal en descomposicion (Geydan, Debets, Verkley, & van

Diepeningen, 2012).

P. anserina, ha sido un modelo celular en el cual se han estudiado
los procesos de desarrollo sexual. Se sabe que su tipo de apareamiento
esta definido por una region gendmica conocida como locus del tipo
sexual (MAT+ y MAT-), la cual lo convierte en un hongo heterotalico
bipolar en el que se establecen dos tipos sexuales (Wendland, 2015). Su
desarrollo comienza con la germinacion de ascosporas, dando lugar a un
micelio que tiene la capacidad de crecer en promedio 7 mm por dia (P.
Silar, 2013). Una vez que su micelio se ha desarrollado por 3 dias, a una
temperatura de 27°C y una humedad relativa del 85%, comienza una
formacion rapida de sus gametos, los cuales se diferencian en
espermacios y ascogonios, mismos que son independientes de los genes
del tipo sexual (Borkovich & Ebbole, 2010). Cuando los gametos estan
presentes y poseen un tipo sexual complementario, la fecundacion se
produce y comienzan a formarse los ascomas en un tiempo aproximado
de 4 dias, produciendo una progenie de cientos de meiosporas
(ascosporas) que son expulsadas de forma continua por 5 dias y que le
permiten la dispersion relativamente lejana a su sustrato (P. Silar,
2013) (Figura 3 A). Especificamente, para llevar a cabo la plasmogamia,
sus ascogonios desarrollan una hifa diferenciada -llamada tricégina- que
se encarga de localizar a los espermacios del sexo complementario vy,
una vez que los nucleos complementarios (MAT+ y MAT-) se asocian -
en una estructura especializada llamada crozier- se lleva a cabo la
cariogamia la cual inmediatamente da inicio a la formacion del asca
donde se llevan a cabo los procesos de meiosis y mitosis post-meiotica,
los cuales culminan con la formacion de cuatro ascosporas (Wendland,

2015) (Figura 3 B).
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Figura 3. Ciclo de vida en Podospora anserina. A) El ciclo de vida de P. anserina
comienza con la germinacién de las ascosporas, las cuales desarrollaran un micelio
(MAT+ o MAT-) con capacidad de formar las estructuras sexuales (ascogonios y
espermacios). La fertilizacibn de un ascogonio por un espermacio del sexo
complementario da lugar a los peritecios, los ascomas donde se desarrollan el tejido
fértil (himenio) en que se formaran las ascas (meiocitos) con las esporas sexuales
(ascosporas). B) Esquema del desarrollo meiético que lleva a la formacién de las
ascosporas en P. anserina. La flecha negra indica el sentido de la progresion del
desarrollo sexual, comenzando con la cariogamia (formacion del estado diploide, 2n),
seguido de la meiosis | y meiosis Il, la cual se da en sentido vertical y favorece la

formacion de cuatro nudcleos haploides (n). Inmediatamente, pero en sentido
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horizontal, se da la mitosis post-meidtica la cual finaliza con ocho nucleos haploides
(n). Finalmente, se da un agrupamiento de los nucleos cercanos que conformaran a las
cuatro ascosporas dicaridticas (n+n), las cuales usualmente contienen las versiones
complementarias de los genes del tipo sexual (ver el texto para los detalles) (Peraza-

Reyes & Berteaux-Lecellier, 2013).

Durante este proceso, la mayoria de las ascosporas generadas son
binucleadas y sus nudcleos usualmente contienen las versiones
alternativas de los genes del tipo sexual, por lo cual estas ascosporas
generan un micelio dicaridtico que puede formar ascogonios Yy
espermacios de ambos tipos sexuales y es, por lo tanto, susceptible de
autofertilizarse (desarrollo pseudohomotalico) (Wendland, 2015). Sin
embargo, un porcentaje de aproximadamente 1% de sus esporas
binucleadas (grandes) es remplazada por dos esporas uninucleadas
(pequenas), las cuales dan lugar a un micelio homocariético de un solo
tipo sexual cuyos gametos solo pueden ser fertilizados por células del
tipo sexual opuesto (desarrollo heterotalico) (P Silar, 2013). En el
laboratorio, ambos tipos de ascosporas, tanto dicaridticas como
monocariodticas, se pueden obtener y aislar facilmente; lo que permite

realizar una gran diversidad de andlisis genéticos.

Asimismo, P. anserina es considerado un modelo experimental de
facil manipulacion (Espagne et al., 2008), ya que presenta ciertas
ventajas con respecto a otros hongos filamentosos, entre las que
destacan: (1) presencia de senescencia, por lo que por muchos afos se
ha utilizado como modelo de envejecimiento (Malagnac, Klapholz, &
Silar, 2007; C. Q. Scheckhuber & Osiewacz, 2008); (2) es favorable
para estudios de biorremediacién, ya que presenta una gran maquinaria
enzimatica para degradar desde celulosa hasta la lignina; (3) es un
hongo no patégeno (Harms, Schlosser, & Wick, 2011; P. Silar et al.,
2011); (4) durante su desarrollo sexual se puede estudiar la
diferenciacion de muchos tipos celulares; (5) presenta morfogénesis de

estructuras multicelulares complejas; (6) tiene estructuras subcelulares
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facilmente observables (mitocondrias, peroxisomas, nucleos,
cromosomas), por lo que se puede estudiar con detalle la dinamica de
estos organelos; (7) en este hongo ha sido posible estudiar el progreso
nuclear a lo largo del desarrollo sexual (cariogamia, meiosis, mitosis,
etc.) (Peraza-Reyes & Berteaux-Lecellier, 2013; C. Q. Scheckhuber,
Rodel, & Wustehube, 2008; P Silar, 2013); y (8) el genoma de P.
anserina se encuentra secuenciado, esta bien anotado y cuenta con una
base de datos con toda la informaciéon, bibliografia y protocolos para
trabajar con él (P. Silar, 2013).
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III. ANTECEDENTES

El reticulo endoplasmico es un organelo esencial para el
funcionamiento 6ptimo de la célula. Para comprender su morfologia, es
necesario estudiar los elementos que favorecen el mantenimiento y
regulacion de sus dominios estructurales, tales como las proteinas de la
familia de los reticulones, la familia DP1/Yopl, las atlastinas y las
proteinas lunapark. Estos elementos han sido estudiados en diversos
organismos que incluyen animales, plantas y hongos levaduriformes
(Chen et al., 2013). En lo que respecta a la diversidad de los reticulones
y sus funciones, estas proteinas se han encontrado en todas las especies
de eucariontes en que se han buscado, como S. cerevisiae, Arabidopsis
thaliana, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, Xenopus sp.
y algunos mamiferos (Shibata et al., 2008), y se han identificado
ortélogos de sus genes en los genomas de organismos representativos
de los principales linajes eucariontes (Oertle, Klinger, Stuermer, &
Schwab, 2003). Esto indica que los reticulones son una familia de
proteinas altamente conservadas. Asimismo, en algunas especies
existen varias isoformas de reticulones; por ejemplo, en los mamiferos
existen cuatro genes que codifican para proteinas de reticulon (RTN1,
RTN2, RTN3 y RTN4/Nogo), los cuales a su vez codifican numerosas
isoformas (RTN1A-C, RTN2A-C, RTN3A y -B, y RTN4/NogoA-C) que son
generadas mediante empalme alternativo de exones y usando diferentes
promotores. Comparativamente, en S. cerevisiae existen dos genes de
reticuldn (RTN1 y RTNZ2), cada uno de ellos codifica una proteina (Rtnlp
y Rtn2p); mientras que en C. elegans Unicamente existe un gen de
reticulon (ret-1), el cual codifica tres diferentes isoformas de la proteina
(NRTN-A, nRTN-B y nRTN-C) (Westrate et al., 2015).

En estudios in vitro se ha reportado que las proteinas de reticuldn

son capaces de generar una curvatura en las membranas lipidicas
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(Voeltz, Prinz, Shibata, Rist, & Rapoport, 2006). Asimismo, se ha
reportado que la sobreproduccion de ciertas isoformas de estas
proteinas, en animales, plantas y levaduras, favorecen el alargamiento
de las zonas tubulares y el decremento de las zonas laminares del RE
(Shibata et al., 2008); mientras que la ausencia de las proteinas de
reticuldbn genera el efecto contrario, es decir, un decremento de las
zonas tubulares y un incremento en las zonas laminares (Tolley et al.,
2010; Tolley et al., 2008; Voeltz et al., 2006). Esto fue confirmado con
el modelo de generacion e interconversion de la morfologia del RE
(Shemesh et al., 2014), con lo cual se ha corroborado que los
reticulones son necesarios y suficientes para promover el arreglo tubular

del RE (Westrate et al., 2015).

A nivel fisiolégico, se ha demostrado que algunos de los efectos
generados por la eliminaciéon de los reticulones en levaduras, estan
relacionados con una reduccion del crecimiento, mientras que la
deleciéon de los genes ortdlogos de RtnlP y Yoplp en C. elegans provoca
un decremento de un 60% en la viabilidad embrionaria, sugiriendo que
el correcto arreglo tubular del RE es funcionalmente importante en los
eucariontes (Audhya, Desai, & Oegema, 2007; Shibata et al., 2008;
Voeltz et al., 2006). Asimismo, en mamiferos se ha demostrado que los
reticulones participan en la remodelacion del RE que incluye la
transformacion entre cisternas y tubulos asociada al ensamblaje y
desensamblaje de la envoltura nuclear durante la division celular (Puhka

et al., 2012).

Otros estudios demuestran que los reticulones participan en el
trafico vesicular entre RE y Golgi (Wakana et al., 2005), facilitan el
intercambio de lipidos entre RE y mitocondrias (Voss et al., 2012),
participan en los sitios de fisibn con los endosomas (Rowland et al.,
2014; van der Goot & Gruenberg, 2014) y participan en el bloqueo de la

herencia de RE cuando se presenta estrés del RE en la célula (Pina,
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Fleming, Pogliano, & Niwa, 2016). Todos estos hallazgos subrayan la
importancia de estudiar la arquitectura del RE, revelando que por medio
de sus diversos dominios estructurales este organelo tiene la capacidad
de interaccionar y comunicarse con otras estructuras subcelulares, con
las cuales contribuye al desarrollo celular (Knoblach & Rachubinski,
2013). Por lo tanto, el estudio de mutantes con defectos en la
morfologia del RE puede proveer nuevos e importantes conocimientos
sobre como la dindmica del mismo participa en el desarrollo de los
eucariontes (Chen et al., 2013). El hongo micelial P. anserina provee un
modelo experimental 6ptimo en el cual se puede elucidar la importancia
que tiene el mantenimiento estructural del RE en procesos del desarrollo
complejos. A su vez, dada la gran cantidad de informacion que se ha
generado en este hongo sobre la funcion y la regulacion de la actividad
de otros organelos durante el desarrollo —notablemente peroxisomas y
mitocondrias—- se puede proveer informacion relevante sobre la
contribucion de la dinamica y las interacciones del RE durante el
desarrollo. Por ejemplo, en este hongo se ha comprobado que durante
el desarrollo meidtico se requiere de una regulaciéon precisa de la
dinamica y el ensamblaje de los peroxisomas y que los defectos en estos
procesos generan alteraciones en eventos clave del desarrollo sexual,
como la cariogamia, el inicio de la meiosis, la segregacion de los nucleos
meidticos y la distribucién de los nucleos postmeidticos en las esporas
sexuales. Asimismo, la morfogénesis de los ascomas y la maduraciéon y
germinacion de las esporas sexuales también dependen de este
organelo (Peraza-Reyes & Berteaux-Lecellier, 2013). Sin embargo, asi
como en los hongos miceliales en general, en P. anserina no se sabe
coOmo se regula la estructura del RE, ni la participacidon que este proceso

tiene sobre el desarrollo.

No obstante, ha sido evidente que los reticulones forman parte

indispensable del arreglo tubular del RE e intervienen en la formacion de
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las zonas de contacto con otros organelos, como las mitocondrias y los
peroxisomas (English & Voeltz, 2013), participan en el ensamblaje de
los complejos del poro nuclear (Casey, Chen, Novick, Ferro-Novick, &
Wente, 2015; Casey et al., 2012) y en el establecimiento del uso
mitético durante la division nuclear (Dawson, Lazarus, Hetzer, & Wente,
2009; Goyal & Blackstone, 2013). Por ello, como primer enfoque para
entender la regulacion estructural del RE y su importancia durante el
desarrollo celular, se analiz6 como es que los defectos provocados por la
eliminacion genética de los reticulones afectan el desarrollo de P.

anserina.
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IV. HIPOTESIS

El reticulo endoplasmico es un organelo que desempefia funciones
fundamentales dentro del sistema de endomembranas de la célula, en la
organizacion y la dinamica de la envoltura nuclear, y en el
establecimiento de las interacciones interorganelares celulares. Por ello,
el mantenimiento del arreglo estructural de este organelo - en el que los
reticulones concebiblemente participan- debe ser determinante para el

desarrollo del hongo P. anserina.

V. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar los efectos de las alteraciones del arreglo del reticulo
endoplasmico generadas por la ausencia de los reticulones en el
desarrollo del hongo filamentoso Podospora anserina.

Objetivos particulares:

+ Identificar los posibles genes codificantes para las proteinas de la

familia de los reticulones (RTN) de Podospora anserina.

% Determinar el efecto que la ausencia de los reticulones genera

durante la fase somatica en P. anserina.

< Determinar los efectos de la ausencia de los reticulones en el

desarrollo sexual de P. anserina.

30



VI. MATERIALES Y METODOS

1. Analisis bioinformaticos.

1.1. Andlisis de secuencias para la identificacion vy
caracterizacion de las proteinas RTN.

Este proceso involucré:
1.1.1. Identificacion de las proteinas RTN de P. anserina.

A partir de la base de datos del genoma de S. cerevisiae
(Saccharomyces Genome Database, SGD,

http://www.yeastgenome.orqg/) se localizdé la secuencia de residuos de

aminoacidos de las proteinas de reticulbn Rtnlp y Rtn2p de esta
levadura (Westrate et al., 2015). Con ellas se realiz6 una busqueda de
secuencias con alta similitud en la base de datos del genoma de P.
anserina (Espagne et al., 2008) utilizando el algoritmo Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST), y se recuperaron las secuencias de
acuerdo a su valor-e de corte significativo 20.005. También, se realizo
el BLAST empleando como secuencia de busqueda a AN5404.2 de
Aspergillus nidulans, Cwll de Neurospora crassa, RTN1 de
Schizosaccharomyces pombe y RTN3-Al de Homo sapiens. En todos
estos analisis, se descartdé a las proteinas putativas con un valor-e
>0.005.

1.1.2. Comparacion de los ortdélogos de la proteina RTN en
diversos genomas fiingicos.
Empleando el algoritmo de prediccion MaRiO pipeline (Pereira,

Denise, & Lespinet, 2014) de proteinas ortélogas del programa
FUNGIpath (http://fungipath.i2bc.paris-saclay.fr/index.php

(Grossetete, Labedan, & Lespinet, 2010) se realiz0 una busqueda a
partir de la proteina identificada mediante los analisis de BLAST como
Pa_1 22550, la proteina putativa RTN1 de P. anserina. Este algoritmo

también identifica genes paralogos, lo que nos permitié confirmar la
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existencia de un uUnico gen para la familia de los reticulones en P.

anserina.

1.1.3. Dominios presentes en la proteina putativa RTN1.
Los dominios presentes en la proteina putativa RTN1l de P.

anserina fueron determinados utilizando la base de datos de dominios
conservados de proteinas (CDD) del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cqi).

1.1.4. Analisis de secuencias de proteinas ortdlogas.
Las secuencias de proteinas ortélogas de la familia de los

reticulones de diferentes organismos eucariontes fueron obtenidas de
la base de datos de proteinas del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los numeros de acceso de las

secuencias utilizadas fueron los siguientes: Rtnlp de S. cerevisiae
(NP_010519), AN5404.2 de A. nidulans (XP_663008), Cwll de N.
crassa (XP_011394177), RTN1 de S. pombe (NP_00101878), RTN3-Al
de Homo sapiens (BAD96618) y la proteina like-reticulo-B17 de
Arabidopsis thaliana (NP_179649). Los alineamientos de las secuencias
de proteinas se hicieron con el algoritmo ClustalW presente en el
programa Bioedit 7.0 (Hall, 2005), el cual utiliz6 el algoritmo
BLOSUMG62 para calcular la identidad y similitud de secuencias globales
por pares. Asimismo, este programa fue utilizado para obtener los
datos de identidad y similitud entre sus secuencias de residuos de
aminoacidos, asi como para determinar sus perfiles de hidrofobicidad

con base en el indice hidropaticidad de Kyte & Doolittle (1982).

1.1.5. Marcadores de secuencia expresados (EST).
Los datos de EST en diferentes estadios del desarrollo de P.

anserina fueron obtenidos del proyecto de secuenciacion del genoma
de este hongo (P Silar, 2013).

1.2. Diseio de las secuencias de los oligonucleétidos.
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Los analisis de la secuencias de nucledtidos y proteinas se
realizaron con los programas Bioedit 7.0 (Hall, 2005) y Serial Cloner
(V.2.6.1.), mientras que las secuencias genOmicas se analizaron
mediante el programa ARTEMIS (Carver et al., 2005). La secuencia de
los oligonucledtidos fue disefiada con ayuda del programa Primer 3

(Untergasser et al., 2007).

2. Generacion de las cepas mutantes de delecion de RTN1.
Para generar la construccion de delecion de RTN1, se siguid la

técnica de PCR de fusion (P Silar, 2013). La secuencia de los
oligonucledtidos utilizados se aprecia en la Tabla 2 (Ver apéndice).
Primero, se llevé a cabo la amplificacién de los extremos 5 y 3
para la construcciéon del alelo adyacente. Para amplificar el extremo
57de 620 pb se utilizaron los oligonucleétidos hph-rtn-5r (reverse) y
rtns5f (forward); para el extremo 3 de 702 pb se utilizaron los
oligonucleétidos rtn3r (reverse) y hphp-rtn-3f (forward). En ambos
casos se utiliza de templado el DNA gendmico de P. anserina cepa Wt+
y la DNA polimerasa tag/platinum, con los siguientes ciclos: paso uno,
desnaturalizacién inicial de la hebra de DNA a 94 °C por 2 minutos, 30
ciclos con los siguientes pasos: 94 °C por 45 segundos para
desnaturalizar, 65 °C por 45 segundos para alinear, 72 °C por un
minuto para polimerizar y, una extension final de 3 minutos a 72 °C.
Segundo, se llevé a cabo la amplificacion del gen HPH, codificante
para la resistencia a higromicina. Para amplificar el cassette resistente
a higromicina (C”) de 2.8 Kb se utilizaron los oligonucleétidos rtn-hph-
r (reverse) y rtn-hph-f (forward). En esta reaccibn se usa como
templado el DNA del plasmido pBC-Hygro y la DNA polimerasa Primer
Star, con los siguientes ciclos: paso uno, desnaturalizacion inicial de la
hebra de DNA a 98 °C por 10 segundos, 15 ciclos con los siguientes
pasos: 98 °C por 10 segundos para desnaturalizar, 55 °C por 15
segundos para alinear, 68 °C por 3 minutos para polimerizar, 20 ciclos

con los siguientes pasos: 98 °C por 10 segundos para desnaturalizar,
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60 °C por 15 segundos para alinear, 68 °C por 3 minutos para
polimerizar y, una extension final de 10 minutos a 68 °C.

Tercero, se generd el alelo adyacente por PCR de fusion con los
productos purificados con el kit de purificacion de PCR en gel de
agarosa (GE-Healthcare). Para realizar el PCR de fusién y generar la
construccion de 4.1 Kb (4122 pb) se utilizaron los oligonucleétidos rtn-
3r (reverse) y rtn-5f (forward). En esta reaccidon se usa como templado
los PCR purificados 5°, 3> y C’en una relacibn molar 1:1:3
respectivamente y la DNA polimerasa PFU, con los siguientes ciclos:
paso uno, desnaturalizacion inicial de la hebra de DNA a 94 °C por 2
minutos, 30 ciclos con los siguientes pasos: 94 °C por 45 segundos
para desnaturalizar, 60 °C por 45 segundos para alinear, 72 °C por 8.5

minutos para polimerizar y, una extension final de 10 minutos a 72 °C.

El producto final del PCR de fusion fue purificado con el mismo Kit
de purificacion en gel de electroforesis (GE-Healthcare) y fue usado
para transformar a una cepa Aku70. De esta transformacion, se
seleccionaron cepas primarias resistentes a higromicina, las cuales
fueron verificadas por PCR de revisidon. Esta revision, también se llevo
a cabo con las cepas purificadas Artn1 (MAT+ y MAT-) obtenidas
mediante cruzas por la WT.

Las reacciones de PCR de revision, se llevaron a cabo en 20 6 25
ul de volumen total y fueron colocadas en un termociclador para llevar
a cabo la amplificacion del DNA, de acuerdo a los siguientes pasos:

Primero, se realizé el PCR de revision del reemplazo completo de
rtnl1 por hph. Para realizar este PCR de revision, se utilizaron los
oligonucleétidos rtn-5ch (reverse) y rtn-3ch (forward). La longitud
esperada de la amplificacion son 2.9 Kb en cepas sin la integracion del
cassette y de 4.4 Kb en cepas con integracion de la construccion. En
esta reaccion se usa como templado de manera independiente DNA

genémico de P. anserina de la cepas Wt+, Artnl+, Artnl- y primeras
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transformantes. En este caso se usoO la DNA polimerasa Go-taqg, con los
siguientes ciclos: paso uno, desnaturalizacion inicial de la hebra de
DNA a 95 °C por 2 minutos, 25 ciclos de la siguiente manera: 94 °C
por 30 segundos para desnaturalizar, 60 °C por 30 segundos para
alinear, 72 °C por 4 minutos para polimerizar y, una extension final de
10 minutos a 72 °C.

Segundo, para realizar los PCR de revision de integracion de la
delecion, que amplifican el extremo 5 de 1875 pb se utilizaron los
oligonucleétidos hph-rc (reverse) y rtn-5ch (forward); para el extremo
3" de 1582 pb se utilizaron los oligonucledtidos rtn-3ch (reverse) y
hph-fc (forward). Mientras que, para realizar los PCR de revision donde
no se encuentra la integracion del cassette, se utiliza para la
amplificacion del extremo 5 de 988 pb, los oligonucleétidos 5-rtn
(reverse) y rtn-5ch (forward) y, para el extremo 3"de 1046 pb se
utilizaron los oligonucleétidos rtn-3ch (reverse) y 3rtn (forward). En
estas reacciones se usa como templado de manera independiente DNA
gendémico de P. anserina de la cepas Wt+, Artnl+, Artnl- y primeras
transformantes y la DNA polimerasa Go-tag, con los siguientes ciclos:
paso uno, desnaturalizacion inicial de la hebra de DNA a 95 °C por 2
minutos, 25 ciclos con los siguientes pasos: 95 °C por 30 segundos
para desnaturalizar, 57 °C por 30 segundos para alinear, 72 °C por 2

minutos para polimerizar y, una extension final de 5 minutos a 72 °C.

**Nota: Las imagenes recuperadas de los geles de electroforesis de los
PCRs mostrados fueron tomadas con ayuda del foto documentador
AlphaDigiDoc™.

3. Técnicas de biologia molecular.

3.1. Purificacion de productos de PCR.
La purificacion de productos de PCR y de los plasmidos de E. coli

se llevo a cabo con el kit de purificacion de PCR en gel de agarosa (GE-
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Healthcare) y el kit de extraccion de DNA Spin miniprep Yy
microcentrifuga (QIAGEN). El procedimiento se lleva a cabo siguiendo

las instrucciones del fabricante.

3.2. Almacenamiento de cepas y plasmidos.
Todas las cepas de hongos y bacterias fueron almacenadas a -70

°C. Las cepas de P. anserina, son recolectadas de medio M2 con 2 dias
de crecimiento en obscuridad, a 27 °C y 85% de humedad, y son
almacenadas en un vial con 1 mL de medio RG liquido (Ver apéndice).
Las cepas y plasmidos de E. coli fueron almacenadas en medio LB con

20% de glicerol (Ver apéndice).

4. Transformacion de Escherichia coli.

4.1. Células competentes de E. coli usando cloruro de calcio
(CacCl»).
Use una colonia de E. coli desarrollada en un medio LB soélido (Ver

apéndice) e incubada a 37 °C por 16-20 horas, fue transferida a un
tubo con 15 ml de medio LB liquido (Ver apéndice) y se deja incubar a
37 °C toda la noche. Posterior a este tiempo, con ayuda de una celda
de espectrofotometro se midié la absorbancia de 1 mL del cultivo
revisando que su densidad o6ptica (D.O.) sea igual a 1.0. Se midié 100
mL de medio LB y se afiadieron 5 mL del cultivo previo, logrando una
densidad o6ptica de 0.05. Se pusieron a crecer a 37 °C por 3 horas y
agitacion. Se midio la densidad 6ptica repetidamente hasta llegar a una
D.0O. <0.4. Se separ6 en dos tubos para centrifuga de 50 mL del medio
y se centrifugd a 2700 g x 10 minutos a 4 °C. Se retira el
sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 30mL de CaCl,-MgCl,. Se
volvidé a centrifugar a 2700 g x 10 minutos a 4 °C. Una vez mas se
retiré el sobrenadante y el pellet se resuspendié con 2 mL de CaCl,
frio. Se adicion6 280 puL de DMSO y se dej6 en hielo por 15 minutos.
Se realizaron alicuotas de 200 pL y se almacenaron en un

ultracongelador a -70 °C.
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4.2. Transformacion para células competentes de E. coli con
CaC|2.
Se tomd una alicuota de 200 pl y se colocé en un tubo estéril de

1.5 ml. Se adicion6 10 pl con no mas de 50 ng del plasmido a
transformar pBC-Hygro, pSM334 o pGAOAA237CB11 (Tabla 1) y se
colocé en hielo por 30 minutos. Inmediatamente se coloc6 en una
parrilla a 42 °C por 1.5 minutos y posteriormente se trasladé a hielo
por 1 minuto. A continuacion se afadi6 1 ml de medio LB (Ver
apéndice) y se dejo incubar a 37 °C por 1 hora. Al finalizar este tiempo
se realiz6 un plagueo en cajas Petri con medio selectivo a diferentes

concentraciones (50, 100 y 250 pl) y se incub6 a 37 °C por 12 horas.

5. Extraccion de DNA de P. anserina.
En una caja con medio M2 se coloc6 un papel celofan estéril.

Sobre este se realiz6 un inoculo con la cepa deseada AKu 70, Artnl o
Wt, se dejo crecer el micelio en oscuridad por 3 dias y posteriormente
se recuperdé con ayuda de una espatula estéril. Todo el micelio
recuperado se almacend en un tubo de centrifuga de 1.5 mL y se
liofiliz6 por un tiempo de 1.5 horas en el Savant. Una vez seco el
micelio se trituré6 con una espatula hasta conseguir un polvo fino. A
continuaciéon se resuspendié con 500 pL de la soluciéon EDTA (50 mM,
pH 8) con SDS (0.2%) y se incub6é por 15 minutos a 70 °C. Se
prosiguié adicionando 50 pL de acetato de potasio 5 M para precipitar
proteinas y se colocd los tubos por 30 minutos en hielo. Después de
este paso se centrifugd durante 10 minutos y se recuperdo el
sobrenadante en tubos limpios, para su posterior adicion de 200 ul de
fenol/cloroformo (1:1). Se centrifugd por 5 minutos y se recupero la
fase acuosa. En ésta, se adicion6 200 pL de cloroformo y se centrifugo
5 minutos a 13 mil r.p.m. En este paso se recupero la fase acuosa
hasta la marca de proteinas y se debe colocé 1 mL de etanol al 100%,
se centrifugod y se elimind el sobrenadante. Se repitié este ultimo paso,

pero ahora adicionando alcohol al 70%. Luego de centrifugar, se dej6
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secar para perder todo el etanol y finalmente se resuspendid la
muestra en 50 pL de TE 1X estéril (pH 8). Las muestras fueron

cuantificadas utilizando un nanodrop.

6. Transformacion de P. anserina.
6.1. Formacion de protoplastos.

Se realiz6 un precultivo en medio M2 de la cepa deseada AKu 70,
Artnl o WT (Tabla 1) y se dejo crecer en oscuridad a 27 °C por dos
dias. Posteriormente se recuperaron las colonias en un tubo Falcon con
5 mL de agua estéril y se fragmentéo el contenido usando un
desmembrador u homogenizador. El contenido se vacié en un matraz
Fernbach con medio liquido Fiolexroux (Ver apéndice) y se incubd por
dos dias a 27 °C en presencia de luz. Posterior al tiempo de incubacion,
se tomo el matraz y se filtré el contenido utilizando un embudo estéril
con gasa, adicionando 200 mL de buffer TPS1 frio (Ver apéndice). Se
colectd el micelio y se midié su peso total, a continuacién se afiadi6 la
misma cantidad de gramos de micelio pero en mL de buffer TPS1. Se
calcul6 la cantidad exacta de enzima para degradar pared celular (40
mg/mL) de Glucanex o Lysing Enzymes de Trichoderma harzianum, y
se dejé incubar con agitacion a 100 r.p.m., 37 °C por 3 horas. Al
finalizar este tiempo se prosiguié con los lavados de TPS1 y TPC (ver
apéndice) que estaban frios. Con ayuda de un embudo y gasa se filtro
la muestra incubada utilizando de 25-50 mL de TPS1 y se centrifugé
por 10 minutos a 32000 r.p.m. Se recupero6 el pellet, el cual se volvio a
resuspender en 10 mL de buffer TPS1 y se volvié a centrifugar 10
minutos a 32000 r.p.m. Se repite este paso, pero ahora se resuspende
el pellet en 5 mL de TPC. Finalmente el pellet se resuspende en TPC
dependiendo de su tamafio y se guardaron alicuotas de 200 pL cada
una a -70 °C. Las muestras fueron revisadas y cuantificadas utilizando

la camara de Neubauer para conocer su concentracion.
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6.2. Transformacion de protoplastos de P. anserina.
Se tomd una alicuota de protoplastos AKu70 de 200 pL por

transformacion, se calenté por 5 minutos a 48 °C e inmediatamente se

traslado a hielo por 30 s. Posteriormente se agreg6 el DNA molde con

una concentracion ~5 pg/ml. Se incubé 10 minutos a temperatura

ambiente y se coloc6 de 1.5- 2mL de PEG pH 7.5 (Ver apéndice) y se

mezcldé cuidadosamente. Se dejo incubar por 15 minutos y se adicion6

5 mL del medio RG con estabilizador osmético top agar (Ver apéndice)

a 42 °C. Finalmente, antes de que éste gelificara se vertié a cajas Petri

con medio de recuperacion RG con el antibiético correspondiente (Ver

apéndice) y se incubd las cajas de tres a seis dias en oscuridad. Se

verificd dia con dia la aparicion de transformantes primarias.

7. Cepasy plasmidos
Las caracteristicas de las cepas y plasmidos utilizados en el
trabajo se describen a continuacion:

Tabla 1. Cepas de P. anserina y plasmidos utilizadas en este estudio.

Cepa Genotipo y propiedades Referencia
E. coli
Top 10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 Invitrogen

AlacX74 recAl araD139 A(araleu)7697 galU galK
rpsL (StR end Al nupG)

P. anserina

WT S(+)

Cepa silvestre con tipo sexual MAT+

(P. Silar, 2013)

WT S(-)

Cepa silvestre con tipo sexual MAT-

(P. Silar, 2013)

AKu70 (+)

Cepa mutante carente del gen ku70 y tipo sexual
MAT+

(El-Khoury et
al., 2008)

Artn1 (1)

Transformante primaria en contexto Aku70+

Este trabajo

Artn1 (2)

Transformante primaria en contexto Aku70+

Este trabajo

Artnl (3)

Transformante primaria en contexto Aku70+

Este trabajo

Artnl (4)

Transformante primaria en contexto Aku70+

Este trabajo

Artnl (5)

Transformante primaria en contexto Aku70+

Este trabajo

Artn1 (+)

Cepa mutante carente del gen rtnl y tipo sexual

Este trabajo
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MAT+

Artnl (-) Cepa mutante carente del gen rtnl y tipo sexual Este trabajo
MAT-
Artn1°(+)(Cepas Transformantes primarias en contexto Artni+, con Este trabajo
1-24) integracion ectopica del plasmido 3Kb
(GAOAA237CB11)
Plasmidos
PBC-Hygro Confiere resistencia a ampicilina en E. coli. Contiene (P Silar, 1995)

el gen hph que confiere resistencia a higromicina en

P. anserina
Psm334 Confiere resistencia a ampicilina en E .coli. Contiene Robert
el gen G418 que confiere resistencia a geneticina en Debuchy,
P. anserina Institute de
Biologie
Integrative de
la cellule,
NCRS.
GAOAA237CB11 Fragmento de 3kb del genoma de P. anserina, Genoscope,
contiene el gen RTN1 Francia

(Espagne et
al., 2008)

8. Medios y condiciones de cultivo.
Para apreciar el crecimiento y el envejecimiento de P. anserina se

utilizé el medio M2 con dextrina (Ver apéndice). Estos cultivos se
realizaron a 27 °C con una humedad relativa del 85% vy se

mantuvieron en la obscuridad.

8.1. Medios de crecimiento.
Para evaluar la asimilacion de diferentes fuentes de carbono y

observar el crecimiento en estrés peroxisomal por acidos grasos; la
dextrina del medio M2 fue remplazada del medio de cultivo por acido
oleico (MO+AO) o celulosa (MO+Celofan) como Uunicas fuentes de

carbono y &cidos grasos (Ver apéndice). Estos cultivos se mantuvieron
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en oscuridad de tres a cinco dias, tiempo en el que se midio la longitud

y se observo la pigmentacion de las colonias.

** Nota: Las imagenes del crecimiento y envejecimiento de las
colonias fueron tomadas con una camara Canon EOS Rebel T5 (EF-S
18-55 III) y analizadas en un fondo negro con iluminacion.

8.2. Envejecimiento.

Para determinar la longevidad se midié la distancia promedio en
cm desde la germinacion de la ascospora, hasta la parte apical de la
punta de las hifas (en cuya regidon ocurre la senescencia). Este
procedimiento se realizé por triplicado en cada una de las cepas de

interés dejando crecer por 10 dias.

8.3. Cruzas sexuales.
En las cruzas sexuales de P. anserina se utiliz6 el medio M2 con

dextrina (Ver apéndice). Estos cultivos se realizaron a 27 °C con una
humedad relativa del 85% y se mantuvieron en presencia de luz
continua. La fertilizacion se llevo a cabo a los 3 dias de crecimiento. El
tipo sexual de una cepa se determind tras confrontarla en una cruza
sexual ante una cepa silvestre (Wt) de un tipo sexual conocido (MAT+
o0 MAT-).

8.4. Recoleccion y germinacion de las ascosporas.
A los cuatro dias de fertilizacibn de las cruzas sexuales, se

recuperaron las esporas expulsadas por los peritecios en medio MA
(Ver apéndice). Posterior a su recoleccion fueron aisladas, separas y
trasladadas con ayuda de una aguja de diseccion a un medio GYE (Ver

apéndice). Se incubaron en oscuridad hasta su germinacion.

8.5. Medio para la regeneracion de protoplastos.
Los protoplastos fueron regenerados en medio RG con dextrina

(Ver apéndice). Estos cultivos se realizaron a 27 °C con una humedad
relativa del 85% y se mantuvieron en obscuridad por seis dias (Ver

materiales y método seccion 6).
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8.6. Medios selectivos

Para evaluar la resistencia de las mutantes generadas, los medios
de cultivo M2 y RG fueron adicionados de Higromicina B (75 pg/mL) o
Geneticina (100 pg/mL) (Ver apéndice).

9. Analisis citologicos y microscopia
9.1. Observacion de la distribucion nuclear en el micelio.

Se coloco una capa delgada de medio M2 en una caja Petri y se
implant6 las cepas deseadas WT o Artnl. Se dejoé crecer por un dia y
posteriormente se colocd un cubreobjetos con un angulo de ~ 45° para
que el micelio creciera sobre él. Al dia siguiente se retir6 el mismo,
adicionandole 200 pul de solucion DAPI y se dejo reposar por 10 min en
oscuridad. Posteriormente se lavé con solucion de glucosa y se dejo
reposar por 3 minutos antes ser revisadas en el microscopio de

fluorescencia.

9.2. Estructuras sexuales.
9.2.1. Fijacion de peritecios y tincion de ascosporas.

Para la fijacibn de peritecios en ldminas, primero se colocé en
cajas Petri de vidrio una lamina de papel cera, se lavaron laminillas
utilizando alcohol y se Ilimpiaron con ayuda de Kimwipies,
posteriormente, se colocé a cada una 15 pL de poli-lisina con tritdn
10% (Ver apéndice), se esperé 10 minutos y se enjuagdé con agua
desionizada y al finalizar se retir6 el exceso. Las laminillas se
almacenaron las laminillas en la caja Petri con papel cera en oscuridad
y a temperatura ambiente hasta secar completamente. Posteriormente,
de una cruza sexual que fue colocada y fertilizada a los tres y cuatro
dias en presencia de luz, se recuperaron los septums de 10-20
peritecios y se colocaron en una placa para tincion mazzini. Se adicioné
485 pL de paraformaldehido (PAF) y 15 pl de triton 10% por 10
minutos para fijar y posteriormente se retira el exceso de PAF, dejando
los septums en la placa y se lavo con 500 pL de PBS 1X. Se

transfirieron las muestras a un portaobjetos siliconado y se coloc6é un
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cubreobjetos con poli-lisina, con ayuda de una aguja de punta
achatada se aplastaron las muestras para que se adhirieran. A
continuacion se tomo la laminilla y se lavé con 250 pL de PBS + TX, se
retiré el exceso y se anadi6 250 pL de PEM + Lisolecitina dejando en
oscuridad a 37 °C por 1 hora. Posteriormente se lavo con 250 pL de
PBS + TX (Ver apéndice). A continuacion, para llevar a cabo la tincion
de DAPI de las esporas de las ascas en los peritecios, se afiadié 250 pL
de PBS+DAPI+TX a las muestras en la laminilla siliconada por 15
minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Se lavo con dH,O y se
montd entre un porta y un cubreobjetos a los cuales se afadiéo una
gota de 10 pl de vectashield. Se asegurdé de no dejar burbujas en la
muestra y fueron sellados con barniz de ufias. Finalmente las laminillas
fueron almacenadas a -4 °C hasta su posterior visualizaciéon en el

microscopio Optico de fluorescencia.

9.3. Microscopia de fluorescencia
Las imagenes del microscopio 6ptico de fluorescencia (Nikon e600)

fueron tomadas con la camara ANDOR™

-NEO scMOSy analizadas con el
programa image J. Para las tinciones con DAPI de las esporas, se
realizaron Stacks y fueron visualizadas con la opcion <<Z- Project>> a
intensidades méaximas y almacenadas en 8bits. Fueron modificadas a

color Cyan utilizando la opcién <</ookuptables>=>.

10. Ensayos de complementacion genética.
El ensayo de complementacion esta basado en la técnica de

transformacién de protoplastos (Ver materiales y métodos seccion 6.2)
presentando las siguientes modificaciones:

1. Se utilizé una alicuota de protoplastos Artn1 (MAT+) de 200 pL
por transformacion.

2. Se adicion0 como DNA molde el plasmido GAOAA237CB11, el
cual tiene una extension de 3 Kb y uUnicamente contiene el gen RTN1

(flanquea la regidn codificante por =750 pb de sus regiones 5'y 3") y el
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plasmido pSM334 que confiere resistencia a geneticina, en una
proporciéon molar 3:1 respectivamente.

3. Las transformantes primarias adquiridas fueron seleccionadas y
colocadas en medio M2 en el cual se induce su cruza sexual con la cepa
Artnl1 MAT-. Posterior a los tres dias de fertilizacion se analiza la
formacidén de peritecios, asi como el desarrollo de ascas y esporas las
cuales son cuantificadas para confirmar que el fenotipo mostrado en la
mutante se restablece por complementacion. Se comparan con cruzas
sexuales homaocigas de las cepas Wt+ x Wt-, Artnl1+ x Artnl-y cruzas

heterdcigas Wt+ x Artnl-y Wt- x Artn1+ de P. anserina.

44



VII. RESULTADOS

1.- Identificacion de las proteinas de la familia de los reticulones
de Podospora anserina.

El genoma de Saccharomyces cerevisiae posee dos genes que
codifican para proteinas de reticuléon, RTN1 y RTN2 (Westrate et al.,
2015). Para identificar los genes codificantes para reticulones de P.
anserina, realizamos una busqueda en el genoma de este hongo de los
genes codificantes para proteinas con alta similitud a Rtnlp de S.
cerevisiae (Figura 4, ver también el alineamiento en la Figura 8) utilizando

el algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

Figura 4. Ubicacién genémica del gen RTN1 de S. cerevisiae. El gen RTN1 de S.
cerevisiae se localiza en el cromosoma 1V y codifica para una proteina de 295 residuos
de aminoéacidos. Tomado de <The Saccharomyces Genome Database>
htttp://www.yeastgenome.org

Este analisis arroj6 una Unica proteina putativa con un valor e
significativo (6e-07), cuyo gen se localiza en el cromosoma 1 de P. anserina
(Figura 5-A). Esta proteina ha sido denominada Pa_1 22550 en la base de
datos del genoma de P. anserina y se encuentra anotada en el GenBank bajo el
No. de acceso XP 001906573. Asimismo, realizamos el mismo analisis
empleando como secuencia de busqueda a Rtn2p de S. cerevisiae u ortélogos
de reticulones de otros linajes eucariontes, incluyendo a la proteina AN5404.2
de Aspergillus nidulans, Cwll de Neurospora crassa, RTN1 de

Schizosaccharomyces pombe y RTN3-Al de Homo sapiens. En todas ellas, el
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valor e fue mayor o igual a 0.005. A partir de estos datos, nombramos a la
proteina putativa de P. anserina, como RTN1, la cual presenta una longitud de

323 residuos de aminoacidos estructurados en 5 exones (Figura 5-B).

<+«— MAT
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Figura 5. Mapa gendomico de Podospora anserina. A) El genoma de P. anserina
esta conformado por siete cromosomas y una molécula de DNA mitocondrial (mtDNA).
En el cromosoma 1, se indica con una flecha azul la posicién del gen Pa 1 22550 y
con una roja la posicién del locus MAT. B) Constitucion del gen estructural para la
proteina RTN1 (la linea gris representa la hebra del DNA que contiene al gen RTN1 y

en azul se ilustra la distribucién de los exones en los tres posibles marcos de lectura).

Los datos fueron corroborados, al analizar la existencia de una
Unica proteina de reticulon con las relaciones de ortologia de RTN1 en
los genomas fungicos empleando el programa FUNGIpath (Grossetete et
al., 2010) (Figura 6). Estos analisis indicaron la presencia de un solo gen
putativo codificante para una proteina de reticulbn en el genoma de P.
anserina. De manera interesante, estos analisis mostraron que, salvo
pocas excepciones (como Cochliobolus sativus, Neurospora crassa y
Gibberella zeae), la mayoria de los hongos presenta en su genoma un
solo gen codificante para proteinas de la familia de los reticulones, en
contraste con los animales y las plantas en los cuales podemos
encontrar mas de un gen con muchas isoformas posibles (Di Sano,

Bernardoni, & Piacentini, 2012).
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Figura 6. Analisis de proteinas ortélogas y paralogas de los reticulones en
diversos genomas flingicos. Los ortélogos de RTN1 en los hongos cuyo genoma ha
sido secuenciado fueron identificados mediante el programa FUNGIpath (Gnicamente
se muestran los hongos del subphylum Pezizomycotina). Se muestra el Unico gen
codificante para una proteina de reticulbn en P. anserina (cuadro rojo). Notese la
existencia de paralogos de RTN1 en especies como N. crassa y G. zeae. Generado en
<FUNGIpath v.4.0> http://fungipath.i2bc.paris-saclay.fr

Por otra parte, realizamos una busqueda en la base de datos de
marcadores de secuencia expresados (EST) en el genoma de P. anserina
y encontramos once EST en micelio, un EST en peritecios jovenes, dos
EST en peritecios maduros y un EST en ascosporas en germinacion. Esto
demuestra, que RTN1l es un gen que se transcribe y se expresa en

diferentes fases del desarrollo.

Para caracterizar a la proteina RTN1 de P. anserina, se realiz6 un
analisis de la secuencia de residuos de aminoacidos, utilizando la base
de datos de dominios conservados de proteinas (CDD), en la cual se
reveld, la presencia de un dominio de la superfamilia de los reticulones,
conocido como RHD (Figura 7), este dominio se encuentra entre el

aminoacido 76 y el 235.

Figura 7. Identificacion de los dominios conservados en la proteina RTN1 de
P. anserina. La proteina RTN1 de P. anserina (conformada por 323 residuos de
aminoacidos) presenta un dominio de la superfamilia de los reticulones localizado entre
los aminoacido 76 y 235. Analisis realizado en la base de datos de dominios de

proteinas conservados (CDD) del NCBI.
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Para conocer mas sobre la estructura del reticuldn de P. anserina,
la secuencia de los residuos de aminoacidos de los dominios
transmembranales fue alineada con las de reticulones de otros
organismos eucariontes modelo, entre los que se encuentran animales,

plantas y hongos (Figura 8).
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Figura 8. Alineamiento de RTN1 con proteinas de reticulon representativas de
animales, plantas y hongos. La secuencia de residuos de aminoacidos de la proteina
RTN1 de P. anserina fue alineada con los reticulones RTN1 de S. cerevisiae, Cwll de N.
crassa, AN504.2 de A. nidulans, RTN3-Al de H. sapiens, RTN1 de S. pombe y la
proteina like-Reticulo-B17 de A. thaliana. Se indica con una linea roja la region de

mayor similitud correspondiente a los segmentos transmembranales del dominio RHD.

Este alineamiento, muestra que la proteina RTN1 de P. anserina,
presenta una identidad del 15% y una similitud del 33%, con la proteina
RTN1 de S. cerevisiae. Mientras que, en otros hongos filamentosos,
como N. crassa, la identidad y la similitud alcanzan valores de 62% y
79% respectivamente. Finalmente, efectuamos un analisis de
hidrofobicidad en el cual se compard la secuencia de los residuos de

aminoacidos de la proteina RTN1 de P. anserina, con las secuencias de
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residuos de aminoacidos reportadas en otros hongos y, observamos que
a pesar de los bajos porcentajes de identidad y similitud, reportados en
hongos como S. cerevisiae, la localizacion de los segmentos

transmembranales esperados se encuentra conservada (Figura 9).
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Figura 9. Analisis de los perfiles de hidrofobicidad de las proteinas de la
familia de los reticulones en distintos hongos. A) Representacién de los dominios
transmembranales y del dominio RHD presentes en la proteina RTN1 de P. anserina. B)
Perfil de hidrofobicidad de los reticulones de diferentes hongos. Las secuencias de
residuos de aminoacidos de los reticulones fueron alineadas y sus perfiles de
hidrofobicidad, determinados con base en la escala de Kyte-Doolittle, fueron

comparados. Los segmentos transmembranales son sefialados con flechas.

2.- Generacion de cepas mutantes de delecion del gen RTN1 de
P. anserina.

Para estudiar la funcion de RTN1 en P. anserina generamos cepas
mutantes de delecion en las que el marco de lectura abierta del gen
RTN1 fue remplazado por recombinacion homodloga por un marcador
selectivo. Para ello se llevo a cabo la construccion de un cassette que
contiene un gen (hph) que confiere resistencia al antibiético higromicina
flanqueado por =700 pb de las regiones que flanquean el marco de
lectura abierto de RTN1 (Figura 10) (Ver los detalles experimentales en la

seccion 2 de Materiales y meétodos). Esta construccion fue empleada
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para transformar protoplastos de una cepa Aku70 de P. anserina, en la
cual se impide la recombinacion no homologa (El-Khoury et al., 2008) y
ademas, las cepas transformadas pueden ser recuperadas por su
resistencia a la higromicina. En experimentos independientes se obtuvo
un total de 5 colonias resistentes a higromicina, en tres de ellas,
verificamos por PCR el reemplazo de rtn1 por hph. El andlisis por PCR de

la verificacion de una de estas cepas se muestra en la Figura 11.

Figura 10. Construccion del cassette para la delecion de RTN1. A) Esquema del

cassette disefiado para generar la mutacion Artnl1 (los incisos a-f indican los
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oligonucledtidos utilizados para cada uno de los PCR, ver apéndice) y en B) Revision en
gel de agarosa de los fragmentos obtenidos en cada PCR. M= marcador de peso
molecular 1 Kb; RTN1-57, fragmento 5 de 620 pb; RTN1-37, fragmento 3" de 702 pb;
hph, fragmento de 2.8 Kb; RTN1:hph, cassette de la fusién de hph flanqueado por los
extremos 5'y 3'de RTN1, 4.1 Kb.

Figura 11. Verificacion por PCR de la delecion Artnl en una cepa
transformante primaria. A) A la izquierda, diagrama del locus RTN1 esperado tras el
reemplazo de la fase codificante del gen por el gen marcador hph (arriba) y del locus
RTN1 silvestre (abajo). A la derecha, amplificacion por PCR del locus RTN1 de una cepa
silvestre (Wt, fragmento esperado de 2900 pb) y de una mutante Artn1 (4400 pb). Los
recuadros indican las bandas de amplificaciéon del DNA esperadas, mientras que las no
sefialadas indican bandas de amplificacion inespecificas. B) A la izquierda, diagrama
del locus RTN1 esperado para las cepas de delecion Artn1 mostrando los cebadores
para verificar el flanqueo del gen hph por los extremos 57y 37 del locus RTN1. A la
derecha, amplificacibn por PCR de los extremos 5' (1800 pb) y 3' (1600 pb)
flanqueantes del gen hph en una cepa de deleciéon Artnl. En los carriles 4 y 5 (Wt) se

muestran los controles de las respectivas reacciones de amplificaciéon con DNA de una
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cepa silvestre. Los incisos g-j indican los oligonucleodtidos utilizados en cada uno de los

PCRs de revision, ver apéndice; M, Marcador de peso molecular, 1 Kb.

A continuacion generamos cepas Artnl purificadas por medio de
cruzas sexuales entre la cepa silvestre (Wt) y las mutantes primarias.
Para ello, se recuperé la delecion Artnl en el contexto genético KU70" a
partir de las esporas monocaridticas descendientes. Estas se obtuvieron
en ambos tipos sexuales (MAT+ y MAT-). Cabe sefalar que, de manera
consistente con la ubicacion de RTN1 en el cromosoma 1 aledafio al
locus MAT (Figura 5-A), se observé un porcentaje de cosegregacion del
32.69% entre el locus RTN1 y el locus MAT (n=52 esporas
monocaridticas, recolectadas de 24 ascas). Finalmente, en las cepas
purificadas se corroboré por PCR de revision, que la mutacién generada

fuera la correcta (Figura 12).
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Figura 12. Verificacion por PCR de la delecion Artnl en cepas mutantes
purificadas (MAT+ y MAT-). A) A la izquierda, diagrama del locus RTN1 esperado
tras el reemplazo de la fase codificante del gen por el gen marcador hph (arriba) y del
locus RTN1 silvestre (abajo). A la derecha, amplificacion por PCR del locus RTN1 de
una cepa silvestre (Wt, fragmento esperado de 2900 pb), dos mutantes primarias
Artn1* y dos mutantes purificadas Artn1** (MAT+ y MAT-) (4400 pb). B.1) A la
izquierda, diagrama del locus RTN1 esperado para las cepas de delecion Artni
mostrando los cebadores para verificar el flanqueo del gen hph por los extremos 57y
37 del locus RTN1. A la derecha, amplificacién por PCR de los extremos 5' (1800 pb) y
3' (1600 pb) flangueantes del gen hph en una cepa de delecién Artnl. En el carril 2
(Wt) y los carriles 3, 4 y 5 (Artn1*) se muestran los controles de las respectivas
reacciones de amplificacion con DNA de una cepa silvestre y transformantes primarias,
mientras que en los carriles 6, 7 y 8 (Artn1**) se muestran las reacciones de
amplificacion con DNA en cepas purificadas Artn1 (MAT+ y MAT -). B.2) A la izquierda,
diagrama del locus RTN1 esperado para las cepas silvestres mostrando los cebadores
para verificar el flanqueo del gen RTN1 por los extremos 57y 37 del locus RTN1. A la
derecha, amplificacion por PCR de los extremos 5' (988 pb) y 3' (1046 pb)
flanqueantes del gen RTN1 en una cepa sin delecion Artnl. En los carriles 2 (Wt) y 3
(Artn1*) se muestran las respectivas reacciones de amplificacion con DNA de una cepa
silvestre y transformante primaria, mientras que en los carriles 4 y 5 (Artnl1**) se
muestran los controles de las reacciones de amplificaciéon con DNA en cepas purificadas
Artn1 (MAT+ y MAT -). Los incisos g-l indican los oligonucleétidos utilizados en cada
uno de los PCRs de revision, ver apéndice; M, Marcador de peso molecular, 1 Kb; H,0,

control negativo usando agua como templado.

3.- Caracterizacion de las mutantes de delecion Artn1 de P.
anserina.

3.1.- La fase somatica de las mutantes de delecion Artn1 de P.
anserina.
Posteriormente, se estudidé el efecto que la ausencia de RTN1

genera durante la fase vegetativa (soméatica) del desarrollo de P.
anserina. Para ello se analizo el fenotipo de las cepas Artnl de ambos
tipos sexuales. En primer lugar, observamos que la ausencia de RTN1 no
afecta el crecimiento, ni la pigmentacion, ni la formacion de micelio

aéreo de este hongo en condiciones de cultivo estandar (27°C),
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empleando medio M2 con dextrina como unica fuente de carbono (Figura

13-B).

Figura 13. El crecimiento, la pigmentacion y la formacion del micelio aéreo en
las mutantes de delecion Artnl de P. anserina. A) Distribucién de las cepas
utilizadas (se indica con + y - el tipo sexual de cada una). B) A la izquierda, colonias
de 6 dias de crecimiento con una pigmentacién uniforme. A la derecha, formaciéon de

micelio aéreo en cada una de las colonias.

Asimismo, también evaluamos el efecto que la ausencia de RTN1
tiene en el crecimiento del hongo en medios con polisacaridos
complejos, como la celulosa (cuya utilizacibn depende de la via
secretoria) (Figura 14-B y C), como Unica fuente de carbono; o bien, con
acidos grasos como el acido oléico (cuya utilizacion depende de la
funcion peroxisomal) (Figura 14B y C). Observamos que no se aprecian
diferencias de crecimiento entre las cepas control (Wt+ y Wt-) y las
mutantes de delecién Artn1 (MAT+ y MAT-), independientemente de la
fuente de carbono (dextrina, celulosa o acido oleico). De igual forma,
tampoco se observaron diferencias en la densidad de las colonias ni en

sus patrones de ramificacion.
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Figura 14. Evaluacion del crecimiento de las mutantes Artn1 en medios con
polisacaridos complejos y acidos grasos. A) Distribucion de las cepas utilizadas (se
indica con + y - el tipo sexual de cada una). B) Colonias creciendo en medio minimo
con dextrina (M2, izquierda), con celulosa (MO+celofan, centro) o con acido oléico
(MO+acido oléico, derecha) como Unica fuente de carbono. C) Curvas de crecimiento
de cada una de las cepas (Wt+, Wt-, Artnl+ y Artnl1-) en medios con diferentes

fuentes de carbono (arriba, dextrina ; al centro, celulosa; abajo, acido oléico).

Por otra parte, determinamos si la esperanza de vida de P.
anserina se veia afectada por la ausencia de RTN1l. Para ello se
realizaron pruebas de envejecimiento en medio M2, por diez dias y se
encontr6 que de manera general no se ve afectado el envejecimiento.
En estas condiciones, las cepas Artnl+ y Artnl- comenzaron a morir,
después de los 6.55 cm de radio y 6.15 cm de radio respectivamente,
mientras que la Wt- sobrevivio, hasta alcanzar 6.27 cm de radio (Figura

15).

Figura 15. Determinacion del envejecimiento de las mutantes Artnl de P.
anserina. El micelio del centro de colonias obtenidas de ascosporas monocarioticas de
las cepas silvestres (Wt, centro, s6lo se muestra una cepa MAT-), Artnl MAT+
(izquierda) y Artn1 MAT- (derecha) fue empleado para inocular cajas de Petri con
medio M2 y el tiempo en que las hifas del borde de las colonias generadas murieron

fue determinado.
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También analizamos la distribucion de los nucleos en las hifas
aéreas mediante microscopia de fluorescencia. Sin embargo, no
observamos alteraciones de los mismos a lo largo de ellas (Figura 16A) vy,
finalmente se analizé si la ausencia de RTN1 afecta la formaciéon de
gametangios femeninos. Sin embargo, no encontramos alguna evidencia

que demuestre una mala formacion en ellos (Figura 16-B).

Nuestros resultados, para la caracterizacion de la fase somética en
mutantes de delecion Artnl de P. anserina, demuestran que la ausencia
de la proteina RTN1, no genera un fenotipo que altere esta parte del

desarrollo en el hongo.

Figura 16. La distribucion nuclear en el micelio aéreo y la formacion de los
ascogonios en las cepas mutantes Artni. A) Tincibn con DAPI mostrando la
distribucion de los nucleos en el micelio aéreo. B) Formacion de gamentangios
femeninos (ascogonios, sefialados con flechas). En cada caso se compara la cepa

silvestre (Wt+) y la mutante (Artni+).

3.2.- La fase sexual del desarrollo de las mutantes de delecion
Artnl de P. anserina.

Con las cepas de delecion purificadas Artnl MAT+ y MAT- se
analiz6 como la ausencia de RTN1 afecta el desarrollo sexual de este
hongo. Para ello analizamos tanto la formacién de los peritecios, como
los eventos involucrados en la progresion del desarrollo sexual,
incluyendo la formacion de las células dicaridticas (croziers), los
meiocitos (ascas) y las esporas sexuales (ascosporas). Todos estos

procesos fueron analizados tanto en cruzas sexuales homaocigas de
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Artnl1, como en cruzas heterGcigas de esta mutante con una cepa

silvestre.

En primer lugar observamos que los ascogonios de una cepa Artnli
son capaces de ser fertilizados tanto por espermacios silvestres como
por espermacios Artnl, independientemente de su tipo sexual (siempre
y cuando sean de tipo sexual compatible). Asimismo, ademas de ser
capaces de fertilizar ascogonios Artnl, los espermacios Artnl fueron
capaces de fertilizar ascogonios silvestres. Estos resultados indican que
RTN1 no se requiere para la plasmogamia o fertilizacion durante el
desarrollo sexual. También observamos que las cepas Artnl tienen una
correcta formacion de peritecios tanto en cruzas homodcigas como
heter6cigas, donde no se observaron diferencias en el tiempo de
formacion de los peritecios ni en su estructura o su patron de
distribucion. Esto indica que la morfogénesis de las fructificaciones

sexuales tampoco depende de RTNL1.

Tras la maduracion de los peritecios, las ascosporas formadas en
su interior son proyectadas activamente al exterior de éstas, lo que
permite su dispersion. Evaluamos este proceso y observamos que,
tanto las ascosporas formadas en cruzas homaécigas de Artnl, como las
formadas en cruzas heterdécigas de esta mutante por una cepa silvestre,

son capaces de ser expulsadas.

Sin embargo, al analizar con detalle los procesos de formacion de
las ascas y las ascosporas observamos que éstos se ven comprometidos
en ausencia de RTN1. En contraste con el desarrollo sexual de una cepa
silvestre, en donde el 98% de las ascas produce cuatro ascosporas
dicaridticas de un mismo tamafo, el nUmero y tamano de las esporas
producidas dentro de las ascas de cruzas homaocigas Artnl fue alterado
de forma notable. En estas cruzas fue posible observar un alto niumero

de ascas en las cuales solo se formaron dos o tres esporas (Figura 17-Cy
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E) las cuales a su vez, presentan un mayor tamafio que las ascosporas
silvestres. Este tipo de ascas no fue observado en las cruzas silvestres
(Figura 17-A). También, aunque en menor proporcion, fue posible apreciar
en cruzas homoécigas Artnl, la presencia de ascas completamente

melanizadas o ascas con una sola espora (Figura 17-D y F).

Figura 17. RTN1 es requerida para la correcta formacién de las ascosporas. En
la imagen se aprecia las estructuras sexuales formadas en el interior de peritecios
derivados de una cruza sexual homaéciga silvestre (A), una cruza heterdciga entre las
cepa silvestre y Artnl (B), y de cruzas homocigas Artnl (C-F). En la cruza silvestre y
heteréciga (silvestre x Artnl) se aprecia una formacion normal de ascosporas (4
ascosporas de un mismo tamafio en cada asca). Por el contrario, en las cruzas
homoécigas Artnl se aprecian ascas con un numero y tamano diferente de ascosporas
en cada una, formacién de ascas con dos y tres ascosporas (C y E), ascas con forma

de banana (melanizadas) (D) y esporas gigantes (F).

Para apreciar la magnitud de este defecto cuantificamos el
porcentaje de ascas con alteraciones con respecto al de la cepa
silvestre. Es importante mencionar que en una cepa silvestre es posible

observar, con una frecuencia del 1%, ascas con 5 esporas (tres esporas
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dicariodticas y dos esporas monocaridticas de menor tamafo) asi como,
con una frecuencia incluso menor, ascas con 6 esporas (dos esporas
dicaridticas y cuatro esporas monocarioticas pequefas). Sin embargo en
estas ascas, el tamafo de las esporas dicaridticas y monocarioticas,
respectivamente, siempre es equivalente. Razén por la cual, Unicamente
consideramos como ascas anormales aquellas que presentaran en su
interior, tres esporas, dos esporas 0 cuatro esporas de tamafios no
equivalentes. Tras 6 experimentos independientes, en los cuales
analizamos entre 75 a 112 ascas (recolectadas entre 6-8 peritecios, de
cuatro dias de desarrollo), observamos que el porcentaje de ascas
anormales va desde el 21.15% al 24% (Figura 18-A) y en promedio, la
formacion de las ascosporas fue anormal en el 22.48%, con una

desviacion estandar (D.S.) de 1.52% de las ascas (Figura 18-B).
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Figura 18. Cuantificacion de los defectos en la formacion de las ascas durante
el desarrollo sexual de las mutantes Artni. A) Porcentaje de ascas anormales
formadas por las cepas Artnl en cruzas homdcigas y heterécigas (con una cepa
silvestre) cada clase en el eje de las abscisas corresponde a un experimento
independiente en el que se evaluaron entre 75-120 ascas por experimento. En las
cruzas heterdcigas, el porcentaje de ascas anormales se determiné a partir de los
peritecios formados en las cepas MAT+ (i.e. actuando como la contraparte femenina de
las cruzas sexuales). B) Promedio de ascas defectuosas para cada tipo de cruza en (A)

(las barras indican D.S.).

Por otra parte, también evaluamos la formaciéon de las ascosporas

en ascas derivadas de cruzas heterdcigas de la cepa mutante Artnl por
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la silvestre. Estos experimentos se efectuaron evaluando la formacion de
las ascas en cruzas en las que la mutante Artnl fungié tanto como
pareja femenina (fertilizada por espermacios silvestres) como masculina
(fertilizando ascogonios silvestres). En estas cruzas heterdcigas, en las
cuales analizamos entre 91 a 106 ascas (recolectadas entre 6-8
peritecios de cuatro dias de desarrollo), observamos que el porcentaje
de ascas anormales, para una cruza Wt+xArtnl-, se encuentra entre el
5.76% al 6.18%. A su vez, en una cruza heteréciga Wt-xArtnl+, el
porcentaje de ascas anormales va desde el 3.09% al 3.63% (Figura 18-
A). Posteriormente, unimos estos resultados para generar el promedio
grupal de las cruzas heterécigas y encontramos que, la formacion de las
ascosporas fue anormal en un 4.67%, con una D.S. de 1.53% de las

ascas (Figura 18B).

Estos resultados sugieren que el fenotipo de las mutantes Artnl se
debe a una funcibn de RTN1 en el desarrollo del asca previa a la
celularizaciobn de las ascosporas (previo a que las ascosporas sean
autébnomas), e indican que este fenotipo es recesivo, razon por la cual,

unicamente se aprecian defectos en las cruzas homécigas Artnl.

Los resultados anteriores son consistentes con defectos en la
segregacion de los nucleos durante el desarrollo meidtico/post-mitético
del hongo. Por ello, para entender mejor la funcion de RTN1 durante el
desarrollo sexual, evaluamos la distribucién de los nucleos a lo largo de
éste. Por medio de una tincién con DAPI, se aprecia que en contraste
con la cepa silvestre Wt, donde siempre hay cuatro esporas con dos
nudcleos cada una (Figura 19-A y B), en las mutantes de cruzas homaocigas
Artnl, encontramos ascas anormales de cuatro esporas, dos de ellas
con tres nudcleos y dos mas con un nucleo cada una (Figura 19-C). A su
vez, encontramos ascas anormales de tres esporas, con dos nucleos en

dos de ellas y una con cuatro nucleos (Figura 19D).
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Figura 19. La ausencia de RTN1l afecta la distribucion nuclear de las
ascosporas. En una cruza sexual entre cepas silvestres, en cada asca los nucleos
derivados de la meiosis se dividen mitdticamente y los ocho nucleos resultantes son
distribuidos en cuatro ascosporas binucleadas (A y B, nétese en B la presencia de
ascas en diferentes estadios de desarrollo, portando todas ellas ascosporas
binucleadas). Por el contrario, las ascas formadas en cruzas homdécigas entre mutantes
Artnl presentan una distribucién nuclear alterada (C y D). En los ejemplos ilustrados
se puede observar la formaciéon de cuatro ascosporas con una distribucién nuclear
desigual (C, dos esporas con tres nucleos y dos esporas con un solo nucleo), o bien, la
formacion de un numero reducido de esporas con un numero aberrante de nucleos (D,
dos esporas binucleadas y una espora con cuatro nucleos). Los nucleos y el DNA
mitocondrial fueron tefiidos con DAPI. Las flechas sefialan nucleos.

Lo anterior sugiere, que la distribucion anormal de los nucleos en
las esporas formadas en cruzas Artnl, es producto de una mala
segregacion del material genético al interior de las ascas. Como ejemplo
de esto, observamos que a diferencia de la cepa Wt donde los ocho
nudcleos generados al concluir la mitosis-postmeidtica se asocian en
pares (Figura 19-B), en las cepas Artnl los nucleos de las ascosporas no
se encuentran asociados en pares (Figura 20B). A su vez, es posible ver
una mala segregacion del material genético incluso en etapas del

desarrollo como la mitosis-postmeidtica (Figura 20-C), la meiosis Il y la
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meiosis | (Figura 20D-E) y asimismo, es posible observar que los
cromosomas homologos de una cepa Artnl en metafase de meiosis-I, se
encuentran mal distribuidos (Figura 20-D). Es importante indicar, que a
pesar de la presencia de ascosporas anormales en la mutante Artnl,

todas ellas son capaces de germinar igual que las ascosporas silvestres.
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Figura 20. La ausencia de RTN1l afecta la segregacion nuclear durante el
desarrollo meiotico. A) Esquema del desarrollo meidtico que lleva a la formaciéon de
las ascosporas en P. anserina. La flecha negra indica el sentido de la progresion del
desarrollo sexual. B) Ejemplos de ascas formadas en cruzas homocigas Artnl en las
que los nucleos derivados de la meiosis no se segregan correctamente (imagenes
izquierda y derecha) o se pierden durante la segregacion nuclear (centro, nétese la
distribucion de solo siete nucleos en tres ascosporas) (las flechas blancas indican
ascosporas). C) Ascas mutantes Artnl en mitosis post-meibética, con una distribucién
anormal de nucleos (flechas blancas). D) Asca mutante Artnl al final de la segunda
division meidtica con una distribucidn anormal de nucleos (flechas blancas, nétese
como tres ndcleos se agregan y se mantienen alejados del cuarto nucleo derivado de la
meiosis). E) Asca mutante Artnl1 con una mala segregacién cromosomal en la meiosis-
I (Anafase-1) (n6tese el agrupamiento desigual de los cromosomas en los extremos del
eje de la primera division meidtica, flechas blancas) F) Asca mutante Artnl con mala

distribucion de cromosomas homaélogos en meiosis-1 (Metafase-1) (Flechas blancas).

4.- Ensayos de complementacion genética de las mutantes de
delecion Artn1 de P. anserina.

Para confirmar que el fenotipo observado en las cepas mutantes
Artnl se debe, en efecto, a la ausencia de RTN1, efectuamos
experimentos de complementacion genética en los que evaluamos si la
introduccion ectopica de un alelo silvestre del gen RTN1 era capaz de
corregir los defectos en el desarrollo sexual de las cepas Artnl. Para ello
llevamos a cabo experimentos de co-transformacion en los que la cepa
Artnl (MAT+) fue transformada con un plasmido portador del gen RTN1
junto con un plasmido que confiere resistencia a la geneticina. Durante
este ensayo, se obtuvieron un total de 24 cepas transformadas
resistentes a la geneticina Artn1° (+). De éstas las cepas C9, C12, C19,
C23 y C24 no lograron crecer adecuadamente en medio M2. Mientras
que la cepa C17 creci6 en medio M2, pero posteriormente no se logré
fertilizar, por lo cual estas seis cepas fueron descartadas. Las 18 cepas
restantes, fueron cruzadas por la cepa Artnl (MAT-) y en ellas se
analizo la formacion de las ascas (Figura 21). De manera semejante a

nuestros resultados previos, cuando la cepa Artnl1 (MAT-) fue cruzada
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por una cepa silvestre (Figura 21, cruza heterdciga) solo el 1.26% de las
ascas fue anormal, mientras que cuando la misma cepa fue cruzada con
una mutante Artnl (MAT+) cerca del 20% de las ascas presentd
defectos (Figura 21). En este experimento no se observaron ascas
anormales en una cruza entre cepas silvestres. Por su parte, cuando la
cepa Artnl (MAT-) fue cruzada con cada una de las 18 transformantes
Artnl (MAT+) resistentes a geneticina, observamos que en 11 de ellas
el porcentaje de ascas anormales fue comparable con el de las cruzas
homocigas de Artnl (8.47 - 29.2%). Sin embargo, las 7 restantes
presentaron un porcentaje de ascas anormales comparable con el
obtenido en nuestros experimentos tanto en cruzas heterdcigas como
silvestres (entre el 0.83 y el 3.77%). Estos porcentajes también son
equiparables con los reportados en la literatura para las cruzas silvestres
de P. anserina ~1 % (P Silar, 2013). De manera global, estos resultados
indican que en el 38.88% de las cotransformantes el fenotipo silvestre
fue reestablecido, lo que es consistente con los porcentajes reportados
en otros ensayos de complementacion (Ait Benkhali et al., 2013); los
cuales son obtenidos, comparando el numero de cepas complementadas
entre el numero total de cotransformantes. Con los datos obtenidos en
el ensayo de complementacién es posible afirmar que el fenotipo
apreciado en las mutantes Artnl, es ocasionado por la ausencia de la
proteina RTN1, la cual, Unicamente genera cambios fenotipicos

evidentes en la fase sexual del desarrollo del hongo P. anserina.
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Figura 21. Ensayo de complementacion genética de las cepas Artni. A) La
cepa Artnl fue co-transformada con un plasmido portador de un alelo silvestre RTN1 y
un plasmido que confiere resistencia a la geneticina. Las transformantes resistentes a
geneticina obtenidas (indicadas como C en el histograma) fueron cruzadas con una
cepa Artnl y el porcentaje de ascas anormales formadas en estas cruzas fue
determinado (eje y, izquierda). Como controles se realizaron cruzas homoécigas
silvestre (Wt) y Artnl, asi como una cruza heterdciga Wt x Artn1 (Het). A la derecha,
se indica el tipo de ascas consideradas como normales (a) y anormales (b). Notese que
en un numero significativo de cepas (indicadas en verde) el porcentaje de ascas
anormales se redujo a niveles equiparables con los de una cruza heteréciga. B)
Ejemplos de las ascas formadas por una cepa no complementada (C15%*) y una

complementada (C18*%*).
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VIII. DISCUSION

Las proteinas de reticulbn son wuna familia de proteinas
conservadas en los eucariontes que tienen una papel importante en
estructurar el RE (Oertle & Schwab, 2003; Shibata et al., 2008). Sin
embargo, aun se sabe poco sobre codmo estas proteinas intervienen en
el desarrollo celular. En este trabajo identificamos a la Unica proteina de
reticulbn —RTN1- de P. anserina (Figura 5), la cual conserva el dominio
RHD (Figura 7) y los segmentos transmembranales representativos de la
familia de los reticulones (Figura 9), y demostramos que ella es necesaria
para la correcta progresion del desarrollo meidtico. Esta proteina

representa el primer reticuldén caracterizado en un hongo filamentoso.

Para comprender el papel de la proteina de reticulbn RTN1 de P.
anserina, la cual predeciblemente participa en la arquitectura del RE
(Voeltz & Barr, 2013), se generaron cepas mutantes de delecion Artnl
MAT+ y MAT-, en las cuales analizamos tanto la fase somatica, como la

fase sexual del desarrollo de P. anserina.

En primer lugar, estudiamos la funcion de RTN1 durante la fase
somatica de P. anserina. Se ha demostrado que las proteinas de
reticulon interactian con los componentes del exocisto y podrian
intervenir en la secrecion de vesiculas (De Craene et al., 2006).
Asimismo, se ha implicado a estas proteinas en la organizacion de los
sitios de salida del RE (Okamoto et al., 2012), y en el transporte
vesicular entre el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi (Wakana
et al., 2005). Por ello, pensamos que RTN1 podria estar implicado en el
proceso de secrecion de proteinas de P. anserina. Evaluamos la
capacidad de crecimiento del hongo en medios con diferentes azucares
complejos (dextrina y celulosa) como fuentes de carbono, pues P.
anserina presenta una eficiente secrecion enzimética que le permite

degradar dichos elementos (Harms et al., 2011; P. Silar et al., 2011).
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Sin embargo, no observamos defectos fenotipicos asociados a la
ausencia de RTN1 (Figura 14). Por otra parte, se conoce que la formacion
de novo de los peroxisomas es dependiente del RE (Kim et al., 2006;
Lam et al., 2010), y recientemente se ha demostrado que la biogénesis,
la dindmica y proliferacion de los peroxisomas se encuentra regulada
por los reticulones (Brocard & Hartig, 2014; David et al., 2013; Mast et
al., 2016a), de manera que evaluamos la capacidad de utilizar acido
oléico, pues las mutantes de P. anserina afectadas en la biogénesis
peroxisomal muestran un defecto en el crecimiento en dicha fuente de
carbono (Berteaux-Lecellier et al., 1995). Sin embargo, la ausencia de
RTN1 no modificé el crecimiento en este acido graso, por lo que estos
resultados nos indican que la formacién y regulacion peroxisomal

tampoco se encuentra afectada.

Al mismo tiempo, apreciamos que durante la fase somatica de las
mutantes Artnl, la ausencia de la proteina RTN1 no genera
modificaciones en la pigmentaciéon del hongo (Figura 13). En muchos
hongos, la pigmentacion se da por la presencia de melanina, la cual esta
regulada por un proceso de trafico de endosomas (Upadhyay et al.,
2016). A su vez, el trafico de los endosomas estad coordinado por los
sitios de contacto que se crean en la red tubular del RE (Rowland et al.,
2014). Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que en
ausencia de RTN1 la red tubular del RE de P. anserina durante la fase
somatica no se encuentra alterada de manera que repercuta en la
funcion de, por lo menos, los endosomas implicados en la melanizacion

micelial.

En lo que respecta al envejecimiento, P. anserina es un hongo
que, a diferencia de otros, presenta un limite de crecimiento vegetativo
definido por un proceso de senescencia de sus células apicales
(Bernhardt, Hamann, & Osiewacz, 2014; Horwitz, Mukherjee,
Mukherjee, & Kubicek, 2013; Malagnac et al., 2007; C. Q. Scheckhuber
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& Osiewacz, 2008). A nivel celular, se ha demostrado que la senescencia
en los hongos involucra una reorganizacion de algunos organelos
(Bernhardt, Muller, Reichert, & Osiewacz, 2014; C. Scheckhuber et al.,
2007), e incluso en levaduras se ha demostrado que la esperanza de
vida aumenta al inhibir la fision peroxisomal (Lefevre, Kumar, & van der
Klei, 2015). Sin embargo, en nuestras mutantes Artn1 no se afect6 el
envejecimiento en nuestras condiciones experimentales ya que no se
observé muerte celular temprana, por el contrario, las mutantes Artnl

vivieron igual que una cepa silvestre (Figura 15).

La presencia de marcadores de secuencia expresados (EST) de
RTN1 en hifas vegetativas de P. anserina indica que el gen RTN1 se
expresa durante la fase somatica. Sin embargo, la ausencia de la
proteina RTN1 no afecta ni el crecimiento, ni la pigmentacion, ni el
envejecimiento de P. anserina. Esto sugiere que el arreglo del RE no se
modifica drasticamente en ausencia de esta proteina, lo que podria
indicar que existen otras proteinas, como la familia DP1/Yopl o
lunapark, que podrian estar supliendo las funciones de RTN1 (Shibata et
al., 2009). De acuerdo con el modelo de generaciéon e interconversion de
la morfologia del RE (Shemesh et al., 2014), estas proteinas podrian
impedir que la ausencia de RTN1 genere un aumento en la formacion de
cisternas del RE. De manera similar en otros modelos como S.
cerevisiae, se ha reportado que las mutantes de delecién Artni, al igual
que la mutante doble Artn1Ayop1 o Artn2Ayop1, no presentan defectos
en la estructura de su RE (Voeltz et al., 2006), ni en su crecimiento. Sin
embargo, el crecimiento se ve afectado cuando la mutante Artnl esta
acompafiada de una mutacion en lunapark (4/npl), asi como en las
mutantes de triple (Alnp1ArtniAyopl) y cuadruple
(AlInp1Artn1Artn2Ayopl) delecion de los genes codificantes para

proteinas estructurales del RE (Chen, Novick, & Ferro-Novick, 2012).
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Asimismo, evaluamos si la ausencia de RTN1 de P. anserina afecta
la formacion de estructuras sexuales, tales como los ascogonios,
espermacios, peritecios, meiocitos (ascas) o las ascosporas. Es
importante sefalar que, de acuerdo con el analisis de EST, el gen RTN1

también se expresa durante la fase sexual del desarrollo.

Durante la fase somatica y en presencia de luz, comienza a
diferenciarse el micelio aéreo, en el cual se producen los ascogonios y
los espermacios, cuya formaciéon inicia el desarrollo de sexual de P.
anserina. Subsecuentemente, la fertilizacion de un ascogonio por un
espermacio (de tipo sexual complementario) resulta en la formaciéon de
los peritecios, las estructuras multicelulares donde el desarrollo sexual
se lleva a cabo. Observamos que la ausencia de la proteina RTN1 no
afectd la diferenciaciéon de estas estructuras (Figura 13). No obstante,
sorpresivamente, la progresion del desarrollo sexual dentro de los
peritecios se vio comprometida al eliminar esta uUnica proteina de
reticuldn. El fenotipo generado con la ausencia de RTN1 indica que la
correcta segregacion nuclear tanto a lo largo del desarrollo meidtico
como post-meiotico depende del reticulon de P. anserina (Figura 17). Sin
embargo, este defecto no se observé en todas las ascas ya que en cerca
del 75% de ellas no se detectaron anomalias en su desarrollo (Figura 18).
Los ensayos de complementacion genética de las mutantes Artni
demostraron que en un numero significativo de cepas la reintroduccion
de un alelo silvestre de RTN1 es capaz de restablecer la formacion de
ascas a hiveles comparables con los de la cepa silvestre, donde la
formacién de ascas anormales es de alrededor del 1% (P Silar, 2013).
Sin embargo, en algunas cepas complementadas el porcentaje de ascas
anormales disminuyd, mas no se corrigié al nivel de la cepa silvestre
(i.e. las cepas C2, C3, C5 y C13 en la Figura 21). Dada la naturaleza
ectopica de la integracion del gen RTN1 en este experimento, es posible

que en estas cepas parcialmente complementadas los niveles de

75



expresion de RTN1 sean diferentes de los de RTN1 enddgeno, lo que
indicaria que la abundancia de esta proteina es importante para el
correcto desarrollo meidtico/post-meidtico. Al igual que en la fase
vegetativa, la deficiencia de RTN1l en algunos meiocitos podria ser

compensada por otras proteinas estructurales del RE.

Es importante sefialar que durante el desarrollo sexual
observamos defectos en la segregacion nuclear tanto en las dos
divisiones meidticas como en las divisiones mitdticas que les siguen
(Figura 19). Sin embargo, en la fase somatica no se observé que los
nudcleos sufrieran una alteracion a lo largo de las hifas (Figura 16). Esto
sugiere que la proteina RTN1 ejerce un punto clave para que ocurra la
correcta segregacion y acomodo del material genético s6lo durante la
fase de desarrollo sexual en P. anserina. Este fendmeno podria estar
relacionado con una expresion diferencial de las diferentes proteinas
estructurales del RE durante el desarrollo o bien, con una constitucién
especifica de la maquinaria involucrada en la segregacion nuclear

durante el desarrollo sexual.

Por su parte, es interesante observar que los defectos en la
biogénesis peroxisomal generan un fenotipo semejante al de las cepas
Artn1 (Bonnet et al., 2006; Peraza-Reyes & Berteaux-Lecellier, 2013).
Sin embargo, dado que las mutantes Artnl no muestran un déficit de
crecimiento en &cido oléico, es poco probable que estos defectos se
deban a la alteracion de la biogénesis peroxisomal. No obstante, una
situaciobn opuesta también es posible; es decir, los defectos
peroxisomales podrian afectar el arreglo del RE (involucrando a RTN1),
y por ende, el desarrollo meidtico. De forma consistente con esta
hipotesis, se ha demostrado que diversos defectos en la biogénesis
peroxisomal afectan la abundancia y el arreglo del RE (Dirkx et al.,
2005). De hecho, en P. anserina hay evidencias de que algunas

mutantes peroxisomales, como las carentes de PEX5 y PEX7, que
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presentan defectos en la progresion de la meiosis, también tienen

defectos en el arreglo y la forma de sus nucleos (Bonnet et al., 2006).

La funcion precisa que desempefia RTN1l durante el desarrollo
meidtico es, sin embargo, aun poco clara. Se conoce que el RE sufre
modificaciones asociadas a la sobreexpresiobn o supresion de las
diferentes proteinas que conforman sus dominios estructurales
(Shemesh et al., 2014), y existe evidencia de que en los mamiferos
ocurre una transformacion progresiva entre las laminas y los tubulos del
RE que esta relacionada con la estructuracion de la envoltura nuclear
durante la division celular (Puhka et al., 2012). Asimismo, existe
evidencia de que las proteinas de reticuldn, junto con las de la familia de
DP1/Yopl, participan en el anclaje del complejo del poro nuclear
(Dawson et al., 2009), asi como en el ensamblaje y posicionamiento
correcto de los cuerpos polares del huso acromatico (SPB) en la mitosis
de S. cerevisiae. De hecho, las mutantes Artni1Ayopl muestran
anormalidades en la estructura de los SPB, lo cual trae como
consecuencia un decremento en su tamafo y desorientacion del huso
mitético con respecto al eje de division celular (Casey et al., 2012).
Asimismo, en los hongos ascomicetos, incluyendo S. pombe y S.
cerevisiae, se ha demostrado que los SPB cumplen una funcién
importante para reclutar a elementos como Spo2, Spol13 o Spol5, que
llevan a cabo el ensamblaje de la membrana de las esporas durante su
formaciéon (Nakase et al., 2008; Neiman, 2011). Con base en estas
evidencias, es posible hipotetizar que el posicionamiento de los SPB de
P. anserina depende de las modificaciones que ocurren en el arreglo del
RE y de la envoltura nuclear (Shemesh et al., 2014), o bien, que la
proteina RTN1 participe directamente en el ensamblaje de los SPB en la

envoltura nuclear durante el desarrollo meidtico de P. anserina.
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IX. CONCLUSIONES

En este trabajo se identificd y caracterizo el gen codificante para la
Unica proteina RTN1 en el hongo filamentoso Podospora anserina.

Se determind, que la ausencia de la proteina RTN1, perteneciente
a la familia de los reticulones, no modifica el fenotipo de la fase
somatica en P. anserina.

La ausencia de RTN1l altera el desarrollo sexual del hongo. La
ausencia de esta proteina afecta la segregacion nuclear en los meiocitos
(las ascas), lo que provoca que en ellos se forme un porcentaje alto de
ascosporas anormales; las cuales tienen defectos en su tamafo y
numero, asi como en la distribucion del material genético.

Esta investigacion ofrece la primera evidencia de que una proteina
estructural del RE -RTN1- se requiere para la progresion nuclear
durante el desarrollo sexual.

X. PERSPECTIVAS

Nuestra investigacion no ha mostrado la estructura que adopta el
reticulo endoplasmico tras la ausencia de la proteina de reticulbn RTN1
en P. anserina, por lo cual un estudio exhaustivo del arreglo
conformacional de este organelo por medio de proteinas fluorescentes
permitiria, por una parte, corroborar que RTN1 participa en la
estructuracion del RE en este hongo. Asimismo, este analisis permitiria
esclarecer si existe una topologia diferente del RE durante la fase
somatica y la fase sexual del hongo, de manera dependiente de RTN1.
Ademas, un analisis comparativo de la estructura del RE y de la
distribucibn de otros organelos, como los peroxisomas Yy las
mitocondrias, podria proporcionar informacion relevante sobre las
interacciones del RE en la célula. Finalmente, la caracterizacion de otras
proteinas estructurales del RE, como las pertenecientes a la familia
DP1/Yopl, atlastinas y lunapark, mediante el estudio de mutantes de
doble o triple delecion de sus genes permitiria entender mejor la
dinamica e importancia del RE en el hongo filamentoso P. anserina. Mas
aun, estudios de sobre-expresion de genes codificantes para proteinas
como TMEM33 o TMEM170A, que interactian directamente con los
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reticulones y actian de manera antagonica a ellos (Christodoulou et al.,
2016; Urade et al., 2014), o andlisis sobre la distribuciéon del huso
acromatico y los SPB, nos permitirian entender mejor el proceso de la
meiosis -a nivel molecular- en que RTN1 esta implicado.

Nombre

rtn-5f

XI. APENDICE

Tabla 2. Oligonucleétidos diseiiados para este estudio

Secuencia

gtgaccgcaggtagctgaagaaaga

Descripcion
Oligonucleo6tido forward para amplificar

extremo 57 para la construccién del cassette

de delecion (a).

hph-rtn-5r

atgattcttctcgcttccgggcggggattattggta

Oligonucledtido reverse para amplificar
extremo 57 para la construccién del cassette
de delecion (b).

hph-rtn-3f

ccttctttctagctagaggagcaaggcttccttcgac

Oligonucleétido forward para amplificar
extremo 37 para la construccién del cassette

de delecioén (c).

rtn-3r

gctgtctgagcetegtectttegtta

Oligonucledtido reverse para amplificar
extremo 37 para la construcciéon del cassette
de delecion (d).

rtn-hph-f

taccaataatccccgcccggaagcgagaagaatcat

Oligonucleétido forward para amplificar el gen
hph para la construccién del cassette de

delecion (e).

rtn-hph-r

gtcgaaggaagccttgctcctctagctagaaagaagg

Oligonucledtido reverse para amplificar el gen
hph para la construccion del cassette de

delecion (f).

rtn-5ch

gagagagagccaaggcac

Oligonucleo6tido forward para confirmar la
delecion en el extremo 57 de las mutantes
Artnl (9).

hph-rc

gcggtgagttcaggcttt

Oligonucledtido reverse para confirmar la
deleciéon en el extremo 57 de las mutantes
Artn1 (h).

hph-fc

cgccgatagtggaaaccg

Oligonucleétido forward para confirmar la

deleciéon en el extremo 37 de las mutantes
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Artnl (i).

rtn-3ch cacgtatctcggtcagcc Oligonucleétido reverse para confirmar la
delecion en el extremo 3" de las mutantes
Artnl (j).
5rtn aggtcacaggtggagagg Oligonucleétido reverse para amplificar gen
RTN1 en el extremo 57 (k).
3rtn tgaccagaccgagcagat Oligonucleétido forward para amplificar gen

RTN1 en el extremo 3~ (I).

Soluciones Stock.

Acetato de potasio 5 M (30ML) ..o e 14.71 g
Antibioticos.

AMPICIHING. ..o s 10 mg/mL

GENELICING. .. e .100 mg/mL

HIQIOMICINGL ...t s 250 mg/mL
CaCly (L M, 250 M) ittt s 36.75¢g
DA P ... ———————————————aaaaaaa s 1 mg/mL
EDTA (0.5M, 500mML, PHB8)..oiiiiiii e e 73.05 g
EDTA + SDS 0.2% (30 mL)

EDTA (50 MM oot 3 mL

ST DS 01 TR 0.6 mL
Fenol ClorofOormMO..... ..o e 1:1 (v/v)
Gel de agarosa 1% con TBE 1X (500 ml).

JAY T | 1T [P POTURPPROPPPRIR 59
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Se preparan 500 mL de agarosa y en cada uso se calienta, colocando en
la camara de electroforesis la cantidad necesaria una vez que su

temperatura baja y antes de que gelifique.

MOCL2 (0.1 M eerreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeese e esee s se e ee e seee et se s s s esesanereses 20.33 g

Oligoelementos (elementos traza).

ACIAO CIEFICO, TH2O ettt ettt e e reeeeeee e 59
Sulfato de Zinc (ZNSO4, 7H20) . ... 5¢g
Fe (NHA)2(SO4) 2 BH2O0 ... enesennens 1g
CUSO4, BH2O . e 250 mg
MNSO4, TH2O ... i e e 50 mg
Acido borico (HaBO3, @anhidro).......cccccvevevieececeeeeecece e, 50 mg
Molibdato de sodio (NazMoOy4, 2H20).....ccccovniiieeiiiiee e 50 mg
(@] (o] 0] 0] o [ TSP 1 gota

Paraformaldehido (PAF) (10mL)

P A R e ne e 0.74 g
EGTA (044 M) oo, 0.23 mL
MGCI2 (0.5 M) et 0.2 mL
PIPES (PH 6.9) ..ot 1.8 mL

Disolver a bafio maria a 60 °C x 1 Hora.
PEM (10 mL).

PIPES (0.5 M) oorveoeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeeeseseseseseeeseeeesesesesese e esesssesenees 1.8 mL
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EGTA (044 M) eoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeee e r e en e s e en e eneen, 0.227 mL
MOCI2 (0.5 M) oot 0.2 mL
Hzo ..................................................................................................... 7.7 mL

PBS 10X (100 mL).

Na;HPO, (1.6 M) ................................................................................ 50 mL

NaH2PO4, 2H20 (0.4 M) et e e 50 mL

N TSR 0.5¢g
Poli-L-lisina

Disolver 1 mg de poli-L-lisina en 1mL de tritbn 0.05%
SDS 10% (100 ML) . .utiiiiiiieiiieesiee e ree st eee e e et seee e snae e st e e sneeeeneeeenneeeas 10 g
Solucion 1:

KH2PO e 50 g (m/v)

KOHPO 4. e 60 g (m/v)

IMIOS O 4ttt a e 50 g (m/v)

Solucién A:

NazHPO,4 (0.5 M) .. 89 g (m/v)

Solucién B:

KH2PO4 (0.5 M)ttt 68 g (m/v)

SOrBItO] (0.8M 200ML)..cveoeeeeeeeeeeeee e eeeeeeeee e eee e eseeeeeeee s eeees 29.1g
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Tris-base (IM, pH 8, 500mML).....cccciiiiiiiiiiiiieeeeee e 60.55g (m/v)

Tritdon 10%.
Diluir la solucion Triton100X de Merck, 10 veces para obtener una
solucion de triton 10X, se debe agitar vigorosamente para obtener una

solucion transparente que se conserva a temperatura ambiente.

Vitaminas.
Biotina + Tiamina........coooiiiii e 200 mg/I(c/u)
Buffers.
TPS1 (1L).
Y= (0= | 0 11= 1R PP PURPP 200g
NAZHPOL (5 MM oottt e et er et s ee s e eeeeens e 10 mL
KH2PO4 (A5 MM oottt et ev et en st eneeeeene s 90 mL
TPC (1L).
Sacarosa 0.6 M. 205.38 ¢
CaCla (L0 MM )it 10 mL
Tris (10 MM, PH 7.5) e .10 mL

TBE (Stock 5X)

B I S = 1SS 54 g
Yl Te Lo 3N o Te Y Tl TN 27.5¢g
EDTA (PH 8.0) 0.5 Moot 20 mL

TE (10X)' (100 mL)

TriS=Cl (100 MM ) ettt e 10 mL
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EDTA (L0 MM, PH 8.0) e eieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eree et en s .2 mL
Medios de cultivo utilizados.
Luria Bertuni (LB)'
1) Sdlido
LB AQar UILrapuUre...........cccccuueeeee et 35 gm/L

Se esteriliza en autoclave y de ser el caso, se afiaden los antibidticos
necesarios para volverlo selectivo una vez que la temperatura del medio

baje a 60 °C y se vacia 30 ml en cajas Petri.
2) Liquido
LB Broth UItrapure.............cccooueiiiiieciiinieeiieeese s e sieee e 20 gm/L

Se esteriliza en autoclave y de ser el caso, se afiaden los antibidticos
necesarios para volverlo selectivo una vez que la temperatura del medio

baje a 60 °C.

Adicion de antibidticos para medios selectivos:

AMPICIHING. ... e 25 pg/mL
M2'

SOIUCION Lottt et e 5mL
SOIUCION 2.ttt ens .5 mL
SOIUCION 3.t 5 mL
Yo 18 Lol ] o T S 5 mL
Vitaminas (Biotina +Tiamina).......cccccveiiireeiieeniie e eseee e e 0.5 mL
OligoEIEMENTOS. ... e 1mL
D12 g o ] o = PP RRRSPRPR .22 g
Y 1= | PSR 125¢g



Se adicionan los componentes en el orden de la receta, salvo la biotina y
la tiamina, la dextrina se disuelve en un poco de agua caliente
(descontar del volumen final), se ajusta el pH a 7.0 y se esteriliza en
autoclave. Posteriormente se afiaden las vitaminas y, de ser el caso, los
antibidticos una vez que la temperatura del medio baje a 60 °C y se

vacia 30 ml en cajas Petri.

MO + &cido oleico (AO) .

SOIUCION Lottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaaans .5 mL
SOIUCION 2 ettt e e e e e e e e e e e e e e eeaen 5 mL
SOIUCION B ettt e 5 mL
SOIUCION ettt e 5 mL
Vitaminas (Biotina +Tiamina)......cccocccveriieeiiiieiiiee e .0.5 mL
OligoelemENtOS. ... e 1 mL
YiXo1 T [0 o) (=11l T URUUUT OSSR 0.5 mL
TWEEN QO ... e et 2 mL
7Y 1 | PRSPPI 12.5¢

Se disuelve el &cido oleico con el Tween 40 en 1/5 del volumen final
(descontar del volumen final) por 1lhr a temperatura ambiente con
agitacion. Se adicionan los componentes en el orden de la receta, salvo
la biotina y la tiamina, se ajusta el pH a 7.0 y se esteriliza en autoclave.
Posteriormente se afaden las vitaminas y, de ser el caso, los
antibidticos una vez que la temperatura del medio baje a 60 °C y se

vacia 30 ml en cajas Petri.
MO + celofan'.

SOIUCION Lo ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e eseeaneen 5 mL

SOIUCTON 2. e ettt t e 5mL
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Y0 ][5 To1 0] o 1C TP .5 mL

SOIUCION G....ooeeee e ettt e et 5mL
Vitaminas (Biotina +Tiamina)......cccccceeviiiiiiie e 0.5 mL
Oligoelementos. ... ..o 1mL
0 1 PP OSPPRPRPR 12.5¢g

Se adicionan los componentes en el orden de la receta, salvo la biotina y
la tiamina, se ajusta el pH a 7.0 y se esteriliza en autoclave junto con
peliculas de papel celofan del didmetro de la caja Petri (de manera
independiente). Posteriormente se afiaden las vitaminas una vez que la
temperatura del medio baje a 60 °C y se vacia 30 ml en cajas Petri, una

vez gelificado se coloca sobre el medio la pelicula de papel celofan.

Medio de germinaciéon GYE'.

Acetato de amonio (440 g/L).cc i e 10 mL

BaCTOPEPEONA. .....eiiiieeeee e 15¢g
EXtracto de [evadura.........cccoviii e 5g
o 1] PP P PP PPPPN 13 ¢

Esterilizar y agitar bien después de la esterilizacion, vaciando 25mL por

caja Petri.

Tapas de agar (MA) .

Se esteriliza en autoclave y se vacia inmediatamente de 10-15 mL por

caja Petri.
Medio liquido para protoplastos (Fiolexroux).'
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SOIUCION Lottt ettt e e e e e e .5 mL

SOIUCION 2. ettt et e ereeneas 5 mL
SOIUCION 3.t e ere s 5mL
SOIUCION G e 5mL
Vitaminas (Biotina +Tiamina)......ccccccoiiiiiiiiiie e 0.5 mL
Oligoelementos... ... 1 mL
EXtracto de |@vadura........ccco i 5¢g
D124 ] o = TSR 22 g

Se adicionan los componentes en el orden de la receta, salvo la biotina y

la tiamina, la dextrina se disuelve en un poco de agua caliente

(descontar del volumen final), se ajusta el pH a 7- 7.1, se reparte en

matraces Fernbach (250 ml c/u) y se esteriliza en autoclave.

Posteriormente se afiaden las vitaminas una vez que la temperatura del

medio baje a 60 °C.

Medio para bacterias Luria Bertuni (LB) .

Medios de regeneracion para transformacion de protoplastos.

RG'.

Yo ][ o T o 0 SR .5 mL
1Yo ][ o [0 o 0SSR 5mL
1Yo ][ o [0 o TG 70 SRR 5mL
SOIUCION .. e e e e e e e e e anes 5mL
Vitaminas (Biotina +Tiamina)......cccccceeriireiiieenee s seeesee e 0.5 mL
(@] [Te [o7=] =T 0 111 o) o 1= OSSR 1 mL
D7) g o 1 o = P USRI 22 g
SacaroSa (0.58M)...ccc i .200 g
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Se adicionan los componentes en el orden de la receta, salvo la biotina y
la tiamina, la dextrina se disuelve en un poco de agua caliente
(descontar del volumen final), se ajusta el pH a 7.0 y se esteriliza en
autoclave. Posteriormente se afladen las vitaminas y, de ser el caso, los
antibidticos una vez que la temperatura del medio baje a 60 °C y se
vacia 3ml en cajas Petri. Si se desea preparar RG liquido Unicamente no

se agrega agar.

Polietilen glicol (PEG) (50 ml).

Polietilen glicol 4000 60% (M/V)..cciiiiiiiiiiiie e 30 g
10 MM CaACla.iiiiiiiiiieiiiee e 5 ml (stock 100 mM)
10 MM TriS PH 7.5 1 ml (stock 0.5 M)

Top agar (1L).
=T o I 2 C TSRS RRPUPRPRR .75% (v/v)
SOrbItOl 0.8M...cciiii 25% (v/Vv)

El medio RG se calienta en bafio maria para poderse mezclar con el
sorbitol cuando ambos son liquidos. Posteriormente se vierten juntos de

10-15 mL en la caja Petri con medio RG sdélido.
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