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RESUMEN

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) tienen efectos nocivos sobre diversas
biomoléculas y componentes celulares. Sin embargo, se ha propuesto que las ERO
también pueden funcionar como sefnales celulares capaces de regular la diferenciacion
celular en los microorganismos eucariotos. Generalmente las ERO se producen de
manera no intencional como subproductos del metabolismo, principalmente durante la
respiracion. Por otro lado, las NADPH oxidasas (NOX) son enzimas multiméricas cuya
funcion es producir el ion superdxido de manera regulada. La NOX de células fagociticas
(Nox2), por mucho tiempo el Unico ejemplo de este tipo de enzimas, requiere la
formacion del complejo catalitico flavocitocromo bssg, formado por la subunidad

1Py la proteina de membrana p22°"™, el cual es activado por las

catalitica gp9
subunidades citosolicas regulatorias p47°"*, p40°™*, p67°"* y la GTPasa Rac2.

Recientemente se encontraron proteinas homologas a gp91phox en células animales no
fagociticas y en diversos microorganismos eucariotos. En el hongo Aspergillus nidulans se
caracterizd a NoxA como una NADPH oxidasa microbiana ortéloga de gp91”"™, y se
demostro que es esencial para la diferenciacion de los cuerpos fructiferos sexuales. En
este trabajo identificamos a los ortdlogos de p67°"™ (NoxR) y Rac2 (RacA) en A. nidulans
y mostramos que una mutante 4noxR, al igual que una mutante 4noxA, esta afectada en
el desarrollo sexual, sugiriendo que NoxR regula la actividad de NoxA. Se realiz6 ademas
la expresion de una forma dominante activa de RacA (DARacA) bajo el control de un
promotor inducible. En condiciones de induccion las colonias presentan defectos en la
conidiacion y una mayor produccion del ion superdxido. Por otra parte, la expresion de
DARacA en esporas inhibe el crecimiento polar pero no la duplicacién nuclear, mientras
que su expresion en el micelio detiene el crecimiento polar e induce un crecimiento
isodiamétrico. Estos mismos fenotipos se observan cuando DARacA se expresa en
ausencia de NoxA, lo cual indica que los efectos de DARacA en el patron de crecimiento
de las esporas y las hifas son independientes de la funcion de NoxA. No obstante, la
induccion de DARacA durante el desarrollo sexual induce la formacion de cuerpos
fructiferos de mayor tamano, para lo cual si se requiere de la presencia de NoxA.
Proponemos que NoxA y NoxR tienen un papel menor en el desarrollo asexual, en tanto
que durante el desarrollo sexual la activacion de NoxA a través de NoxR y RacA es
necesaria para la formacion de los cuerpos fructiferos. Estos resultados apoyan nuestra

hipotesis sobre la diferenciacion cellular como una respuesta a un estado hiperoxidante.



INTRODUCCION

1. LAS ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO

1.1 Aspectos generales

Todos los organismos aerobios utilizan el oxigeno molecular (0,) como aceptor final de
electrones durante la respiracion. Sin embargo, al mismo tiempo deben enfrentar los
efectos toxicos que esto genera, como lo es la produccion de distintas especies reactivas
del oxigeno (ERO).

Las ERO son derivados del O, que son mas reactivos que éste en su estado basal, y
pueden generarse por dos mecanismos: 1), la ruptura o excitacion del O,, de la cual se
forman el oxigeno atémico (0), el ozono (O;) y el oxigeno en singulete ('0;); y 2), la
reduccion parcial del oxigeno que da lugar al anién superdxido (O, ”), el peroxido de
hidrogeno (H;0,) y el radical hidroxilo (HO") (Halliwell y Gutteridge, 1999).

EL O, " es un subproducto de la respiracion. Cerca del 1-2% del O, consumido durante la
respiracion se reduce parcialmente, formado asi el anion superdxido, el cual puede
dismutar de manera espontanea o mediante actividad enzimatica, a H,0, (Kamata y
Hirata, 1999), por lo cual se cree que la mayor fuente de ERO in vivo es la mitocondria.
Tanto el 0," " como el H,0, son poco reactivos en comparacion con otras ERO, pero su
toxicidad se debe a que ambos pueden generar HO" en presencia de metales de
transicion como Fe?” mediante las reacciones de Fenton y de Habber-Weiss (Halliwell y
Gutteridge, 1999).

Las ERO pueden causar dafno oxidativo ya que son capaces de oxidar macromoléculas
bioldgicas. En especial el HO" reacciona facilmente casi con cualquier biomolécula, por
lo cual puede oxidar ADN, proteinas y lipidos (Kirkinezos y Moraes, 2001), causando su

ruptura y otros tipos de inactivacion.

1.2 Mecanismos antioxidantes

Los organismos aerobios han desarrollado sistemas de defensa antioxidante que les
permiten contender contra las ERO. Estos sistemas incluyen el uso de compuestos

antioxidantes y la participacion de enzimas que descomponen las ERO.



Los compuestos antioxidantes reaccionan directamente con agentes oxidantes para
inactivarlos; vitaminas como la C (acido ascérbico) y la E (tocoferol), el acido Urico y los
[3-carotenos son algunos ejemplos de este tipo de compuestos (Davies, 2000).

Entre los sistemas enzimaticos que descomponen ERO se encuentran las superoxido
dimutasas (SODs), las catalasas, las peroxidasas y las peroxirredoxinas (Fig. 1).

Las superoxido dismutasas (SODs) llevan a cabo la dismutacion del 0,"" a H,0, y O, en la
reaccion general: 20, + 2H" - H,0, + O,

Todos los miembros de la familia SOD utilizan metales de transicion en su sitio activo,
por lo que existen varios tipos de SODs: las que tienen Cu*" y Zn*" y las que tienen Mn** o
Fe®" (Davies, 2000; Halliwell, 2006).
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Modificado de Kamata y Hirata, 1999. Cell Signal 11:1-14

Fig 1. Las ERO y los sistemas antioxidantes enzimaticos.

Las catalasas son un grupo de metalo-enzimas que descomponen el H;0; en O, y H,0. La
mayor parte de las catalasas se encuentran en los peroxisomas con el fin de
descomponer el H,0, generado durante la oxidacion de acidos grasos (Halliwell, 2006).

Las peroxidasas son otro grupo de hemoenzimas que participan en la descomposicion del
H,0, asi como de perdxidos organicos. Por ejemplo, la glutation peroxidasa utiliza el
poder reductor del glutation (GSH), el cual es un tripéptido que se puede oxidar en
presencia de varios radicales, formando asi el disulfuro de glutation (GSSG). El GSH

participa en la ruptura de los puentes disulfuro de las proteinas y en la eliminacion del



H,0, y se mantiene en su forma reducida a través del sistema de la glutation reductasa,
la cual utiliza NADPH como donador de electrones (Davies, 2000).

Las peroxirredoxinas son enzimas que carecen de grupos prostéticos y catalizan la
reduccion del H,0, y de hidroperoxidos organicos. Contienen una cisteina conservada
que por oxidacion forma puentes disulfuro intermoleculares y que son reducidos
subsecuentemente por accion de la tiorredoxina (Georgiou y Masip, 2003).

Las tiorredoxinas son proteinas pequenas que juegan un papel importante en la
reduccion de grupos disulfuro en proteinas oxidadas. La tiorredoxina oxidada se restaura
directamente mediante la accion de la tiorredoxina reductasa, usando NADPH como

donador de electrones (Arner y Holmgren, 2000; Kamata y Hirata, 1999).

1.3 Las ERO como sefiales celulares

Las células son capaces de responder a diversos estimulos a través de vias de
sefalizacion que usan componentes como cinasas de proteinas, fosfatasas, fosfolipasas,
entre otros, los cuales producen o responden a pequeias moléculas difusibles llamadas
segundos mensajeros. Aunque las ERO se han visto como subproductos no deseados del
metabolismo y mucho se ha estudiado sobre sus efectos daninos, evidencia reciente
sugiere que las ERO funcionan como segundos mensajeros en procesos de sefnalizacion y
regulacion celular (Finkel, 1998) (Aguirre et al., 2005; Hansberg y Aguirre, 1990).

El H,0, es una molécula pequeia capaz de difundir a través de las membranas, ademas
de ser un oxidante moderado, con lo cual puede oxidar ciertos grupos sulfhidrilo de
proteinas. Sin embargo la oxidacion de estos grupos no es al azar, ya que no todos los
residuos de cisteina presentes en las proteinas son susceptibles a oxidacion por H,0,. La
reactividad de estos residuos de cisteina esta dada por su grado de exposicion al
solvente y su estado de ionizacion; por ejemplo, se requiere que tales cisteinas tengan
valores bajos de pK, (menores a 7.0) (D'Autreaux y Toledano, 2007; Rhee, 1999).
Proteinas como las tiorredoxinas, las peroxirredoxinas, las fosfatasas de tirosina (PTPs)

son candidatos a oxidacion reversible por H,0, (Rhee, 1999).

A continuacion se describen de manera general algunos componentes de vias de

sefalizacion afectados por las ERO y el estrés oxidativo.

* Proteinas cinasas de Serina/Treonina



» MAPKs (Mitogen Activated Protein Kinases)
Las MAPKs abarcan una gran cantidad de cinasas de Serina/Treonina involucradas en
regular una amplia gama de procesos celulares, en los que se incluye la proliferacion,
diferenciacion, la adapatacion al estrés y la apoptosis. Las MAPKs se activan a través de
cascadas de senalizacion que incluyen a las MAPKK y MAPKKK. En mamiferos se han
identificado cuatro modulos MAPKs activados por vias separadas: ERK 1/2 (extracellular
signal regulated kinases), JNK (c-jun N-terminal kinases), p38 y ERK5 también llamada
Big MAPK. La via ERK esta comUnmente ligada a la proliferacion celular, mientras las
vias JNK y p38 se relacionan principalmente con adaptacién a distintos tipos de estrés
(Torres y Forman, 2003).
Se ha visto que el estrés oxidativo induce la activacion de vias MAPKs. Por ejemplo,
condiciones de estrés oxidativo estimulan la activacion de ERK, en la cual los receptores
de factores de crecimiento juegan un papel importante como mediadores de estos
efectos (Martindale y Holbrook, 2002).
El estado redox de la célula es un factor clave en la activacion de las vias MAPK por
estrés oxidativo. En ausencia de estrés la tiorredoxina (Trx) se une a ASK1 (MAPKKK
involucrada en la activacion de p38 y JNK) con lo cual, esta se inhibe. El estrés oxidativo
causa la disociacion del complejo Trx-ASK1, lo que conduce a la activacion de JNK y p38
(Saitoh et al., 1998). Evidencia bioquimica indica que bajo condiciones normales, la
glutation S-transferasa (GST) se une a JNK e inhibe su activacion, pero esta interaccion
se rompe por estrés oxidativo (Adler et al., 1999).
Las MAPKs median sus efectos a través de la fosforilacion de una amplia gama de
proteinas efectoras, como pueden ser diversos factores transcripcionales. En fibroblastos
de musculo cardiaco, la angiotensina Il (Ang Il) es capaz de activar vias MAPK de manera
dependiente de ERO, lo cual conduce a un incremento en la expresion del gen IL-6, via
fosforilacion del factor de transcripcion CREB, a través de las vias ERK y p38 (Sano et al.,
2001).
En hongos se ha descrito la activacion de modulos de MAPKs del tipo p38 en respuesta a
diferentes tipos de estrés, entre los que se incluye el estrés oxidativo. Por ejemplo, en
Schizosaccharomyces pombe se caracterizd a Spc1 (también llamada Sty1) como una
MAPK que se activa en respuesta a estrés osmotico, limitacion de nutrientes y estrés
oxidativo (Nguyen et al., 2000; Shiozaki y Russell, 1995).
En el hongo multicelular Aspergillus nidulans se identifico a SakA como un miembro de

la familia de MAPK que se activa en respuesta a estrés. Se ha visto que SakA se fosforila



en respuesta a estrés osmotico y oxidativo y durante el desarrollo asexual justo después

de la induccion de la conidiacidon (Kawasaki et al., 2002).

> Akt
Al igual que las vias de MAPK, la activacion de Akt involucra mdltiples eventos de
fosforilacion. Akt es una proteina cinasa de Ser/Tre, la cual juega un papel importante
en la integracion de respuestas celulares a factores de crecimiento y otras senales
extracelulares. Akt se activa en respuesta a estas sefales a través de la via PI3K
(Phosphatidylinositol 3-kinase). La forma activa de PI3K fosforila los lipidos de
membrana que contienen inositol, formando asi fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato. Akt es
reclutado a la membrana por PI3K donde es activado por fosforilacion (Fresno Vara et
al., 2004; Toker y Cantley, 1997). Sin embargo se ha visto que Akt también se activa en
respuesta a la generacion de ERO o a alteraciones en el estado redox intracelular. La
activacion de Akt en respuesta a exposicion a oxidantes parece ser mediada
principalmente a través de receptores a factores de crecimiento. Por ejemplo, la
estimulacion de células HelLa con H,;0, conduce a la activacion de Akt de manera

dependiente del receptor a EGF (Epidermal Growth Factor) (Wang et al., 2000).

* Proteinas cinasas de tirosina

Se ha visto que la union de numerosos ligandos, como algunos factores de crecimiento, a
sus receptores estimula la produccion de ERO, las cuales juegan un papel importante en
la transduccion de senales (Droge, 2002; Finkel, 2003). Ejemplo de este tipo de factores
son PDGF (platelet-derived growth factor) y EGF.

PDGF y EGF estimulan el crecimiento a través de la activacion de sus receptores
(receptor tyrosine kinase, RTK) mediante la fosforilacion de éstos. Se ha visto que
agentes como el H,0, y la radiacion UV inducen la fosforilacion de los receptores de
PDGF y EGF, a través de la inhibicion reversible de fosfatasas de tirosina (Knebel et al.,
1996).

La estimulacion de células vasculares de musculo liso de rata con PDFG produce un
incremento en la concentracion intracelular del H;0,, la cual se requiere para la
fosforilacion de residuos de tirosina, activacion de vias MAPK, sintesis de ADN vy

quimiotaxis (Sundaresan et al., 1995).



Existen reportes en los que la produccion de ERO en células no fagociticas en respuesta a
la estimulacidon con PDFG es dependiente de la actividad de una NADPH oxidasa (Bae et
al., 2000).

* Proteinas fosfatasas de tirosina (PTPs)

Las proteinas fosfatasas de tirosina (PTPs) contienen residuos de cisteina reactivos los
cuales son oxidados facilmente por oxidantes moderados como el H,0,. Reportes
recientes han demostrado que oxidantes generados como respuesta a la union de
factores de crecimiento puede oxidar reversiblemente PTPs y por tanto inactivarlas. En
células Rat-1, la estimulacidon con PDFG induce la oxidacion y por lo tanto la inactivacion
de la fosfatasa de tirosina SHP-2 (Meng et al., 2002).

La inhibicion de PTPs mediada por H,0, contribuye a la activacion de distintas vias
MAPKs, a través de diferentes vias de senalizacion. En células T, la estimulacion con
H,0, induce la fosforilacion de las MAPKs ERK, p38 y JNK, la cual se relaciona con la
inhibicion de la actividad de diversas PTPs como CD45, SHP-1 y HePTP. La expresion
ectopica de formas silvestres de estas PTPs inhiben la fosforilacion especifica de ERK,
p38 o JNK inducida por H,0; (Lee y Esselman, 2002).

* Factores de transcripcion.

Las ERO también participan en las vias de senalizacion que controlan la homeostasis
intracelular de ERO. En bacterias, por ejemplo, los factores transcripcionales SoxR y
OxyR se activan por oxidacion, lo que estimula la transcripcion de genes en respuesta al
0, " y al H,0, (D'Autreaux y Toledano, 2007; Finkel, 1998).

En levaduras, el factor trascripcional Yap1, el cual es un homologo funcional de OxyR, se
activa por oxidacion en respuesta a un incremento en los niveles de H,0,, sin embargo la
oxidacion no ocurre directamente por H,0, sino por accion de Gpx3/0rp1, una enzima
glutation peroxidasa (Delaunay et al., 2002). Un nUmero significativo de los genes
activados por Yap1 estan directamente involucrados en la detoxificacion de ERO y la
formacion de poder reductor, entre ellos diversas isoformas de las catalasas y
superoxido dismutasas, alquil hidroxido reductasas, peroxirredoxinas, glutation
peroxidasa y citocromo C peroxidasa (Dumond et al., 2000).

Trabajos recientes en S. pombe muestran que el factor transcripcional Atf1, un

homoélogo de los factores transcripcionales ATF de mamiferos, tiene una funcién clave en



la percepcion y respuesta a sefales de estrés. La activacion de Atf1, a través de su
fosforilacion por la via de MAPK Spc1, conduce a la expresidon de numerosos genes

necesarios en la respuesta a estrés oxidativo (Chen et al., 2003).

1.4 Fuentes intracelulares de ERO

La mitocondria no es la Unica fuente intracelular de ERO. Las cadenas de transporte de
electrones del reticulo endoplasmatico constituyen otra fuente de O, ”, tal es el caso
del citocromo P4 que participa en la oxidacidn de acidos grasos pero que también
reduce el O, a O, ”. La membrana nuclear contiene también sistemas de transporte de
electrones, como citocromo oxidasas, lo cual puede generar ERO mediante fuga de
electrones en estos sistemas (Halliwell y Gutteridge, 1999).

En los peroxisomas se produce gran cantidad de H,0, debido principalmente a la accidn
de algunas oxidasas y enzimas que participan en la B-oxidacion (Boveris et al., 1972).
Enzimas solubles como la xantina oxidasa, la aldehido oxidasa, la triptofano dioxigenasa
y la flavoproteina deshidrogenasa constituyen otra fuente intracelular de ERO
(Thannickal y Fanburg, 2000).

Un tipo de oxidasa muy caracterizado lo constituye la NADPH oxidasa (NOX) de células

O

fagociticas, la cual produce 0,"© mediante la reduccion parcial del oxigeno y tiene una

funcion especializada en la defensa celular (Kamata y Hirata, 1999).

2. LAS NADPH OXIDASAS (NOX)

2.1 NOX en células fagociticas

Y mediante la

Las NADPH oxidasas (NOX) son enzimas multiméricas que producen O,
reduccion parcial del oxigeno, usando NADPH como donador de electrones.

La produccién de 0," 7 dependiente de NOX en células fagociticas requiere la formacion
de un complejo multienzimatico formado por la subunidad catalitica gp91phox, la
proteina de membrana p22phox, las subunidades citosdlicas regulatorias p47phox,

p40phox, p67phox y la GTPasa Rac (Lambeth, 2004).



Modificado de Sumimoto H, el al., 2005, Biochem Biophys Res Commun. 338:677-686

Fig 2. Estructura de gp91phox/Nox2. En el extremo amino-terminal la subunidad gp91phox
contiene seis hélices transmembranales, representadas por cilindros. Los grupos hemo se
representan como rombos y en las hélices lll y V en circulos se muestran los residuos de histidina
conservados. La hélice VI se conecta con el extremo carboxilo-terminal, localizado en el citosol,
donde se localiza el domino de unién a FAD y a NADPH.

La proteina gp91phox, también denominada Nox2, constituye el centro catalitico de la
NOX de fagocitos, y se trata de una glicoproteina integrada en la membrana (Fig 2).
gp91phox contiene 2 grupos hemo en la region transmembranal amino-terminal, la cual
comprende 6 estructuras a-helice; mientras que la regidon citoplasmatica carboxilo-
terminal presenta dominios de unién a NADPH y FAD (Sumimoto et al., 2005; Sumimoto,
2008).

En los segmentos transmembranales de la region amino-terminal se encuentran 4
residuos de histidina conservados. Estos residuos, localizados en la Il y la V hélice,
constituyen los ligandos axial y distal para la union de los dos grupos hemo no idénticos.
Modelos moleculares indican que los dos grupos hemo se localizan cerca de las caras
interna y externa de la membrana, orientados hacia la superficie (Fig 2), lo que
constituye un conducto para el paso de electrones desde el NADPH citosolico, hacia FAD
y a través de la membrana hasta el oxigeno molecular para formar el anién O, "
(Lambeth et al., 2007).

La subunidad gp91phox se ecuentra en la membrana asociada con la proteina p22phox,
formando el complejo conocido como flavocitocromo bssg, el cual requiere la
translocacion de las subunidades regulatorias y de Rac a la membrana para su activacion
(Fig. 3) (Lambeth, 2004; Vignais, 2002).



Modificado de Lambeth, J.D. 2004 Nat. Rev. Inmunol. 4:181-189

Figura 3. Activacion de la NADPH oxidasa en células fagociticas. La activacion del complejo
NOX en células fagociticas requiere el reclutamiento de las proteinas citosolicas regulatorias,
p67phox, p47phox,p40phox, y la GTPasa Rac.

En células fagociticas no estimuladas, el flavocitocromo bssg se encuentra inactivo, las
subunidades p47phox, p67phox y p40phox se encuentran agrupadas en un complejo
citosolico mientras que Rac se mantiene en el citosol asociada con la proteina inhibidora
RhoGDI (Rho GDP-Dissociation Inhibitor) (Lambeth et al., 2007).

Cuando el fagocito es estimulado por exposicion a bacterias o a agentes inflamatorios,
p47phox es fosforilada en su region autoinhibitoria (el Benna et al., 1994), permitiendo
asi la union de sus dominios SH3 (Src homology 3) al dominio PRR (regiones ricas en
prolina) de la subunidad p22phox, y la interaccién de su dominio PX (Phox domain,
tipicamente involucrado en unién a lipidos) con la membrana (Sumimoto et al., 2005). El
reclutamiento de p67phox a la membrana, posterior a la estimulacion celular, depende
de la interaccion de su domino SH3 carboxilo-terminal con el dominio PRR de p47phox
(Finan et al., 1994). p67phox contiene ademas un dominio PB1 (nombrado por su
presencia en proteinas Phox y Bem1p) el cual forma un complejo con el dominio PB1 de
p40phox, permitiendo asi la union de p40phox al complejo (Kuribayashi et al., 2002)
(Fig. 4).
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Figura 4. Interacciones necesarias para la activacion de gp91phox/Nox2. Con flechas se
indican las interacciones entre los componentes o dominios de las subunidades citosolicas
requeridas para la activacion de Nox2. En condiciones de activacion los dominios SH3 de p47phox
se unen a las regiones PRR de p22phox. Simultdneamente existe union de la region PRR de
p47phox con el dominio SH3 de p67phox. Rac-GTP se transloca a la membrana de manera
independiente de los componenetes phox, donde interactia con p67phox a través de sus dominios
TPR, y con gp91phox. Abreviaturas: PX, phox domain; SH3, Src homology 3 domain; AIR,
autoinhibitory region; PRR, proline-rich regions; TPR, tetratricopeptide repeats; AD, activation

domain; PB1, dominio originalmente identificado en p47phox y Bemip; TM, region
transmembranal.

La activacion celular también induce el intercambio de GDP por GTP en Rac, a través de
los factores GEF (Guanine Exchange Factors), la disociacion de Rac de la proteina
inhibitoria RhoGDI y su translocacion a la membrana (Fig. 3) (Abo et al., 1994; Heyworth
et al., 1994). Rac en su forma unida a GTP, interactua directamente con la region

amino-terminal de p67phox, la cual contiene cuatro dominios TPR (tetratricopeptide
repeats) (Koga et al., 1999).

2.2 NOX en células no fagociticas

En los ultimos afos se han encontrado proteinas homdlogas a gp91phox en células no
fagociticas, por ejemplo, en el genoma humano se han identificado 7 genes

pertenecientes a la familia Nox: Nox1-Nox5, y las oxidasas duales Duox1 y Duox2. Las



enzimas Nox también estan presentes en una gran variedad de eucariontes entre los que

se incluyen las plantas y los hongos.

* Nox1

Nox1, (originalmente conocido como Mox1) fue el primer homologo de gp91phox en ser
descrito; el gen que codifica para esta enzima fue clonado a partir de células epiteliales
del colon (Suh et al., 1999). Al igual que gp91phox, Nox1 contiene los seis dominios
transmembranales en el extremo amino, asi como los dominios de union a NADPH y FAD
en el extremo carboxilo; y su secuencia de aminoacidos comparte el 56% de identidad
con la de gp91phox (Sumimoto et al., 2005).

Nox1 también se asocia con la proteina de membrana p22phox (Fig. 5). Se ha reportado
que la produccion de superoxido dependiente de Nox1 requiere ademas del homologo de
p47phox, llamado NOXO1 (Nox Organizer 1) y del homologo de p67phox, NOXA1 (Nox
Activator 1) (Takeya et al., 2003); asi como la participacion de Rac (Cheng et al., 2006).
Aunque con una estructura similar a la de p47phox en cuanto a dominios, NOXO1 carece
de la region autoinhibitoria (AIR), lo cual coincide con el hecho de que Nox1 es capaz de

producir O, "~

aun en ausencia de un activador de gp91phox, como PMA (phorbol 12-
myristate 13-acetate). La actividad constitutiva de Nox1 parece deberse en parte a que
NOXO1, al carecer de la region AIR, presenta sus dominios SH3 en una forma mas
accesible, de manera que se une a p22phox en células no estimuladas (Takeya et al.,
2003).

NOXAT1 tiene una arquitectura de dominios similar a la de p67phox, presenta un dominio
SH3 en el extremo C-terminal que le permite interactuar con NOXO1; asi como los
dominios TPR, de unidén a Rac, en el extremo N-terminal. Aunque NOXA1 tiene el domino
PB1, éste carece de un residuo conservado de lisina, presente en p67phox, importante

para la union a p40phox (Takeya et al., 2003).

* Nox3
Nox3 muestra la identida mas alta con gp91phox con un 58% (Sumimoto et al., 2005). El
gen de Nox3 se cloné originalmente a partir de células fetales de rifion (Cheng et al.,
2001). Sin embargo, ahora se sabe que también se expresa en el oido interno de ratones,
y juega un papel importante en la formacion de la otoconia (Paffenholz et al., 2004).
Nox3 requiere la asociacion de p22phox para su actividad (Fig. 5), y se ha visto que esta

interaccion es dependiente de la region PRR de p22phox (Kawahara et al., 2005). Nox3



parece ser constitutivamente activa cuando se expresa con p22phox, ya que produce de
manera espontanea pequenas cantidades de 0," ' para lo cual no requiere coexpresion
de otras subunidades como p47phox, p67phox, NOXO1 o NOXA1 ni estimulacion con PMA
(Ueno et al., 2005). Sin embargo, NOXO1 estimula la actividad de Nox3 aln en ausencia
de NOXA1 o p67phox, mientras que la expresion de p67phox por si sola también mejora
la produccion de O, dependiente de Nox3 (Cheng et al., 2004).

Rac parece no estar involucrada en la regulacion de Nox3. Estudios en células HelLa en
los que se expresan formas dominante negativa o constitutivamente activa de Rac1 no
afectan la actividad de Nox3 (Ueno et al., 2005).

* Nox4
A diferencia de Nox1 y Nox3, Nox4 muestra solo un 39% de identidad con gp91phox
(Sumimoto et al., 2005). Nox4, originalmente encontrada en células de la corteza de
rifion (Geiszt et al., 2000), también se expresa en las células epiteliales de los tubulos
distales.
En células de rifion Nox4 colocaliza con p22phox (Fig. 5), y forma un complejo capaz de
producir O;’ © sin la participacion de cualquiera de las otras subunidades conocidas, en
las que se incluyen p47phox, p67phox, NOXO1 o NOXA1. Sin embargo, a diferencia de
Nox3, la interaccion de Nox4 con p22phox no depende de la region PRR de p22phox
(Kawahara et al., 2005).
Rac tampoco parece tener efecto en la actividad de Nox4. En células que expresan
Nox4, el silenciamento de Rac1 mediante el uso de RNAi, no afecta la produccion de
0,"” dependiente de esta oxidasa; tampoco la expresion de las formas dominante
negativa o constitutivamente activa de Rac1 tienen efecto en su actividad (Martyn et
al., 2006).
Recientemente se ha visto que Nox4 es la principal NOX expresada en ESC (Embryonic
Stem Cells) no diferenciadas y en cardiomiocitos neonatales. La produccién de O, "
dependiente de Nox4 juega un papel importante en la diferenciacion de cardiomiocitos a
partir de ESC y en la activacion de una via MAPK que conduce a la activacion del factor
transcripcional MEF2C (Li et al., 2006).

* Nox5
Nox5 presenta una estructura similar a la de gp91phox, pero ademas contiene cuatro

dominios de union a calcio, tipo EF-hand, en el extremo amino-terminal (Fig. 5) que



regulan su actividad (Banfi et al., 2001). La region de Nox5 parecida a gp91phox muestra
solo 22-27% de identidad en la secuencia de aminoacidos con las otras proteinas Nox1-
Nox4 (Sumimoto et al., 2005).

En contraste con las proteinas Nox1-Nox4, Nox5 no requiere la formacion de un complejo
con la subunidad p22phox para su activacion. El silenciamiento de p22phox en células
transfectadas con Nox5 no tiene efectos en la producciéon de 0," © dependiente de esta
oxidasa (Kawahara et al., 2005).

La actividad de Nox5 no requiere la presencia de ninguna subunidad regulatoria y es
dependiente de la concentracion intracelular de calcio. El extremo amino-terminal de
Nox5 parece operar de manera similar a la calmodulina, en la cual la unién de calcio
induce un cambio conformacional en la enzima. Esto permite la interaccion del extremo
amino de Nox5 con el dominio catalitico, con lo cual se propone que se activa la
transferencia de electrones desde el NADPH hasta el oxigeno (Banfi et al., 2001).
Reportes recientes indican que la regulacion de la actividad de Nox5 también esta
mediada por fosforilacion de residuos especificos en el extremo carboxilo. PMA es capaz
de activar a Nox5, aln a bajas concentraciones de calcio, mediante la fosforilacion de
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los residuos de Thr** y Ser*®  incrementando asi la sensibilidad de la enzima por el

calcio (Jagnandan et al., 2007).

*  Duox

La oxidasas duales (Duox) presentan estructura similar a la de Nox5, a la cual se agrega
una region a-hélice transmembranal en el extremo amino-terminal, seguida por un
dominio de peroxidasa similar al de mieloperoxidasa (MPO). Se predice que este dominio
de peroxidasa esta orientado hacia el exterior de la membrana, donde puede emplear
las ERO producidas por la regidon catalitica para producir otras especies oxidantes
(Lambeth, 2004).

En humano se presentan dos enzimas Duox, DUOX1 y DUOX2, las cuales fueron descritas
originalmente en células de la glandula tiroides (De Deken et al., 2000). Mutaciones en
THOX2, el gen que codifica para la enzima Duox2, son responsables de la inhibicion de la
sintesis de hormona tiroidea y se asocian con hipertiroidismo congénito severo (Moreno
et al., 2002).

Ahora se sabe que Duox1 también se expresa abundantemente en pulmon, pancreas,

placenta, prostata y testiculos; mientras que Duox2 es altamente expresada en colon de



adulto y en una gran variedad de células fetales; ademas animales como C. elegans
poseen enzimas del tipo Duox (Edens et al., 2001).

Debido a la similitud en estructura a gp91phox, se cree que las enzimas Duox generan
0, " el cual puede dismutar en H,0,. Células no tiroideas transfectadas con Duox1 o
Duox2 muestran que la forma parcialmente glicosilada de la proteina Duox2 es capaz de
generar H,0, a través de la dismutacion del anion superdxido, de manera dependiente
de NADPH y Ca®* (Ameziane-El-Hassani et al., 2005).

* Nox en plantas (Rboh)

La produccion de ERO mediada por NADPH oxidasa juega un papel importante en
diversos procesos celulares de defensa y desarrollo celular en plantas (Foreman et al.,
2003; Torres et al., 2002). Se han identificado homologos a gp91phox en plantas, los
cuales se denominan Rboh (Respiratory burst homologs) y se han identificado en especies
como arroz (Oryza sativa), Arabidopsis thaliana y tabaco (Nicotiana benthamiana). En
contraste con la estructura de gp91phox, las Rboh presentan una extension en el
extremo amino-terminal que contiene dos motivos EF-hand de unién a Ca®* (Fig. 5)
(Keller et al., 1998).

En Arabidopsis thaliana se han identificado 10 homologos de gp91phox a los cuales se
les lam6 AtrbohA-J. Sin embargo, no se han encontrado homdlogos de p47phox vy
p67phox en su genoma. Se ha visto que AtrbohD y AtrbohF se requieren para la
produccion de ERO necesarias en los mecanismos de defensa (Torres et al., 2002);
mientras que la produccion de ERO dependiente de RHD2/AtrbohC se requiere para la
expansion celular, através de la activacion de canales de calcio, en los pelos radiculares
(Foreman et al., 2003).

A diferencia de las NOX de células fagociticas, las NOX de plantas no poseen subunidades
regulatorias con excepcion de Rac (Gu et al., 2004). Estudios recientes en Oryza sativa
indican que OsRac1 aumenta la produccion de ERO en respuesta a agentes patogenos.
Mediante el uso de ensayos de doble-hibrido y de microscopia FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer), se encontré que existe interaccion entre Rac y Rboh a
través de su extremo amino-terminal, el cual contiene los motivos de union a calcio. El
analis con FRET también sugiri6 que el aumento en la concentracion citosdlica de Ca*'

disminuye la interaccion Rac-Rboh (Wong et al., 2007).
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Figura 5. Modelos estructurales de los miembros de la famila Nox. Los cilindros representan las
seis a-hélices transmembranales. EF, representan los dominios EF-hand de unién a Ca®". En todos
los homélogos a gp91phox mostrados en la figura, la region amino terminal contiene los sitios de
union a NADPH y a FAD. Una a-hélice transmembranal adicional esta presente en las proteinas

Duox, seguida por una extension en el dominio N-terminal homologo a una peroxidasa.

* Nox en Dictyostelium discoideum

El protista Dictyostelium discoideum, un microorganismo eucarioto, posee en su genoma
3 genes codificantes para enzimas NADPH oxidasas, NoxA, NoxB y NoxC (Lara-Ortiz et
al., 2003); ademas de homologos a las subunidades p22phox y p67phox. La isoforma
NoxC presenta un dominio EF-hand adicional en el extremo amino-terminal, de manera
similar a Nox5. La eliminacion de cualquiera de las isoformas de Nox, asi como de
p22phox impiden la produccion de esporas y la formacion de los cuerpos fructiferos. Sin
embargo no se determind la participacion del homoélogo a p67 en la activacion de las Nox
(Lardy et al., 2005).

3. SISTEMAS NOX EN HONGOS

3.1 Proteinas homologas a gp91phox

El gen noxA de Aspergillus nidulans fue el primer miembro caracterizado de una nueva
subfamilia de NADPH oxidasas presente en microorganismos eucariontes (Lara-Ortiz et

al., 2003). Posteriormente se describieron homdlogos de NOX en otros hongos



filamentosos; sin embargo, este tipo de enzimas no se han encontrado en hongos

unicelulares como las levaduras.

Tomado de Aguirre J. et al., 2005 TRENDS in Microbiology 13:111-118

Figura 6. Filogenia de NADPH oxidasas presentes en hongos. La presencia de homologos de

NoxA en los hongos definid 3 nuevas subfamilias de este tipo de proteinas, NOXA, NOXB y NOXC.

Mediante analisis filogénetico de las NOX presentes en los hongos, se ha podido clasificar
a éstas en 3 subfamilias, NOXA, NOXB y NOXC (Fig. 6) (Aguirre et al., 2005; Lara-Ortiz et
al., 2003). A diferencia de los miembros de las familias NOXA y NOXB, las proteinas de la
familia NOXC presentan dominios de union a calcio, tipo EF hand, de manera similar a
los presentes en Nox5 y Rboh (Aguirre et al., 2005).

En Aspergillus nidulans se determin6é que el gen noxA codifica para una NADPH oxidasa
homéloga a gp91phox, a la que se denomin6é NoxA. NoxA presenta caracteristicas
similares a la de las proteinas NOX, su estructura contiene los seis dominios
transmembranales predichos, los cuatro residuos de histidina conservados, asi como los
dominios de union a FAD y NADPH. La interrupcion del gen noxA no mostro efectos en el
crecimiento y el desarrollo asexual, pero disminuyo notablemente la producciéon de ERO
e impidio la diferenciacion de los cuerpos fructiferos (cleistotecios) durante el desarrollo
sexual. Ademas se vi6 que la desrepresion de noxA esta relacionada con un desarrollo

abundante y prematuro de los cleistotecios (Lara-Ortiz et al., 2003).



De forma similar en Podospora anserina se identificaron dos genes codificantes para
enzimas NOX, PaNox1y PaNox2, y se demostré que estos genes juegan un papel crucial
en el ciclo de vida de este hongo. Las mutantes en PaNox1 estan bloqueadas en la
diferenciacion de cuerpos fructiferos y presentan problemas en la formacion de micelio
aereo y la pigmentacion. La delecidon de PaNox2 bloquea especificamente la germinacion
de las ascosporas (Malagnac et al., 2004).

Recientemente en el hongo Neurospora crassa, también se identifico la presencia de dos
proteinas NOX, NOX-1 y NOX-2, las cuales participan de manera especifica en diferentes
etapas de desarrollo del hongo. La delecion de NOX-1 resulta en el bloqueo del
desarrollo sexual, aunque también disminuye el desarrollo asexual y el crecimiento;
mientras que la carencia de NOX-2 impide la germinacion de las esporas sexuales
(ascosporas) (Cano-Dominguez et al., 2008).

Ademas de participar en procesos de diferenciacion durante el desarrollo sexual y
asexual en los hongos, las enzimas NOX juegan un papel importante en la regulacion de
interacciones, mutualistas o antagonistas, de hongos con otros organismos.

El hongo Epichloé festucae posee dos proteinas NOX; NoxA y NoxB. Aunque la delecion
del gen noxB no tiene efecto en el crecimiento del hongo, se vio que la produccion de
ERO a través de la NADPH oxidasa, NoxA, regula el crecimiento del hongo dentro de su
hospedero, Lolium perenne, y por tanto su interaccion mutualista con la planta (Tanaka
et al., 2006).

La eliminacion del gen cpnox? en el hongo patogeno Claviceps purpurea parece no
afectar la penetracion del hongo en la epidermis de la planta hospedera, sin embargo
impide la colonizacion del ovario. En cultivos axénicos, las mutantes en este gen
muestran morfologia de colonia similar a una cepa silvestre, sin embargo se disminuye el
porcentaje de germinacion de las conidias (Giesbert et al., 2008).

El hongo patogeno Magnaporthe grisea infecta la planta de arroz a través de la
formacion de una estructura de penetacion llamada apresorio. Mutantes de este hongo
en los genes nox1 o nox2 forman el apresorio pero son incapaces de penetrar la planta y
por tanto no son patdgenas (Egan et al., 2007).

El hongo patogeno Botrytis cinerea posse dos genes codificantes para enzimas NADPH
oxidasas, bcnoxA y bcnoxB. El analisis mediante el uso de mutantes nulas muestra que
NoxB se requiere para la formacion de la estructura de penetracion, mientras que NoxA

es necesaria para el crecimiento posterior dentro de la planta (Segmuller et al., 2008).



3.2 Laregulacion de NOX en los hongos

Aunque no existen reportes aun de la presencia de subunidades regulatorias homdlogas a
p22phox, p47phox y p40phox en los hongos, recientemente se identific6 un gen
homologo de p67phox en el hongo E. festucae denominado NoxR. En este estudio
también se identificaron homologos en otros hongos (Takemoto et al., 2006).

En E. festucae NoxR no se requiere para el crecimiento del hongo en cultivos axénicos,
sin embargo parece regular la actividad de NoxA durante el crecimiento del hongo en la
planta y resulta indispensable en la interaccion simbiotica. Se determind que las
mutantes carentes de noxR presentan incremento en la ramificacion de las hifas en el
tejido meristematico, lo que causa estancamiento en el crecimiento de la planta y
envejecimento prematuro. En este mismo trabajo se vié la interaccion de NoxR con
RacA, mediante un sistema de doble hibrido (Takemoto et al., 2006). Un estudio
reciente muestra que RacA se requiere para la activacion de NoxA y la produccion de
ERO; dicho estudio muestra que la eliminacion del gen racA disminuye la produccion de
superoxido y en cultivos axénicos reduce el crecimiento radial, mientras que en la
planta genera mayor ramificacion de las hifas y por tanto el crecimiento extensivo del
hongo, en un fenotipo similar al visto en las mutantes carentes de noxA o noxR (Tanaka
et al., 2008).

N. crassa posee dos NADPH oxidasas y un solo ortologo de NoxR, denominado NOR-1, el
cual es indispensable para la actividad de NOX-1 y NOX-2. Mutantes en el gen nor-1
muestran defectos en la esporulacion, el crecimiento y en el desarrollo de cuerpos
fructiferos, de manera similar a una mutante Anox-1; asi como produccion de ascosporas
no viables, fenotipos que comparte con la mutante Anox-2 (Cano-Dominguez et al.,
2008).

El andlisis de la estructura de proteinas homologas a NoxR presentes en hongos indica
que éstas poseen cuatro dominios TPR (Tetratricopeptide domain) en el extremo N-
terminal seguidos por el dominio de activacion (AD) y contienen ademas un dominio PB1
en el extremo C-terminal similar al de p67phox. Dicho dominio contiene residuos
conservados importantes para la interaccion con otras proteinas; por lo que se piensa
que debe existir una proteina, aun desconocida, que interactue con NoxR a través de su
dominio PB1. Una bulsqueda en las bases de datos disponibles de diversos hongos
identifico a 3 proteinas, adicionales a NoxR, que presentan un dominio PB1; estas
proteinas son: un ortologo de Bem1 de S. cerevisiae, un ortologo de Cdc24 de S.

cerevisiae y una proteina CBSn-PB1 (Kawahara y Lambeth, 2007).



Se propone que el ortélogo de Bem1 actua como un organizador, similar a p47phox o
p40phox, estabilizando la interaccidn entre la subunidad catalitica y NoxR; mientras que
el ortologo de Cdc24 podria actuar como un "intercambiador” a través de su dominio
RhoGEF, catalizando la conversidén de Rac-GDP a Rac-GTP. La proteina con dominios CBS
(cistation beta-sintasa) podria actuar como sensor del nivel de energia celular a través
de su unidén a nucledtidos de adenosina, tal funcion podria relacionarse con el
requerimiento de las enzimas Nox de nucledtidos reducidos de piridina (Kawahara y
Lambeth, 2007).

En un estudio reciente se analizd el papel de BemA como posible analogo de p40phox y
regulador de NoxA de A. nidulans. La eliminacion del gen bemA causa acumulacién de
ERO en regiones subapicales donde la morfologia de las hifas es irregular (hifas
hinchadas), con lo que los autores proponen la participacion de BemA en la regulacion

espacial de NoxA (Semighini y Harris, 2008).

4. RAC

Rac pertenece a la familia de proteinas Rho-GTPasas. Similar a otras GTPasas, Rac cicla
entre un estado activo cuando tiene unido GTP, y un estado inactivo en el que tiene
unido GDP. Esta actividad es controlada por GEFs (Guanine Exchange Factors), GAPs
(GTPase Activating Proteins) y GDIs (Guanine Nucleotide Dissociation Inhibitors). En su
estado activo Rac realiza sus funciones regulatorias a través de interacciones especificas

con sus proteinas efectoras (Bustelo et al., 2007; Jaffe y Hall, 2005).

4.1 Funciones bioquimicas y biolégicas de Rac

Se han identificado multiples efectores de Rac entre los que se incluyen cinasas de
Ser/Tre, cinasas de tirosina, cinasas de lipidos, lipasas, oxidasas y proteinas de
ensamblaje. Como resultado de la modulacidon en la actividad de tales efectores se
generan entre otras respuestas, regulacion en la organizacion del citoesqueleto y
regulacion de actividades especificas durante el ciclo celular (Bustelo et al., 2007).

La activacion de Rho GTPasas como Rho, Rac y Cdc42 controlan la polimerizacion y la

organizacion de los filamentos de actina. Rac, junto con Cdc42, se requiere para la



activacion del complejo Arp2/3 (factor de polimerizacion de la actina) lo que promueve
la polimerizacion periférica de la actina (Millard et al., 2004).

Las proteinas Rac regulan la polimerizacion de la actina durante la formacion de
lamelipodia en varios aspectos. Primero, Rac puede activar proteinas nucleadoras de
actina como el complejo ARP2/3 (a través de proteinas homologas a la familia WASP) y
las forminas mDia (Jaffe y Hall, 2005). Segundo, Rac puede afectar la disponibilidad de
los extremos de actina libres a través de la remocion de proteinas que se unen a los
extremos de los filamentos de actina y previenen su polimerizacion. Tercero, pueden
incrementar la disponibilidad de los mondémeros de actina para su incorporacion a los
filamentos, a través de la regulacion de las cofilinas (Wang et al., 2007).

Como se ha indicado, Rac también participa en la regulacion de multiples actividades
enzimaticas, entre ellas la activacion de enzimas de la familia de las NADPH oxidasas. Se
ha visto que Rac tiene como efector a p67phox, y que su interaccion con esta proteina
es indispensable para la activacion del complejo de NADPH oxidasa en células fagociticas
(Diekmann et al., 1994).

4.2 Racy el crecimiento polar en los hongos

Se ha demostrado que en el hongo Colletotrichum trifolli, la expresion de una forma
dominante activa de la GTPasa Ras (DARas) induce la produccion de ERO intracelular,
aberraciones en la morfologia de las hifas y disminucion en la esporulacion asexual. En
este mismo estudio se mostré6 que mutantes que expresan una forma dominante activa
de Rac (DARac) muestran aberraciones en la morfologia de las hifas; mientras que la
mutantes que expresan la forma dominate negativa DNRac inhiben el crecimiento de las
hifas. La coexpresion de DARas y DARac conduce la activacion de una via MAPK, en tanto
que la coexpresion de DARas y DNRac disminuye la produccion de ERO; en ambos casos
se restaura el fenotipo silvestre (Chen y Dickman, 2004).

En el hongo dimorfico Penicillium marneffei se determind que el gen cf(B codifica para
un homologo de Rac, el cual se requiere para el establecimiento de la polaridad celular
durante el crecimiento de las hifas. La eliminacion del gen cfI(B resulta en la pérdida de
la polaridad durante el crecimiento, la formacién inapropiada de septos, alteraciones en
el citoesqueleto de actina y una disminucion en la tasa de germinacion (Boyce et al.,
2003).



Al igual que otros hongos filamentosos, A. nidulans posee un homoélogo de Rac, al cual se
denomino RacA. La eliminacion del gen racA no afecta la morfologia de las hifas, pero si
causa multiples defectos en la morfologia de los conidiéforos como reduccion en el
numero de métulas y fidlides y en algunos casos su ausencia, reduccion en la longitud
del tallo y ramificaciones del tallo y la vesicula, fenotipos que comparte con una
mutante en el gen cdc42 (Virag et al., 2007).

En el hongo patogeno Claviceps purpurea, se ha demostrado que Rac juega un papel
fundamental en el crecimiento y el desarrollo. Las mutantes Arac presentan colonias con
morfologia amorfa (forma de coral), no son capaces de esporular, pierden la capacidad
para infectar a la planta y las hifas muestran hiper-ramificacion y pérdida de la
polaridad (Rolke y Tudzynski, 2008). Estos defectos también se presentan en cepas
carentes de la PAK Cla4, la cual se ha identificado que actua rio abajo de Rac en el
hongo Ustilago Maydis (Mahlert et al., 2006). Mediante ensayos de doble-hibrido se
confirmé a Cla4 como efector de Rac (Rolke y Tudzynski, 2008).

RacA también es importante para el crecimiento de E. festucae; la eliminacion del gen
racA disminuye la produccion de ERO y el crecimiento radial en cultivo; en tanto que en
la planta produce hiperramificaicion de las hifas y una colonizacion extensiva, lo que

ocasiona la muerte de la planta (Tanaka et al., 2008).

5. Aspergillus nidulans COMO MODELO DE ESTUDIO

Aspergillus nidulans es un hongo ascomiceto que debido a sus caracteristicas ha sido
ampliamente usado como modelo de estudio, y su caracterizacion ha contribuido al
conocimiento de una amplia gama de procesos bioldgicos. A. nidulans presenta dos
ciclos reproductivos, uno asexual y otro sexual.

En A. nidulans la reproduccion asexual se caracteriza por la formacion de esporas
asexuales o conidias en estructuras especializadas llamadas conidioforos. La formacion
de conidias se produce como respuesta a factores ambientales como puede ser la
exposicion al aire (Adams et al., 1998), o la limitacion de nutrientes (Skromne et al.,
1995). En una interfase aérea, la conidiacion comienza con la formacion de una célula
pie a partir de una hifa, la cual da origen al tallo del conidiéforo que crece por
extension apical hacia la fase aérea. Cuando ha alcanzado cierta longitud, la punta del

tallo se hincha para formar una vesicula multinucleada, a partir de la cual se producen



multiples yemas uninucleadas, llamadas métulas. Las métulas producen una segunda
capa de células uninucleadas llamadas fialides. Las esporas asexuales o conidias se
producen por divisiones mitoticas repetidas de los nlcleos de las fialides de manera que
uno de los nucleos hijos entra en la espora y el otro es retenido en la fialide para
dividirse nuevamente. En contraste el nlcleo de la espora permanece arrestado en la
fase G1 del ciclo celular (Bergen y Morris, 1983); (Casselton y Zolan, 2002).

En presencia de nutrientes, las conidias germinan a través de un periodo inicial de
crecimiento isotropico, seguido por la formacion de un tubo germinal elongado.

El ciclo sexual se induce por condiciones de limitacion de oxigeno o por ausencia de luz
(Purschwitz et al., 2008) y comprende la formacion de cuerpos fructiferos denominados
cleistotecios, los cuales contienen esporas sexuales o ascosporas. A. nidulans es un
hongo homotalico, lo que significa que es fértil por si mismo, pero también pueden
realizarse cruzas entre homocariones con nucleos genéticamente diferentes (Casselton y
Zolan, 2002).

Este hongo es facilmente manipulado mediante el uso de técnicas de genética clasica;
ademas puede ser transformado con ADN mediante recombinacion heterologa u
homologa; posee multiples marcadores de seleccion, como pyrG, riboB, pyroA, argB,
entre otros, lo que también lo hace un excelente modelo para estudios de genética
molecular (Todd et al., 2007). Entre las ventajas que presenta, su genoma se encuentra
secuenciado y disponible via The Broad Institute
(http://www.broad.mit.edu/annotation/fgi/) (Galagan et al., 2005).

Otra ventaja importante que presenta A. nidulans respecto a otros hongos, es que solo

posee un homologo de Nox2/gp91phox y uno solo de p67phox.

6. LAS NOX Y LAS ERO DURANTE LA DIFERENCIACION CELULAR EN LOS HONGOS

La produccion regulada de ERO a través de las NOX resulta consistente con estudios
previos que indican la participacion de ERO en funciones bioldgicas especificas como la
diferenciacion sexual y la regulacion del crecimiento.

En 1990, Hansberg y Aguirre, propusieron que la diferenciacion celular ocurre como
respuesta a un estrés oxidativo. En Neurospora crassa al inicio de cada etapa
morfogénica hay una sobreproduccion de ERO, lo que genera un estado hiperoxidante en

la célula.



El reciente descubrimiento de las enzimas NOX en los hongos y la demostracion de que
son esenciales para la diferenciacion sexual, es consistente con el papel esencial de las
ERO en la diferenciacion celular en los hongos (Cano-Dominguez et al., 2008; Lara-Ortiz
et al., 2003; Malagnac et al., 2004) y posiblemente en otros organismos. Por ejemplo en
D. discoideum se ha visto que se produce idn superdxido en las etapas tempranas del
desarrollo multicelular (Bloomfield y Pears, 2003).

Sin embargo, poco se ha descrito sobre la participacion de proteinas que regulen los
sistemas Nox en hongos. En A. nidulans, por ejemplo, no se ha reportado la participacién
de RacA como regulador de NoxA, es por ello nuestro interés en estudiar la regulacion de

NoxA, y en tal contexto este trabajo muestra avances importantes al respecto.



HIPOTESIS

Proponemos que las proteinas NoxR y RacA funcionan como activadores de la NADPH
oxidasa NoxA y que se requieren para modular la produccién de especias reactivas de
oxigeno durante el crecimiento la diferenciacion celular en el hongo Aspergillus

nidulans.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel de las subunidades NoxR y RacA como posibles reguladores de la

actividad de NoxA en Aspergillus nidulans.

Objetivos particulares

. Generar cepas de A. nidulans mutantes en noxA (AnoxA) y en noxR (AnoxR).

. Generar cepas de A. nidulans que expresen la forma dominante activa de la
proteina RacA (DARacA), bajo el control de un promotor inducible.

. Localizar in vivo la proteina RacA mediante la generacion de cepas de A. nidulans
gue expresen la forma dominante activa de la proteina RacA (DARacA) unida a la
proteina monomeérica roja fluorescente (mRFP).

. Generar mutantes dobles de A. nidulans AnoxA, DARacA y caracterizar dichas
mutantes en cuanto a la diferenciacion celular y la produccion de especies

reactivas de oxigeno.



MATERIALES Y METODOS

1. Cepas, medios y condiciones de crecimiento de A. nidulans

El medio de cultivo en el que se crece A. nidulans es el descrito por (Hill y Kafer, 2001),

con glucosa al 1% (MM) y adicionado con los requerimientos especificos para cada cepa;

los medios sélidos se prepararon con agar al 1.25%. Se utiliz6 una temperatura de

incubacion de 37°C. Los cultivos liquidos se crecieron a la misma temperatura a 300 rpm.

Todos los medios de cultivo y material empleado se esterilizaron a 121°C durante 15

minutos. Las cepas utilizadas se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas de A. nidulans empleadas

Nombre Genotipo Origen

CLK43 pabaAl, yA2 Kawasaki et al., 2002

pw1i biAl; argB2; metG1; veAl P. Weglenski

Al1153 pabaAl; pyroA4; argB2; nkuA::bar; veAl” Fungal Genetics Stock Center

A1155 pyrG89; pyroA4, nkuA::bar; veAl’ Fungal Genetics Stock Center

11035 pyrG89; pyroA4; riboB2; AnkuA::argB; veAl M. Hynes y col.

CFL3 pabaAl, yA2; pyrG89; veAl F. Lara

CFL6 pabaAl, yA2; pyroA4; veAl F. Lara

TTL3 pabaAl, yA2; AargB::trpCAB; AnoxA::argB; Lara-Ortiz y col., 2003
trpC801; veAl

TJAQ15 pabaAl, yA2; AflbD::AfpyrG, veAl J. Arratia

TAH1 pyrG89; pyroA4, nkuA::bar; AnoxA::AfpyrG; Este trabajo, A1155 transformada con el
veAl producto de PCR noxA-AfpyrG-noxA

TAH2 pyrG89, AnoxR::AfpyroA; pyroA4, nkuA::bar; Este trabajo, A1155 transformada con el
veAl producto de PCR noxR-AfpyroA-noxR

TAH3 pabaAl, yA2, AnoxR::AfpyroA; pyroA4; veAl  Este trabajo, CFL6 transformada con el

producto de PCR noxR-AfpyroA-noxR

TAH4 pabaAl; argB::alcA::racA®®'; pyroA4; Este trabajo, A1153 transformada con el
nkuA::bar; veA1? plasmido pAH3

TAH5 pabaAl; argB::alcA::racA®®::mRFP; pyroA4; Este trabajo, A1153 transformada con el
nkuA::bar; veAl plasmido pAH4

CAH4 pabaAl, yA2; AnoxA::AfpyrG; veAl? Este trabajo, progenie de TAH1 x TJAQ15

CAH6 pabaAl, yA2; argB::alcA::racA®®'; veA1"? Este trabajo, progenie de TAH4 x CAH4

CAH7 pabaAl, yA2; argB::alcA::racA®®’; veA1** Este trabajo, progenie de TAH4 x CAH4

CAH8 pabaAl, yA2; argB::alcA::racA®®'; Este trabajo, progenie de TAH4 x CAH4
AnoxA::AfpyrG; veA1?

CAH9 pabaAl, yA2; argB::alcA::racA®®'; Este trabajo, progenie de TAH4 x CAH4
AnoxA::AfpyrG; nkuA::bar; veA1*Y

CAH11 pabaAl, yA2; argB::alcA::racA®®’::mRFP; Este trabajo, progenie de TAH5 x pwl

veAl?

a. Contiene un numero indeterminado de copias de la construccion alc::rac
b. Contiene una sola copia de la construccién alc::rac

G18v

G18V

y. Presenta reeplazo del gen nkuA por el gen bar (bacterial Basta-resistence), lo cual le confiere resitencia
al herbicida Ignite (Basta)
z. Contiene el gen silvestre nkuA, confirmado mediante sensibilidad al herbicida Ignite.



En los experimentos de induccién de DARacA durante la germinacion, las conidias de la

A®®Y se inocularon (1 x 10°

cepas silvestre y de las mutantes con el alelo alcA::rac
esporas/ml) en medio minimo con Treonina 100 mM (MMT) durante 24 h a 37°C y 300
rom. Posteriormente se tomaron alicuotas de los cultivos y se fijaron en una solucién de
3.7% de formaldehido, 50 mM de NaHPO4 (pH 7.0) y 0.2% de Tween 80 durante 1 h en
agitacién. La muestras se lavaron con agua destilada y se tifieron con una solucion de
0.1ug/ml de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI-SIGMA) durante 15 min en agitacién y se
lavaron con agua destilada. Se observaron bajo microscopia de epifluorescencia en un
microscopio NIKON Eclipse E600 para la deteccién de ndcleos y de fluorescencia. Esta
misma técnica de tincién con DAPI se usé para la deteccién de nucleos durante la
germinacion de las mutantes AnoxA y AnoxR.

Para la inducciéon de DARacA en micelio, se germinaron 1x10° esporas/ml de la cepa
silvestre asi como de las mutantes alcA::racA®®" y alcA::racA®®::mRFP en medio
minimo con glucosa durante 14 h a 37°C y 300 rpm y posteriormente se transfirio el
micelio a medio minimo con treonina 100 mM como fuente de carbono durante un
méaximo de 24 h en las mismas condiciones de temperatura y agitacion. Las muestas se

observaron en un microscopio NIKON Eclipse E600 para la deteccién de fluorescencia.

« Cuantificacion del nimero de esporas/cm?
Conidias de la cepa silvestre y de las mutantes AnoxA y AnoxR se inocularon por punto
en el centro de placas de medio minimo con 1% de glucosa y se incubaron a 372C durante
5 dias y al término de ese tiempo se determiné el diametro y el area de cada colonia.
Cada colonia se raspo con una varilla en forma triangular y con una solucion estéril de
Tween al 0.1%. El total de las esporas colectadas de cada colonia se resupendi6 en 10 ml
de la solucién de Tween en tubos Falcon de 50 ml. Se agit6 cada tubo vigorosamente con
el vortex y se centrifugaron durante 10 min. Los pellets de esporas se resuspendieron en
1 a 2 ml de agua y se cuantificé el nimero de esporas/ml. Con el dato del area se

realiz6 el calculo de nimero de esporas/cm?.
2. Técnicas de biologia molecular.

» Cancelacion de los genes noxA y noxR

La obtencion de construcciones genericas para la cancelacion de los genes noxA y noxR

se realizé empleando la técnica de Double-Joint PCR (DJPCR) descrita por (Yu et al.,



2004). Mediante reacciones independientes de PCR se amplificd 1 kb rio abajo del ORF
del gen a eliminar, para lo cual se usaron los pares de primers noxAfor y noxA5tail para
la cancelacion de noxA y los primers noxR5for y noxR5tail para el gen noxR (ver Tabla 2),
asi como 1 kb rio arriba utilizando los pares de primers noxA3tail, noxA3rev y noxR3tail,
noxR3rev para la eliminacion de noxA y noxR respectivamente. Se amplific6 también la
secuencia codificante de los marcadores de seleccién AfpyrG de A. fumigatus para
reemplazar noxA y AfpyroA de A. fumigatus en el caso de noxR. En una nueva PCR se
genero el producto de fusion empleando las tres secuencias amplificadas anteriormente
para cada caso y primers anidados en las secuencias no codificantes en los extremos 5° y

3° (primers noxAnestfor y noxAnestrev para noxA y primers noxRnestfor y noxRnestrev

para noxR).
Tabla 2. Pares de Oligonucleotidos empleados

Nombre Secuencia (5” — 37) Region que amplifica
DARac5f CCTTTGCGTCGCTGGATC 5’ de racA (con la mutacion)
DARacMLo CCGACAGCGACGTCGCC
DARacMUp GGCGACGTICGCTGTCGG 3’ de racA (con la mutacion)
DARac3f CGGGGATGGGGAGGATGG
RacpENTR CACCATGGCGACTGGACC ORF de racA con la mutacién
RacStop TCACAGAATCGTACACTTCTTGTTC ORF de racA con la mutacién

(contiene stop codon)
RacS/Stop CAGAATCGTACACTTCTTGTTCCTC ORF de racA con la mutacién
(no contiene stop codon)

noxA5for GCTGGGGTCGAGTGGAACG 5’, 1kb rio arriba del ORF de
noxAbtail GGTGAAGAGCATTGTTTGAGGCCGGCGATGACGGTGCTGG noxA
noxA3tail GCATCAGTGCCTCCTCTCAGACCACTCTTGCAGCGCGTCC 3’, 1kb rio abajo del ORF de
noxA3rev GGTTTCCATGCCGCAGAG noxA
noxAnestfor GATAGAAGAACGACCACCGAAG Producto de fusién con el
noxAnestrev CAGACTCAGGCCCCACGCAGAC marcador pyrG
noxR5for GACGGCCGCTTTTGTAACC 5”, 1kb rio arriba del ORF de
noxR5tail TTAGTAATCCAGCATCTGATGTCCGGCTGACACCGGCTGGAG noxR
noxR3tail GTCCTTCATTATGTAGACACTCGCGGGATCGCCCAATCACCG  3’, 1kb rio abajo del ORF de
noxR3rev GCGTTTGCTGCAAGGAGG noxR
noxRnestfor GTAGTAGGCTGGAGGCGGAAAC Producto de fusion con el
noxRnestrev GTTCGGGCGTAAGCTCTG marcador pyroA

Los productos de fusion obtenidos se emplearon para transformar las cepas A1155 y CFL6
de A. nidulans (ver Tabla 1) en eventos independientes. La construccién conteniendo el
marcador de seleccion reemplaza al gen seleccionado mediante un evento de doble
recombinacion homéloga.

Las transformaciones de las cepas de A. nidulans se realizaron mediante la utilizacion de



técnicas de fusion de protoplastos o de electroporacion de conidias electrocompetentes
de acuerdo a lo reportado por (Sanchez et al., 1998; Sanchez y Aguirre, 1996).

Todas las transformates se analizaron por hibridaciones tipo Southern blot.

» Construccion del alelo DARac

La forma dominante activa de RacA (DARac) de A. nidulans se obtuvo mediante la
sustitucion de la glicina 18 de RacA por valina (G18V), de acuerdo a lo reportado por
Chen y Dickman (2004).

La mutacioén en el codon GGT a GTC en la secuencia de racA de A. nidulans resulté en el
cambio de la glicina 18 por valina.

La generacion de la forma DARacA se realizé utilizando una técnica de mutagenesis
dirigida (Overlap extension) en el gen racA, para lo cual se disefiaron oligonucleotidos
con la secuencia de la mutacién deseada, GGT = GTC, que resulta en el cambio G18V en
la proteina (ver Tabla 2, oligos DARacMUp y DARacML0). Se empled DNA gendémico de la
cepa silvestre CLK43 como molde. La mutacion se logré6 mediante amplificacion por PCR
de las regiones 5° y 3“ de la secuencia codificante de manera que dichas secuencias se
sobreponen en la regién donde se insertd la mutacion (Fig 7).

Los primers disefiados para la amplificacion de las dos regiones del gen tienen una
longitud entre 17 y 18 pares de bases. Es importante notar que la mutacion se insert6 a
la mitad de la secuencia de los primers (ver Tabla 2 primers DARacMLo y DARacMUp, la
mutacion se indica en negritas y subrayado).

Las reacciones se realizaron con la enzima Platinum pfx de Invitrogen. El programa de
PCR para la amplificacién de la region 5° conteniendo la mutacién consistio de
desnaturalizacion inicial a 93°C durante 3 minutos, 30 ciclos de: desnaturalizacién a 93°C
por 30 segundos, alineacion a 54°C por 45 seg, extensién a 72°C por 2 min, y por Gltimo
una extension final a 72°C por 7 min, lo cual gener6 un fragmento de aproximadamente
200 pares de bases. Para la amplificacion de la region 3 con la mutacion se empleo el
mismo programa de PCR pero con una temperatura de alineamiento de 57°C, generando

asi un producto de 900 pares de bases.



Incluye codén de paro

No incluye codén de paro

Figura 7. Construccion del alelo DARacA mediante mutagénesis dirigida por PCR. Los primers
indicados con las letras A-G corresponden a DARac5f, DARacMLo, DARacMUp, DARac3f, RacpENTR,
RacStop y RacS/Stop respectivamente.

Posteriormente mediante PCR y utilizando como molde los fragmentos amplificados
previamente se obtuvo la secuencia completa del ORF de racA con la mutacién deseada,
para lo cual se emplearon los oligonucléotidos RacpENTR y RacStop. En otra reaccion de
PCR se obtuvo la secuencia codificante del gen pero sin el codén de paro, la cual servira
para fusionar con la secuencia de la proteina roja fluorescente. En dicha reaccion se
utilizaron los primers RacpENTR y RacS/Stop (Fig 7). El oligonucléotido RacpENTR se
disefié conforme al manual pENTR Direccional Topo Cloning de Invitrogen, y contiene al
incio, justo antes del codén ATG, la secuencia CACC para ser clonado en el vector pENTR

(ver Tabla 2, primer RacpENTR).

Ambos productos de PCR se clonaron en el vector pENTR en reacciones independientes
con lo cual se obtuvieron los vectores pAH1 y pAH2 (Tabla 3). Se mandaron secuenciar
ambas clonas y se verifico la presencia de la mutacién esperada, asi como la ausencia de
mutaciones no deseadas a lo largo de la secuencia de racA. Posteriormente se realizaron
reacciones de recombinacién de estos vectores con dos plasmidos destino pMT-OVE y
pMT-mRFP (Toews et al., 2004). De tales reacciones se obtuvieron los plasmidos pAH3 y
pAH4 (Tabla 3), los cuales se purificaron y cuantificaron. Se utilizaron 3ug de dichos
vectores para transformar la cepa A1153 A. nidulans. Las transformaciones se realizaron
mediante la técnicas de fusion de protoplastos de acuerdo a lo reportado por (Sanchez
et al., 1998; Sanchez y Aguirre, 1996). Las transformantes se analizaron por

hibridaciones tipo Southern blot.



Tabla 3. Vectores empleados

Nombre Descripcién Origen

pAH1 Contiene la secuencia de racA®®’ | Clonacién del producto de PCR
completa. DARacStop en el vector pENTR

pAH2 Contiene la secuencia de racA®*® sin el | Clonacién del producto de PCR
codoén de paro. DARacS/Stop en el vector pENTR

pAH3 La secuencia de racA®® queda bajo el | Recombinacién del vector pAH1 con

control del promotor de alcA. El vector | el vector destino pOVE
tiene como marcador selectivo el gen argB
pAH4 La secuencia de racA®® queda bajo el | Recombinacién del vector pAH2 con
control del promotor de alcA y fusionada | el vector destino mRFP

al gen mRFP. El vector tiene como
marcador selectivo el gen argB

» Extraccion de ADN

Se emplearon conidias de las diferentes cepa para inocular aproximadamente 30 ml de
medio minimo liquido en cajas petri y se incubaron durante 12 horas a 37°C sin
agitacion. La pelicula de micelio se colect6 y se sec6O en papel absorbente,
posteriormente se congelé en nitrégeno liquido. ElI micelio congelado se secé al vacio
durante 4 horas y se pulverizd. El ADN se obtuvo de acuerdo al protocolo de Timberlake
(1980).

e Hibridacion tipo Southern blot

Se digirieron aproximadamente 10ug de ADN con las enzimas de restriccion requeridas y
RNAasa (10pg/ml) durante toda la noche a temperatura ambiente. Se separaron
mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%. El gel se incubd en una solucién de
HCI 0.25N a temperatura ambiente por 15 min. con agitacién. Se realizaron tres lavados
con agua y se desnaturaliz6 en una solucion NaCl 1.5M y NaOH 0.5M por 30 min. a
temperatura ambiente y con agitacion. Nuevamente se realizaron 3 lavados con agua y
el gel se neutralizé en una solucién Tris-HCI 0.5 M (pH 7.2) y NaCl 1.5 M por 30 min. a
temperatura ambiente y con agitacién. El gel se transfirié durante toda la noche a una
membrana de nylon Hybond-N conforme al protocolo de Sambrook y Russel (2001). El
ADN se fijé a la membrana mediante exposicion a luz UV. La membrana se prehibridé en
una botella de vidrio a 65°C durante dos horas en solucion de hibridacion con ADN de
esperma de salmén 0.1mg/ml y se hibriddé con la sonda marcada radiactivamente en

solucion de hibridacion nueva. Las sondas se marcaron empleando el kit Random Prime



Labelling System de GE Healthcare, segun las especificaciones del fabricante. La
hibridacion se realizé a 65°C durante toda la noche. Posteriormente la membrana se
sometid a un lavado con solucién SSC 2X, SDS 0.1% durante 45 min. a 65°C; y un segundo
lavado con solucion SSC 0.1X y SDS 0.1% durante 45 min. mas. La membrana se expuso a
un cassete de revelado, el cual se revelé6 mediante el uso de un scanner sensible a

sondas radioactivas (Typhon).

3. Ensayo de deteccion de Especies Reactivas de Oxigeno

Para la deteccién de ion superéxido, las conidias de la cepa silvestre asi como de las

A®® se inocularon en placas de MM a diferentes niveles de induccion

mutante alcA::rac
del promotor alcA: represién 1% de glucosa, desrepresién 0.1% de glucosa e induccién
100 mM de treonina. Se incubaron las placas durante 24 h a 37°C y al término de este
tiempo las colonias se incubaron en una solucién 0.3 mM de NBT (cloruro de nitroazul de
tetrazolio) y 0.3 mM de NADPH durante 30 min a temperatura ambiente y en obscuridad.
Transcurrido este tiempo las colonias se fotografiaron bajo el microscopio

estereoscopico.

4. Induccioén del ciclo sexual en A. nidulans

Para la induccion del ciclo sexual de las diferentes cepas de A. nidulans se inocularon
placas de agar al 1.25% mas suplementos y sin glucosa con 1000 esporas concentradas en
2 ul y se incubaron a 37° C durante 5 dias. Al término de este tiempo de incubacion se
colocaron cilindros de Medio sintético de cruza (SC) (Davies y de Serres, 1970) de
aproximadamente 1cm de didmetro al borde de las colonias. Las cajas se sellaron con
cinta para inducir ciclo sexual y se incubaron nuevamente durante 5 dias a 37° C.

En un ensayo més homogéneo de induccién del ciclo sexual, se realizaron cultivos a
confluencia. Se inocularon 1 x 10° esporas en un tubo con 4 ml de medio minimo
suplementado, glucosa al 1% y agar suave (0.625 g/100 ml) a no mas de 45°C. El inéculo
se mezclo en el vortex y se vertié imediatamente en placas de MM sdélido con 1% de
glucosa y més suplementos. Las cajas petri se dejaron 30 min a temperatura ambiente
sobre una superficie plana hasta que solidifico el agar suave y posteriormente se
incubaron a 37°C durante 24 h. Transcurrido este tiempo se sellaron las cajas con cinta y

se incubaron durante 8 dias mas. En este tiempo se extrajo de manera aleatoria con un



sacabocados un area de 1 cm de didmetro de la caja para la medicién del didmetro de
los cleistotecios presentes en dicha area. Se realizé la medicion del diametro de 100
cleistotecios de la cepa silvestre y 100 de la mutante alcA::racA®®'. La medicion se

realiz6 en un microscopio estereoscopico con ocular graduado.

5. Determinacion de actividad de Catalasa B y fosforilacion de SakA.

Para la induccién de DARacA en micelio se germinaron 1x10° esporas de la cepa silvestre

asi como de una mutante alcA(p)::racA®*®"

en medio minimo con glucosa durante 14 h a
37°C y 300 rpm y posteriormente se transfirio el micelio a medio minimo con treonina
100 mM como fuente de carbono o a medio minimo con glucosa durante un maximo de
24h en las mismas condiciones de temperatura y agitacion; las muestras de micelio se
colectaron en los tiempos indicados y se congelaron en Nitrogeno liquido. Los extractos
de proteina se obtuvieron de micelio molido.

La determinacion de la actividad de catalasa B mediante geles nativos fue determinada
como se reporta anteriormente (Kawasaki et al., 1997). Se cargaron 50 pg de proteina
en geles nativos de polyacrilamida con resolucion al 8%. Los geles se corrieron a 100V
por 3.5h.

Para los ensayos de deteccidon de proteina SakA fosforilada (Kawasaki et al., 2002), las
muestras de micelio molido se resuspendieron en buffer de extraccion conteniendo SDS y
se disgregaron mediante vortexeo. Los residuos celulares se separaron mediante
centrifugacion a 42C, se colectd el sobrenadante de cada muestra y se mantuvieron en
hielo. La proteina se cuantificd por el método de Bradford. Se usaron 50 ug de proteina

de cada muestra para inmunodetecciéon con anticuerpo anti-phospho-p38 y anti-Hogl.



RESULTADOS

1. Eliminacién de los genes noxA y noxR mediante la técnica de DJ-PCR (Double
Joint PCR)

En 2003, Lara-Ortiz y colaboradores, interrumpieron el gen noxA de A. nidulans. En
dicho estudio el marcador argB reemplazé la secuencia de noxA que codifica los
amino&cidos 255 a 342 (sitios de uniéon a FAD). Se determiné asi la necesidad de NoxA
para el desarrollo sexual del hongo, particularmente en la formacién de cuerpos
fructiferos. Sin embargo, en estas mutantes se ha detectado un transcrito de mayor
tamafio y se desconoce si puede generar una proteina con funcién parcial. Es por ello
gue nos intereso el cancelar por completo el gen noxA y ver si existian diferencias en

comparacion con la mutante reportada (Lara-Ortiz et al., 2003).

Para la cancelaciéon del gen noxA, se generd una construccion utilizando la técnica de
Double Joint PCR (Yu et al., 2004). Se amplificaron por PCR secuencias de
aproximadamente 1kb rio arriba y 1kb rio abajo de la secuencia codificante del gen; asi
como un marcador de seleccion, en este caso el gen AfpyrG de A. fumigatus. Mediante
una nueva PCR se obtuvo el producto de fusién empleado para transformar A. nidulans,
esperando que mediante un evento de doble recombinacion homdloga se reemplazara el

gen silvestre por el marcador de seleccion (Fig 8).

La transformacion con dicha construccién se realiz6 mediante electroporacion de
esporas electrocompetentes de la cepa A1155 (Tabla 1). La cepa A1155 presenta un alelo
mutante del gen nkuA, lo cual elimina la recombinacién no-homologa, aumentando
notablemente la eficiencia de recombinacién homdloga en eventos de integracion de
ADN (Nayak et al., 2006). Se obtuvieron 6 transformantes las cuales se confirmaron
mediante hibridacion tipo Southern. Todas las transformantes obtenidas presentaron el
evento deseado (Fig 9), lo que confirm6é que en estas mutantes el marcador AfpyrG
reemplazé al gen noxA. Se decidio trabajar con la transformante 3 a la cual se denomino
TAH1.



Figura 8. Estrategia de eliminaciéon de genes mediante la técnica Double Joint PCR. Se
amplifico mediante reacciones independientes de PCR 1kb rio abajo (Primers Ay B) y un 1kb rio
arriba (Primers E y F) del ORF del gen a eliminar; se amplificé también la secuencia codificante
para el marcador de seleccién (Primers C y D). En una nueva PCR se gener6 el producto de fusién
empleando los tres fragmentos amplificados anteriormente y primers anidados en los extremos 5°
y 3“ (Primers G y H). La construccion conteniendo el marcador de seleccion reemplaza al gen
seleccionado mediante un evento de doble recombinacion homdloga.

Con el fin de obtener las cepas AnoxA en un fondo genético similar (pabaAl, yA2; esto es
auxotrofas a acido para-aminobenzoico) se realizaron diferentes cruzas sexuales de la
mutante TAHL1 con cepas silvestres en el gen noxA. Sin embargo, la mutante AnoxA
mostro dificultad para cruzarse con otras cepas. S6lo la mutante AflbD (TJAQ15, Tabla
1) fue capaz de cruzarse con la mutante AnoxA (TAH1) aunque los cuerpos fructiferos
que se obtuvieron fueron muy fragiles y en nimero reducido, éstos contenian progenie
de ambas cepas parentales. De esta progenie se obtuvieron 5 posibles candidatas AnoxA,

las cuales se confirmaron por hibridacién tipo Southern (Fig 9).

En las cepas A1155 y A1153 la mutacion en el gen nkuA consiste en su reemplazo por el
gen bar (bacterial Basta-resistance), lo cual le confiere al hongo resistencia al herbicida
Ignite (Basta). Para identificar cuales mutantes obtenidas de la cruza TAH1 x TJAQ15
contienen el gen silvestre nkuA se realiz6 una prueba de sensibilidad a Ignite (2 mg/ml,
en medio minimo sin nitrogeno), y se determin6 que 3 de las cepas fueron sensibles, en
tanto que las otras dos cepas mostraron resistencia al herbicida de manera similar a la
cepa A1155.



Figura 9. Eliminacién del gen noxA. La construccion generada mediante PCR para cancelar el
gen noxA, la cual contene el gen AfpyrG como marcador selectivo, se usé para transformar la
cepa A1155 de A. nidulans. EI ADN de las cepas transformantes y de la cepa silvestre se digirié
con la enzima Ncol y se uso para hibridacion tipo Southern con la sonda indicada (panel superior).
El patron de digestion de la cepa silvestre corresponde a una banda de 3.1 kb, mientras que el
reemplazo del gen noxA genera una banda de 5.2 kb. EI ADN de las cepas 1 a 6 (panel inferior
izquierdo) corresponde a transformantes de la cepa A1155; todas las transformantes muestran el
evento esperado y de estas cepas se selecciondé de manera arbitraria a la transformante 3 a la
cual se denominé TAH1. ElI ADN de las cepas 7 a 11 (panel derecho) proviene de las cepas
obtenidas mediante cruza sexual de la mutante TAH1 (4noxA) con la cepa TJAQ15 (AflbD); se
eligio a la cepa 7 a la cual se llamo6 CAH4, y se confirmo contiene el alelo silvestre del gen nkuA,
mediante prueba de sensibilidad a Ignite.

Por otra parte, existen reportes previos de la presencia de ort6logos de subunidades
regulatorias de NOX en microorganismos eucariontes. En 2005, Lardy y col. identificaron
un ortélogo de p67phox en D. Discoideum, sin embargo no se determiné su participacién
en la actividad de las Nox presentes en este organismo. En el hongo E. festucae también
se identificd un ortélogo de esta subunidad, al que se denomind NoxR, y se vio que esta
proteina regula la actividad de NoxA durante el crecimiento del hongo dentro de la

planta hospedera (Takemoto et al., 2006).

En A. nidulans, identificamos un ort6logo a p67phox el cual se denomindé NoxR. Con el
fin de determinar la posible participacion de NoxR en la activacion de NoxA, decidimos
eliminar el gen noxR. Para la eliminaciéon de este gen también se emple6 la técnica de

DJ-PCR descrita anteriormente. De igual manera se amplificaron las secuencias de 1kb



rio arriba y 1kb rio abajo del ORF de noxR. En este caso, se uso como marcador selectivo
el gen AfpyroA de A. fumigatus. El producto de fusion de estos tres fragmentos se
generd mediante una nueva PCR y se empled para transformar la cepa A1155 mediante
electroporacion. Se obtuvieron 4 transformantes, las cuales se confirmaron mediante

hibridacion tipo Southern (Fig 10).

Figura 10. Eliminacion del gen noxR. La construccion para cancelar el gen noxR, la cual
contiene el gen AfpyroA como marcador selectivo, se genero mediante PCR y se usO para
transformar las cepas A1155 y CFL6. EI ADN de las cepas transformantes y de la cepa silvestre se
digirié con la enzima Kpnl y se uso para hibridacion tipo Southern con la sonda indicada (panel
superior). El patron de digestién de la cepa silvestre corresponde a una banda de 9.6 kb, mientras
que el reemplazo del gen noxR genera una banda de 4.4 kb. Las cepas 1 a 4 (panel inferior
izquierdo) corresponden a transformantes de la cepa A1155 y presentan el evento de integracion
esperado; se eligié de manera arbitraria a la transformante 2 a la cual se llam6 TAH2. Las cepas 5
a 9 (panel inferior derecho) corresponden a transformantes de la cepa CFL6, solo la
transformante 5 mostré el evento esperado y a esta se le llamé TAH3.

De manera similar a una mutante AnoxA, la mutante AnoxR (TAH2) fue incapaz de
cruzarse eficientemente con cepas silvestres, por lo que no fue posible obtener la
mutante AnoxR en el fondo genetico pabaAl, yA2 mediante cruza sexual. Asi, se opto
por generar una nueva mutante mediante transformacién por electroporacion de la cepa
silvestre CFL6 (pabaAl, yA2; pyroA4; veAl). Se obtuvieron 5 transformantes y solo la
transformante 5, a la cual se llam6 TAH3, present6 el evento de recombinacion

esperado, confirmado mediante hibridacion tipo Southern (Fig 10).



2. Las mutantes AnoxA y AnoxR no estan afectadas en el crecimiento radial, pero si

estan afectadas en la produccion de conidias.

Con respecto a la cepa silvestre, las mutantes AnoxA (CAH4) y AnoxR (TAH3) no
mostraron grandes diferencias en el crecimento radial de las colonias (Fig. 11A). Sin
embargo, éstas presentaron una coloracion ligeramente mas tenue, lo cual fue mas
evidente durante las primeras horas de crecimiento. Se penso que esta diferencia podria
deberse a una menor produccion de esporas, por lo cual se cuantificé el nUmero de
esporas producidas en estas condiciones de crecimiento. Los resultados en la figura 11B
muestran que tanto la mutante AnoxA como la mutante AnoxR produjeron
aproximadanete un 50% menos de esporas que la cepa silvestre, sin embargo es
importante notar que la produccién de esporas en la mutante AnoxA fue ain menor que

en la mutante AnoxR.

A

Figura 11. Las mutantes AnoxA y AnoxR no estdn afectadas en el crecimiento radial pero si
estan afectadas en la conidiacién. A. Crecimiento radial. Conidias de las cepas silvestre y de las
mutantes CAH4 (AnoxA) y TAH3 (AnoxR) se inocularon por punto en placas de medio minimo con
1% de glucosa y se incubaron a 37°C durante 5 dias. B. Se cuantific6 el nimero total de esporas
producidas en las condiciones descritas en A, y se calculé el nimero de esporas/cm?. Las
columnas representan valores promedio de 3 réplicas en cada caso, las barras de error indican la
desviacién estandar.



Aungue las mutantes AnoxA y AnoxR no estuvieron afectadas en el crecimiento, es
evidente que presentaron defectos en la conidiacion. Es por ello que decidimos analizar
si la disminucién en la produccién de esporas observada en éstas mutantes se debia a la
formacioén de conidiéforos incompletos o defectuosos. Los resultados mostrados en la
figura 12 indican que ambas mutantes desarrollan conidi6foros completos de manera
similar a los formados por una cepa silvestre. Se observé la presencia de las estructuras
propias de un conidi6foro: vesicula, métula, fialide y esporas, y en ambas mutantes la

morfologia de estas estructuras fue similar a la de los conidi6foros silvestres (Fig. 12).

Figura 12. Las mutantes AnoxA y AnoxR desarrollan conidi6foros completos, al igual que una
cepa silvestre. Se inocularon por punto placas de medio minimo con conidos de la cepa silvestre
CLK43 y de las cepas CAH4 (AnoxA) y TAH3 (AnoxR). Las fotos muestran la morfologia de los
conidioforos después de 5 dias de crecimiento a 37°C.

3. NoxA y NoxR parecen no tener un papel fundamental durante la germinacion y el

crecimiento vegetativo.

En un estudio reciente se reportd que la carencia de NoxR en A. nidulans genera un
patron de germinacion atipico en el cual se forma méas de un tubo germinal, de manera
aleatoria y no bipolar como en el caso de una cepa silvestre (Semighini y Harris, 2008).
Decidimos analizar el patrén de germinacion de las mutantes AnoxA y AnoxR generadas

en este estudio, en comparacion con el de una cepa silvestre.

Ambas mutantes mostraron patrones de germinacion similares al de una cepa silvestre,

es decir, al cabo de 6 h de haberse realizado el indculo se observéd que la mayor parte de



las conidias form6 un tubo germinal (Fig. 13A). Ademas la tincion con DAPI para la
deteccion de nucleos indic6 que la migracion y distribucion de estos a lo largo de los

tubos germinales ocurrié de manera similar a lo visto en la cepa silvestre.

Figura 13. Germinacion de las cepa silvestre y cepas mutantes AnoxA y AnoxR. Conidios de las
cepas silvestre, asi como de las mutantes CAH4 (AnoxA) y TAH3 (AnoxR) se inocularon en medio
minimo liquido a una concetracién final de 10° esporas/ml y se incubaron durante 6 h en
agitacion (300 rpm) a 37°C. A. Las germinulas se fijaron y se tifieron con DAPI para la deteccién
de ndcleos y se observaron en microscopia de fluorescencia. B. Del total de germinulas se
cuantific6 el porcentaje que presenté mas de un tubo germinal en las condiciones descritas en A
al cabo de 6 y 8 h. Las barras corresponden a valores promedio de dos experimentos diferentes
con dos réplicas cada uno.

Si bien las mutantes AnoxA y AnoxR presentaron la formacién de dos tubos en algunas de
las germinulas, este mismo fenédmeno se observé en la cepa silvestre, por lo que no
puede considerarse un evento exclusivo de las mutantes. Por ello se cuantificd el
porcentaje de las germinulas que mostraron la formacion de mas de un tubo durante las

primeras 6 y 8 h de germinacién. La figura 13B indica que la proporcion de germinulas



que presentaron mas de un tubo fue similar tanto en la cepa silvestre como en las
mutantes y es menor al 25%, lo cual sugiere que en realidad NoxA y NoxR no juegan un

papel durante la germinacion.

Adicionalmente quisimos saber si noxA se expresa durante la geminacion y el
crecimiento vegetativo. Para ello muestras de la cepa silvestre CLK43 en diferentes
tiempos de crecimiento se utilizaron para la extraccion de RNA y se analizaron en una
hibridacion tipo Northern con una sonda especifica para noxA. Como se muestra en la
figura 14, los niveles del mensajero de noxA fueron casi imperceptibles hasta las 4 h de
germinacion, y después muestraron niveles muy bajos hasta las 14 h. El hecho de que las
mutantes AnoxA y AnoxR no mostraron algin fenotipo relevante durante esta fase del

crecimiento coincidié con los bajos niveles de expresién de noxA mostrados (Fig 14).

Tiempo(h) 4 6 8 10 12 14 +

noxA wmsp 8 Bl

Figura 14. El mensajero de noxA se expresa poco durante la germinacién y el crecimiento
vegetativo. Conidios de las cepa silvestre CLK43 (1 x 10’ esporas/ml) se inocularon en medio
minimo con glucosa a 37°C y 300 rpm. Las muestras se colectaron en los tiempos indicados para la
extraccion de RNA total, y este se us6 para la hibridacién tipo Northen con la sonda especifica
para noxA. + es el control positivo para noxA, que corresponde a un extracto de micelio de 14 h
trasferido a medio minimo sin nitrégeno, durante 4 h, condicion en la que noxA se expresa
fuertemente. El panel inferior muestra los RNA ribosomales como control de carga.

4. Las mutantes AnoxA y AnoxR estan bloqueadas en el desarrollo sexual

Aunque la mutante AnoxA fue capaz de cruzarse al menos con una cepa y formar cuerpos
fructiferos hibridos, fue incapaz de cruzarse consigo misma y por lo tanto no desarroll6
cleistotecios; es decir que esta impedida en el desarrollo sexual de manera similar a la
mutante reportada previamente por Lara-Ortiz y col. (2003). De igual forma la mutante
AnoxR se incub6 en condiciones de reproduccion sexual y se vido que también esta

bloqueada en la formacion de cuerpos fructiferos (Fig. 15).



Figura 15. Las mutantes AnoxA y AnoxR son incapaces de formar cuerpos fructiferos sexuales.
Conidios de la cepas silvestre CLK43, TTL3 (AnoxA, A255-342), CAH4 (AnoxA) y TAH3 (AnoxR) se
inocularon placas de agar al 1.25% més suplementos (1000 esporas concentradas en 2ul) y se
incubaron a 37° C durante 5 dias. Al cabo de este tiempo se colocaron cilindros de Medio SC de
aproximadamente 1cm de diametro al borde de las colonias y se sellaron las cajas con cinta para
inducir ciclo sexual. Se incubaron nuevamente durante 5 dias y se observaron al microscopio. En
la cepa silvestre algunos cleistotecios se indican con las flechas.

5. Construccion de un alelo dominante DARacA mediante mutagénesis dirigida

Si la inactivacion de NoxA y NoxR disminuye y bloquea el desarrollo asexual y sexual
respectivamente, resulté importante para este trabajo determinar si un incremento en
la actividad de NoxA estimula el desarrollo de A. nidulans.

Como estrategia experimental se decidié expresar un alelo que genera un proteina RacA
constitutivamente activa (DARacA), potencialmente capaz de actuar constitutivamente
sobre sus posibles efectores, entre ellos la NADPH oxidasa NoxA.

Se sabe que la forma constitutivamente activa de las proteinas Rac es incapaz de
hidrolizar GTP. En mamiferos una de las mutaciones comunes que generan esta forma
activa de Rac es el cambio de la glicina 12 por valina (revisado en Heasman y Ridley,
2008).



Previamente en el hongo C. trifolli se reporté que el cambio de la glicina 18 de Racl por
valina (G18V) genera una forma dominante activa de esta proteina (Chen y Dickman,
2004). La secuencia de aminoacidos de RacA de A. nidulans presenta alta similitud con la
secuencia de Racl de C. trifolii, asi como a la de otras isoformas de Rac presentes en

diversos hongos. Como se indica en la figura 16, las secuencias de aminoacidos de estas

proteinas estan muy conservadas, incluyendo el residio de Glicina 18.

Racl C trifolii MAQ- PGVQSLKCWT WVGKTCLLI SYTTNAFPGEY! PTVFDNYSASVWDGKPI SLG 59
GTP-bp M grisea MAA- PGVQSLKCWWT WVGKTCLLI SYTTNAFPGEY! PTVFDNYSASVMWDGKPI SLG 59
RacA E. festucae MAQ- PGVQSLKCWT WVGKTCLLI SYTTNAFPGEY! PTVFDNYSASVMWDGKPI SLG 59
AN4743 A. nidul ans MATGPATQSLKCWWT WVGKTCLLI SYTTNAFPGEY! PTVFDNYTASVMWDGRPI SLG 60
Rac N. crassa MAAI GGVQSI KCWT WVGKTCLLI SYTTNAFPGEY! PTVFDNYSASVMWDGKPVSLG 60
* * . *'k: 'k*'k*'k*'k*'k*'k*************************: *'k*'k*'k*: *: * % %
Racl C. trifolii LWDTAGQEDYDRLRPLSYPQITDVFLI CFSI VSPPSFDNVKAKWYPEI DHHAPNI PI | LVG 119
GTP-bp M grisea LWDTAGQEDYDRLRPLSYPQTDVFLI CFSI VSPPSFDNVKAKWYPEI DHHAPNVPI | LVG 119
RacA E. festucae LWDTAGQEDYDRLRPLSYPQTDVFLI CFSI VSPPSFDNVKAKWYPEI DHHAPNI PI | LVG 119
AN4743 A. nidul ans LWDTAGQEDYDRLRPLSYPQTDVFLI CFSI VSPPSFDNVKSKWFPEI EHHAPNVPI | LVG 120

Rac N. crassa

LWDTAGQEDYDRL RPLSYPQTDVFLI CFSLVSPPSFDNVKSKWHPEI QHHAPG PI | LVG

khkkhkkkhkkhkhkkhhkhkhhkhhkhkkhhkhkhhkdhkhkhhkkhkhhk,: khkhkkhkhkdkd,*x: %% *k%: % *k*x% - **x**k*x%

120

Racl C. trifolii TKLDLREDPNTLESLRQKRVEPVSYDQAL I CAKEI KAHKYLECSAL TORNLKSVFDEAI R 179
GTP-bp M grisea TKLDLREDPSTLESLRSKRVEPVSYDQAL | CAKEI RAHKYL ECSAL TORNLKSVFDEAI R 179
RacA E. festucae TKLDLREDAATL DSLRQKRVEPVSYEQAL ACAREI KAYKYL ECSAL TORNLKSVFDEAI R 179
AN4A743 A. nidul ans TKLDL RDDPAQL ESLRVRKQEPVTYEQAL AVAKEI RAHKYL ECSAL TORNLKSVFDEAI R 180

Rac N. crassa

TKLDLREDPDTI (BLSQ(RI\/API TFEI\/GVNC‘AKEI GARKYLECSALTORNLKSVFDEAI R

****** * * *k Kk FhkhkkhkkkhkkhkhkIrhkhkkhkhkhkhkhkrkhkhkkhkhkk

Racl C. trifolii AVLINPRPVAQQKKKSKCTIL 199
GTP-bp M grisea AVLNPRPQPAKVKKSKCTI L 199
RacA E. festucae AVLNPRPQPSKHKKSKCSI L 199
ANA743 A nidulans  AVLNPRP- ATKQRNKKCTIL 199

Rac N. crassa

180

AVLYRVDTTQEKKKSKCT IL 200

* %k * . ** * %

Fig 16. La secuencia de aminoéacidos de las isoformas de Rac presentes en divereso hongos se
encuentra muy conservada. AN4743 esta reportada como proteina hipotética similar a RacA en
A. nidulans. La secuencia de aminoacidos de RacA de A. nidulans se alineo con Racl de C.
trifolli, M. grisea, E. festucae y N. crassa. Rac se encuentra muy conservada entre estos hongos,
incluyendo la Glicina 18 (G18) indicada en el recuadro rojo.

AC® esta bajo

Los vectores pAH3 y pAH4 (ver Tabla 3), en los cuales la secuencia de rac
el control del promotor alcA y en el caso de pAH4 se fusion6 ademas con la secuencia de
la proteina roja fluorescente, se emplearon para transformar la cepa silvestre A1153 de
A. nidulans mediante la técnica de fusion de protoplastos. Las transformantes obtenidas

se confirmaron mediante hibridacién tipo Southern (Fig. 17).



Figura 17. Integracion de los plasmidos pAH3 y pAH4 y confirmacion mediante hibridacion
tipo Southern. Los plasmidos pAH3 y pAH4 los cuales contienen el alelo dominante activo de racA
(racA®*®") se usaron para transformar la cepa A1153 de A. nidulans. ADN de las transformantes
con pAH3 se digirié con la enzima Pvull, y el ADN de las transformantes con pAH4 se digirié con
EcoRV. En ambos casos también se realizaron digestiones de ADN de la cepa silvestre con las
enzimas indicadas. La hibridacion se realiz6 con la sonda indicada. El patrén de digestion con
Pvull corresponde a una banda de 4.3 kb para la cepa silvestre y bandas de 3.8, 2.8y 2.2 kb en el
caso de integracién en tandem de pAH3 (panel inferior izquierdo), se eligié a la transformante 1 a
la cual se llamo6 TAH4. La digestion con EcoRV genera un patrén de bandas de 2.3y 1.6 kb para el
gen silvestre argB y una banda adicional de 6.9 kb para la integracion de pAH4 (panel inferior
derecho), de estas se eligio a la transformante 1y se le llam6 TAHS.



Es importante sefalar que la integracion de los plasmidos esta dirigida al locus de argB,
por lo cual las mutantes obtenidas contienen dos copias del gen racA: el alelo dominante
activo, bajo el control del pomotor alcA, integrado en argB; y el gen silvestre.

Como se muestra en la figura 17 las transformantes obtenidas con el pladsmido pAH3
contienen mas de un evento de integracion. Generalmente la integracion del plasmido
ocurre por un evento sencillo de recombinacién homoéloga, sin embargo la integracién de
mas de una copia puede ocurrir por eventos secuenciales de recombinacién o por

integracién de plasmidos cointegrados.

6. La induccién de DARacA disminuye el crecimiento radial, la conidiacion y parece

aumentar la produccion de 0,™

Dado que el promotor alcA se reprime por glucosa (Bailey y Arst, 1975), se desreprime
en condiciones de baja disponibilidad de glucosa y se induce fuertemente en presencia
de treonina (Creaser et al., 1985; Waring et al., 1989), se decidi6 probar la mutante con

el alelo alcA::racA®®

confirmada (TAH4) en diferentes medios con el fin de ver los
efectos del nivel de expresion de DARacA en el crecimiento y morfologia del hongo
(Figura 18).

A% creci6 menos

Los resultados en la Fig 18 indican que la mutante alcA::rac
radialmente respecto de la cepa silvestre y produjé menor cantidad de esporas, lo cual
estd indicado por la pobre coloracion de la colonia; ademas las colonias mutantes
presentaron una morfologia méas abultada y con mayor cantidad de micelio aéreo incluso
en condiciones represoras (glucosa al 1%). Se ha visto que en medio so6lido existe
desrepresion del promotor de alcA, aun en presencia de glucosa, especialmente en los
conidiéforos (Marhoul, 1996). Los fenotipos mostrados se acentuaron en condiciones de
desrepresion (glucosa 0.1%) y de induccién (treonina 100 mM), ya que aunque estas
condiciones también afectaron el crecimiento en la cepa silvestre, fue notable una
disminucién en el crecimento radial y la esporulaciéon en la mutante alcA::racA®®"

(Figura 18, panel izquierdo).

Se determin6 de manera cualitativa, la formacion de ion superéxido en estas cepas

mutantes, en los medios descritos anteriormente, mediante el uso de NBT, el cual forma



un precipitado azul-morado cuando se oxida por accién del anién superoxido. Como se
muestra en la figura 18 (panel derecho), las mutantes que expresan DARacA presentaron
mayor formacion del precipitado azul respecto a la cepa silvestre, lo cual sugiere una
mayor formacion del anion superéxido, incluso en medio sin induccién (1% de glucosa).
Esto se volvié mas evidente en condiciones de desrepresién y de induccién con treonina,

donde se observoé mayor formacion del precipitado azul-morado.

Figura 18. Efecto de la induccion de DARacA sobre el crecimiento radial, la conidiacion y la
produccién del i6n superdxido. Conidios de la cepa silvestre y de la mutante TAH4
(alcA::racA®®) se inocularon en cajas de medio minimo con diferentes fuentes de carbono y se
incubaron a 37°C durante los tiempos indicados. Para la tincion con NBT, a las 24 hrs de
crecimiento se adicion6 una solucion de NBT 0.3 mM, NADPH 0.3 mM y se incub6 durante 30 min a
temperatura ambiente y en la oscuridad. Las fotografias se obtuvieron en un microscopio
estereoscopico.

7. La induccion de DARacA en esporas inhibe el establecimiento del crecimiento
polar

A se inocularon directamente en medio liquido con

Cuando las mutantes alcA::rac
treonina se observé que las conidias se hincharon y aumentaron su tamafio. Sin embargo,

aun después de 24 horas no fueron capaces de formar un tubo germinal, en claro



contraste con la cepa silvestre. Sin embargo, en dichas conidias se observé la presencia
de méas de un nudcleo (tincion con DAPI), lo cual indica que al igual que en la cepa
silvestre ocurre la division nuclear, pero no se establece el crecimiento polar para
formar el tubo germinal (Fig 19).

A manera de control, se inocularon esporas de la cepa mutante en medio minimo con
glucosa (condicién represora) y se observé que en dichas condiciones la germinacién
ocurrio de manera similar a lo visto en una cepa silvestre, es decir, se observd la

formacién del tubo germinal (datos no mostrados).

Figura 19. La induccion de DARacA en las conidias impide el establecimiento del crecimiento
polar. Conidias de las cepas silvestre y de la mutante TAH4 (alcA::racA®®") se germinaron en
medio minimo con treonina 100 mM como fuente de carbono durante 24 hrs, a 37°C y con
agitacion a 300 rpm. En el panel derecho se muestran tinciones con DAPI para la deteccion de los
nacleos. Las fotografias se tomaron usando microscopia de contraste de fases y de
epifluorescencia.

8. La induccion de DARacA en micelio cambia el patron de crecimiento polar a no-

polar

Con el fin de evaluar los efectos de la induccion de DARacA durante el crecimiento
vegetativo se realizé un ensayo de induccion de expresion de DARacA en medio liquido.

A®®Y se germinaron en medio

Esporas de las mutantes con la integracion alcA::rac
minimo con glucosa durante 14 h y posteriormente se transfirieron a medio minimo con

treonina (100 mM) como medio de induccion durante 24 h mas (Fig. 20).



En una cepa silvestre el cambio de la fuente de carbono durante el crecimiento
vegetativo no provocé cambiods en el patrén de crecimiento, ya que este siguid siendo
apical. Sin embargo, la induccién del alelo constitutivamente activo de RacA en el
micelio generd un cambio en el patron de crecimiento de las hifas, de polar a no polar,
ya que se observd la formacién de estructuras circulares en las puntas de las hifas. Este
efecto fue muy rapido, ya que pudo apreciarse desde la primera hora de induccion (Fig.
20). La formacion de estas estructuras se aprecio practicamente en todas las puntas de
las hifas. Sin embargo, al cabo de 24 h de induccion, estas estructuras ya no se
observaron y las puntas de las hifas ya no se encontraron redondeadas, lo cual sugiere

que el cambio morfolégico en el patrén de crecimiento fue transitorio.

Figura 20. La induccién de DARacA en el micelio cambia el patrén de crecimiento polar a no-
polar. Conidios de la cepa silvestre asi como de la transformante TAH4 (alcA::racA®*®) fueron
germinadas en medio minimo con glucosa durante 14 h y posteriormente se transfirieron a medio
minimo con treonina 100 mM durante 24 h maés.

9. Localizacion de la proteina DARacA mediante la fusién con la proteina

monomeérica roja fluorescente (mRFP).

Se realiz6 el mismo experimento de induccion de DARacA en micelio, pero empleando la
cepa con la integracion alcA::racA®®'::mRFP. En condiciones de induccién de DARacA-
MRFP en micelio, también se observé un cambio en el patrén de crecimiento de la hifa,
de polar a no-polar (Fig. 21). La fusion de DARacA con la proteina fluorescente parece

afectar ligeramente la funcién de DARacA, ya que se observd un retraso en la aparicion



del cambio morfologico descrito. La presencia de puntas globosas no fue tan perceptible
al cabo de 2 h de induccion, sin embargo a las 4 h de induccién el cambio de crecimiento
polar a no-polar se observo practicamente en todas las puntas de las hifas.

La fluorescencia colocaliz6 con la formacion de las puntas hichadas, lo cual sugiere que
la proteina DARacA se concentra principalmente en las estructuras donde ocurre el

cambio en el patrén de crecimiento (Fig. 21).

Figura 21. La proteina DARacA-mRFP se localiza principalmente en las puntas globosas de las
hifas. Conidios de la cepa silvestre y de la transformante TAH5 (alcA::racA®¥::mRFP), en la que
DARacA esta fusionada a la proteina roja fluorescente (mRFP), se germinaron en medio minimo
con glucosa durante 14 h a 37°C y 300 rpm y posteriormente se transfirieron a medio minimo con
treonina 100 mM durante los tiempos indicados. Las fotografias se tomaron usando microscopia
de contraste de fases y de epifluorescencia.

10. La induccidn de DARacA en micelio no induce actividad de la Catalasa B ni la

fosforilacion de la MAPK SakA como respuesta antioxidante

Si la induccién de DARacA resulta en la activacion de NoxA y la produccién de ERO, es
importante determinar si se activan vias de sefializacion que respondan a la presencia de
ERO exdgenas. En 1997, Kawasaki y col. reportaron que la actividad de la Catalasa B de

A. nidulans es baja en las conidias, desaparece después de la germinacion y comienza a



aumentar después de 10 h de crecimiento y también durante la conidiacion. Ademas se
vié que esta catalasa se induce en respuesta al H,O, exdgeno.

Es por ello que se realiz6 un ensayo de actividad de catalasa para determinar la
induccién de la catalasa B en condiciones de induccion de DARacA durante el
creciemiento vegetativo, esto es en micelio. La actividad de catalasa B detectada en
una cepa silvestre en condicones de induccién con treonina se mantuvo practicamente
uniforme desde la primera hora de induccion, y decayd un poco en el tiempo 24 h. De

manera similar, la mutante alcA::racA®*®’

present6 actividad constante de esta enzima
antioxidante durante la induccion, y solo se observa que a las 24 h esta actividad no ha
decaido. Sin embargo, el comportamiento en la actividad de esta enzima es el mismo

tanto en la cepa silvestre como en la mutante (Fig. 22).

Figura 22. Gel de actividad de Catalasa B. En cada caso se emplearon 50 pug de proteina extraida
de micelio de la cepa silvestre asi como de la mutante TAH4 (alcA::racA®®) en los tiempos de
induccion indicados. Las condiciones de induccién son descritas en la figura 20.

Por otra parte se ha visto que el gen sakA de A. nidulans codifica para una proteina
MAPK, la cual se activa en respuesta al estrés osmdtico y oxidativo en el hongo
(Kawasaki et al., 2002). Se decidi6 entonces medir los niveles de fosforilacion de dicha
proteina en condiciones de inducciéon de DARacA en el micelio. En el Western-blot de la
figura 23 (panel inferior) se muestra el total de proteina SakA presente en extractos de
micelio sometido a condiciones de induccién (100mM de treonina) y de represién (MM
con glucosa 1%). Tanto en la cepa silvestre como en la mutante alcA::racA®®’ no se
detectd proteina en su forma fosforilada en ninguna de las dos condiciones probadas (Fig

23, panel superior).



La presencia de SakA no fosforilado en condiciones de induccion de DARacA sugiere que
en estas condiciones no se activo la via de sefalizacion de SakA, lo cual concuerda con la

falta de induccidn de actividad de Catalasa B, en las mismas condiciones.

Figura 23. Ensayo de Inmunodeteccion de SakA total y fosforilada (SakA-P). Extractos de
proteina proveniente de micelio de la cepa silvestre asi como de la mutante TAH4
(alcA::racA®®), en las condiciones descritas en la figura 20 y en los tiempos indicados, se
corrieron en SDS-PAGE y se realizdé un western blot con anticuerpos antip38 (SakA-P) y antiHogl
(SakA). + es el control positivo para SakA-P, que corresponde a un extracto de conidias de la cepa
silvestre, en la que se sabe que SakA se encuentra fosforilada (Lara-Rojas, et al., enviado).

11. Los efectos en el crecimiento y la morfologia generados por la induccion de

DARacA no son dependientes de NoxA

Es importante determinar si los efectos observados por la induccion de DARacA se deben
a la activacion de NoxA, para lo cual se generaron cepas dobles mutantes alcA::racA®*®"
AnoxA, mediante una cruza sexual. Es importante mencionar que también se obtuvieron
dobles mutantes con méas de un evento de integracion alcA(p)::racA®*®’. Dichas mutantes
se confirmaron mediante hibridacién tipo Southern, como se describié anteriormente

(datos no mostrados).

Se compararon los fenotipos de las mutantes dobles con respecto a la cepa silvestre y a

las mutantes sencillas alcA::racA®®Y

y AnoxA. Como se habia mostrado previamente en
condiciones de represion (glucosa 1%) la mutante alcA(p)::racA®*® formé mayor cantidad
de micelio aéreo y menor cantidad de conidios. Los resultados en la figura 24A muestran
que en las mutantes dobles alcA::racA®®’ AnoxA, ya sea que contengan 1 o mas copias

de la construccion alcA::racA®®

, se observaron estos mismos fenotipos, es decir
presentaron mayor formacion de micelio aéreo asi como defectos en la esporulacion. De

hecho las mutantes que presentan mas de una integracion de alcA::racA®®' se ven



ligeramente més afectadas en la esporulacién respecto a las que tienen solo una copia,
ya que se observa una coloracion méas tenue de las colonias y mayor formaciéon de

micelio aéreo (Fig. 24A).

Figura 24. A. Morfologia de las mutantes alcA(p)::racA®™® y alcA(p)::racA®*® AnoxA, crecimiento
en medio minimo con glucosa durante 3 dias a 37°C. (a) contienen una sola copia de la
construccion alc::rac®®’; (b) contienen un nimero indeterminado de copias de la construccién
alc::rac®®®. B. Induccion de la expresion de DARacA y deteccién de O,™ a diferentes niveles de
expresion. La tincion con NBT es como se indica en la Fig. 18.



Como se vio en la mutante sencilla, estos fenotipos se acentdan en condiciones de
desrepresion y de induccion, tanto la mutante sencilla como la doble disminuyeron el
crecimiento radial y la conidiacion (Fig. 24B, panel izquierdo).

Se evalu6é también de manera cualitativa, mediante el uso de NBT, la capacidad de
produccién del ion superéxido en condiciones de desrepresion y de induccién. Las
mutantes que expresan DARacA en un fondo NoxA silvestre presentan formacién del
precipitado azul ligeramente mayor respecto a la mutante doble alcA::racA®®’ AnoxA, lo
cual sugiere una participacion de NoxA en la produccién de i6n superéxido en las
mutantes que expresan DARacA (Fig. 24B).

La produccion de anion superdxido en la mutante que integrd s6lo una copia de la

AGlBV

construccién alcA::rac parece ser menor que en la que integré mas de una copia

(ver fig. 18), por lo que parece haber un efecto en la dosis génica.

Figura 25. Los efectos en el crecimiento vegetativo y la germinacién debidos a la induccion
de DARacA no son dependientes de NoxA. A. Conidios de la cepa silvestre asi como de las
mutantes alcA::racA®®'y alcA::racA®®’ AnoxA se crecieron en medio minimo con glucosa al 1%
durante 14 h y posteriormente se transfirieron a medio minimo con treonina 100 mM. B. Conidias
de la cepa mutante alcA::racA®®’ AnoxA se germinaron directamente en medio minimo con
treonina 100 mM durante 24 h. Las conidias se fijaron y se tifieron con DAPI para resaltar los
nacleos y se observaron bajo microscopia de fluorescencia.



Las mutantes dobles alcA::racA®®" AnoxA también se sometieron a los experimentos de
induccién de DARacA en esporas y en micelio como se describi6 para la mutante sencilla
alcA::racA®®. En ambas condiciones se observaron los mismos cambios en el patrén de
crecimiento que se observaron en la mutante sencilla: la expresién de DARacA en el
micelio, en un fondo AnoxA, cambio el patrén de crecimiento de las hifas, de polar a no-
polar (Fig. 25A); en tanto que la expresiéon de DARacA en esporas no impidio la divisidn
nuclear, pero si inhibi6 el establecimiento del crecimiento polar, evitando la formacién
de un tubo germinal (Fig. 25B). En estos fenotipos parece no haber diferencias entre las

G18v

mutantes que integraron una copia de la construccién alcA::racA con respecto a las

que contienen mas de una copia.

12. La desrepresién de DARacA durante el desarrollo sexual induce la formacion de

cleistotecios de mayor tamafio para lo cual se requiere de NoxA

Dado que es durante el ciclo sexual que el gen noxA se expresa a altos niveles y en
donde NoxA juega un papel esencial en la formacion y desarrollo de los cuerpos
fructiferos, se decidié ver el efecto de la induccién de DARacA durante esta etapa del

desarrollo, en presencia y ausencia de NoxA.

Durante la induccion del ciclo sexual en condiciones de desrepresion (baja disponibilidad

de glucosa), la mutante alcA::racA®*®

genera cleistotecios mas grandes que los
producidos por la cepa silvestre. Sin embargo en un fondo mutante AnoxA la
desrepresion de DARac no induce la formacién de las estructuras propias del ciclo sexual

(Fig 26, panel derecho).

Se observa también que alrededor de estos cleistotecios de mayor tamafio hay mayor
cantidad de células Hille, que parecen estar mas adheridas a los cuerpos fructiferos que

en la cepa silvestre.

Adicionalmente se prob¢ la viabilidad de las ascosporas contenidas en estos cleistetecios
de mayor tamafo y se observé que dichas ascosporas germinan, lo cual indica que son

viables (no se muestra).



Figura 26. Las mutantes que expresan el alelo DARacA induce la formacién de cleistotecios de
mayor tamafio, de manera dependiente de NoxA. La induccion del ciclo sexual se realiz6 como
se describe en la figura 10. Los cleistotecios de mayor tamafio estan indicados por circulos.

Con el fin de evaluar qué tan reproducible es la formacion de cleistotecios de mayor
tamafio, se realiz6 un ensayo mas homogéneo de induccion del ciclo sexual (ver
Materiales y métodos), y los cleistotecios formados por la cepa mutante y por la silvestre

se agruparon en clases de acuerdo a su tamafio.

Aunque el tamafio de los cleistotecios fue variable alun en la cepa silvestre, es evidente
que en la mutante la desrepresion del alelo racA®*® consistentemente indujo la
formacién de cleistotecios de mayor tamafio (Fig 27A). De hecho el andlisis estadistico
de la distribucion del tamafio de los cleistotecios (Fig 27B) mostré que mas del 60% de
los cleistotecios producidos por la cepa silvestre miden entre 60 y 99 um de diametro,
en tanto que en la mutante, en condiciones de desrepresion de DARacA, la distribucién
de los diametros se concentra entre 100 y 159 um (casi el 70%), aunque se observa que

algunos cleistotecios alcanzan tamarfios de casi 200 um de diametro.



Figura 27. La desrepresion de DARacA durante el ciclo sexual induce la formacién de
cleistotecios de mayor tamafio. Esporas de 5 dias de crecimiento de la cepa silvestre (CLK43) y
de la mutante CAH6 (alcA::racA®®") se inocularon a una densidad de 1 x 10° en agar suave (MM
con glucosa al 1%) y se incubaron a 37°C durante 24 h. Al término de este tiempo las placas se
sellaron con cinta para inducir ciclo sexual y se incubaron durante 8 dias mas. A. Se tomaron
muestras aleatorias de los cultivos, se limpiaron los cleistotecios y se fotografiaron en el
microscopio estereoscépico (aumento 6x). B. Con un ocular graduado se midid el didmetro de 100
cleistotecios en cada cepa y se determiné estadisticamente su distribucion en clases.



DISCUSION

* NoxR se requiere para regular la actividad de NoxA principalmente durante el

desarrollo sexual.

En células de mamifero se han caracterizado ampliamente las proteinas que regulan la
actividad de las enzimas NOX (p67phox, p47phox, p40phox y Rac) y de que manera
ocurren las interacciones entre dichas proteinas. Sin embargo, poco se sabe sobre las
proteinas que intervienen en la activacion de las NOX presentes en los hongos, aunque

recientemente se identificaron homadlogos a p67phox en diversos hongos (NoxR).

Previamente se reporté que en A. nidulans el gen noxA se expresa durante el ciclo
sexual, y que la eliminacion parcial de dicho gen impide la formacion de cleistotecios
(Lara-Ortiz et al., 2003). Sin embargo no se identificaron defectos en el crecimiento, la

morfologia de las hifas o el desarrollo asexual.

En este trabajo se determin6 que la eliminacion total del gen noxA (AnoxA) asi como la
eliminacion del gen noxR no solo impiden la diferenciacion de cleistotecios durante el
ciclo sexual, sino que también causan defectos en la esporulacién asexual. La
eliminacion del anico gen Nox en A. nidulans no mostro efectos en el crecimiento radial,
a diferencia de lo que ocurre en hongos como N. crassa en el que la eliminacién de una
de sus isoformas Nox disminuye el crecimiento radial (Cano-Dominguez et al., 2008;
Malagnac et al., 2004), o en el patdgeno M. grisea donde se vié que la mutantes en el

gen nox1 presentan un ligero incremento en el crecimiento radial (Egan et al., 2007).

Las mutantes AnoxR generadas en este estudio, al igual que una mutante nula en el gen
noxA, no muestran diferencias en el crecimiento radial respecto a una cepa silvestre.
Estos datos sugieren que al menos en el crecimiento radial la participacion de NoxA y de
NoxR no parece ser necesaria, probablemente porque este proceso no requiere la

produccién de ERO derivadas de la actividad de NoxA.

Por otro lado, ambas mutantes presentan defectos en la esporulacién asexual, ya que la
mutante AnoxA produce solo cerca del 30% de conidios en comparacion con los

producidos por una cepa silvestre, en tanto que la mutante AnoxR produce cerca del



50%. Sin embargo, tales defectos en la esporulacién no se deben a alteraciones en la
morfologia de los conidi6foros, ya que ambas mutantes forman conidiéforos completos.
Se sabe que defectos en la migracion nuclear no s6lo causan una formacion defectuosa
de conidiéforos, sino también una reduccién en el numero de esporas (Morris et al.,
1995). A este respecto resultaria interesante evaluar si la disminucion en la produccion
de esporas en las mutantes AnoxA y AnoxR se debe a problemas en la divisién o en la
migracion nuclear en la dltima etapa del desarrollo del conidiéforo, cuando se forman

las esporas.

Es importante notar que aln cuando ambas mutantes producen menor cantidad de
esporas, los defectos en la conidiacion son mayores en la mutante AnoxA. Es possible
que aun cuando NoxR no se encuentra en el sistema, NoxA pueda estar llevando a cabo
otras funciones distintas de la prouduccion de ERO, a través de su interaccién con otras
proteinas, lo cual estaria reflejado en la diferencia en la produccion de esporas. Resulta
importante distinguir si las funciones de NoxA y NoxR en este fendmeno tienen que ver
con la produccion de ERO o con funciones de andamiaje e interacciones con otras
proteinas. Por ejemplo, se ha propuesto que BemA puede participar en el complejo NOX,
de manera similar a p47phox o p40phox, y establecer una posible interaccion con NoxR.
Un estudio reciente muestra que en A. nidulans la proteina BemA se localiza en las
puntas de las hifas durante el crecimiento apical y que una mutante AbemA presenta
una morfologia moderadamente anormal en el crecimiento apical de las hifas, ademés
muestra defectos en la formacion del conidiéforo, ya que forma vesiculas pero se
detiene el desarrollo posterior. Sin embargo, dicha mutante es capaz de formar
cleistotecios durante el ciclo sexual (Leeder y Turner, 2008). En este sentido, BemA
podria estar participando en la estabilizacion y localizacion del complejo NOX druante la

conidiacién y el crecimiento, pero parece no ser esencial en el ciclo sexual.

Durante la realizacién de este trabajo, Semighini y Harris (2008) mostraron que la
cancelacién de noxR en A. nidulans conduce a un patron de germinacién diferente, en el
cual ocurre la formacion de méas de un tubo germinal, de manera aleatoria y no bipolar
como en el caso de una cepa silvestre, y que esto se correlaciona con una
deslocalizacién de la produccion de ERO durante la germinacién. En este trabajo
mostramos que las mutantes AnoxA y AnoxR muestran patrones de germinacion similares

al de la cepa silvestre. Ademas, encontramos que el mensajero de noxA es casi



indetectable a las 4 h de germinacién y en tiempos posteriores, por lo cual es poco
probable que los defectos de las mutantes AnoxR reportados por Semighini y Harris estén
relacionados con el papel de NoxR como regulador de NoxA. Por ahora ignoramos las
razones de las discrepancias entre nuestros resultados y los reportados por Semighini y
Harris, sin embargo las condiciones experimentales son diferentes, dichos autores
utilizan temperaturas de incubacion de 28 °C, en tanto que en nuestro trabajo se

utilizaron temperaturas de 37 °C.

Sin duda el fenotipo més dramético se vié durante la induccion del desarrollo sexual, en
el cual la carencia de NoxR impide la formacion de cleistotecios, de manera similar a lo
visto en una mutante AnoxA.

Dado que las mutantes AnoxA y AnoxR presentan los mismos fenotipos en la
diferenciacion asexual y sexual, esto indica que NoxR tiene un papel fundamental para

la actividad de NoxA y por tanto para el desarrollo de A. nidulans.

* Lainduccion de DARacA genera cambios morfoldgicos en el desarrollo asexual, la

germinacion y el crecimiento vegetativo de manera independiente de NoxA.

Dado que la eliminacion de componentes de mecanismos pro-oxidantes, como NoxA y
NoxR, disminuye la produccion de esporas y bloquea el desarrollo sexual, nos
preguntamos si un incremento en la produccion de ERO estimularia el desarrollo de A.
nidulans; conforme a la hipétesis propuesta por Hansberg y Aguirre en 1990.

Como estrategia experimental, se decidi6 sobre-expresar un alelo que genera una
proteina RacA constitutivamente activa (DARacA). La mutacion generada en este trabajo
cambia la glicina 18 por valina, con lo que RacA mantiene unido GTP y por tanto se
encuentra en su forma activa, siendo capaz de actuar sobre sus posibles efectores, entre
ellos la NADPH oxidasa NoxA.

La induccion de DARacA en A. nidulans tiene efectos durante el desarrollo asexual, ya
que disminuye notablemente el crecimiento radial de la colonia y la esporulacion, y
parece aumentar la produccién del anion superdxido. Un fenotipo similar se describio
recientemente en E. festucae donde la induccion de DARacA disminuye el crecimiento

radial en cultivo e incrementa la produccion de ERO (Tanaka et al., 2008).



Durante la germinacion la induccién de DARacA generé cambios en el patron de
crecimiento de polar a no polar. Se vi6 que las esporas que expresan la forma
constitutivamente activa de Rac no son capaces de establecer dominancia apical y
formar un tubo germinal, sin embargo el proceso de division nuclear parece no estar
afectado. Reportes previos indican que durante la germinacién el proceso de
polarizacion para la formacién del tubo germinal esta acoplado a la division nuclear, de
manera que debe ocurrir la primera mitosis en las conidias uninucleadas previo a la
formacién del tubo (Harris, 1999). La induccién de DARacA en conidias parece ser una
condicion en la que se desacoplan estos procesos.

Som y Kolaparthi (1994) mostraron que la sobre-expresion de una forma
constitutivamente activa de RasA durante la germinacion inhibe la formacién del tubo
germinal sin afectar la division nuclear, en un fenotipo similar al presentado por la
induccion de DARacA. Probablemente estas dos GTPasas actlan en la misma via de
sefializacion durante el desarrollo del hongo. En otros sistemas se sabe que Rac actua rio
abajo de Ras en multiples proceso de sefializacion (Van Aelst y D'Souza-Schorey, 1997); y
en 2004 Chen y Dickman, mediante ensayos de doble hibrido, mostraron que existe

interaccién directa entre Ras y Rac.

En este trabajo se determiné que durante el crecimiento vegetativo, la induccién de
DARacA también genera cambios en el patron de crecimiento de polar a no polar. En
condiciones de induccién de DARacA en micelio, las puntas de las hifas pierden polaridad
y se tornan hinchadas. Consistente con este hecho, existen reportes en los que la
expresion de formas dominante activa o negativa de Rac en otros hongos altera el
crecimiento polar (Chen y Dickman, 2004; Tanaka et al., 2008), sin embargo en estos

casos las hifas se tornan hinchadas en todo lo largo y no solo en las puntas.

Parece existir una correlacién entre la formacién del i6n superoxido y la actividad de
NoxA ya que la expresion de DARacA en un fondo mutante AnoxA parece disminuir la
produccién de anién superdxido. Sin embargo no sucede lo mismo con los cambios en el
crecimiento polar generados en las esporas y en el micelio por la expresién de DARacA,

ya que estos no dependen de la presencia de NoxA.

Por otro lado, la induccion de DARacA en micelio no parece desencadenar un estrés

oxidativo a juzgar por la ausencia de induccién de la Catalasa B o de la fosforilacion de



SakA. Sin embargo es posible que aunque se estén produciendo ERO, estas se encuentren
localizadas en otros compartimentos celulares o que las ERO se produzcan en niveles
bajos de manera que no desencadenan una reaccion antioxidante generalizada, como se

vié que noxA se expresa en niveles bajos durante el crecimiento vegetativo.

El crecimiento polar en los hongos filamentosos requiere del reclutamiento de la
magquinaria de desarrollo en sitios especificos de las esporas o de las hifas para la
formacion del tubo germinal o de ramas laterales, respectivamente (Harris y Momany,
2004), tal es el caso de Rac, que se requiere para la formacién de protrusiones de

actina.

Mientras que en E. festucae, los cambios en el crecimiento polar presentes en mutantes
gue expresan DARacA se atribuyen a una posible deslocalizacion de NoxA (Tanaka et al.,
2008); nuestro trabajo muestra en A. nidulans los cambios de crecimiento polar a
isotropico, tanto en las hifas como en las esporas, no estan relacionados con la actividad
de NoxA, y probablemente estos cambios se relacionan mas con la participacion de RacA
en la organizacién del citoesqueleto de actina.

En condiciones de induccion en micelio, DARac-mRFP parece acumularse en las puntas
de las hifas donde se produce el cambio de crecimiento polar a no-polar, lo que sugiere
que el balance entre las formas de Rac -GDP/-GTP es importante y que el cambio de
Rac-GDP a Rac-GTP debe inducirse solo en ciertas condiciones para mantener el patrén

de crecimiento polar.

e La desrepresion de DARacA durante el ciclo sexual induce formacién de

cleistotecios de mayor tamafio.

El mensajero de noxA se acumula durante el ciclo sexual, y NoxA es indispensable para
la formacion de cuerpos fructiferos (Lara-Ortiz et al., 2003). DARacA parece tener un
papel en la regulacion de NoxA durante el ciclo sexual, ya que su desrepresién durante
el ciclo sexual resulta en la formacién generalizada de cuerpos fructiferos més grandes
gue los producidos por una cepa silvestre, mientras que la desrepresion de DARacA en un

fondo mutante AnoxA no induce la formacion de cleistotecios.



Previamente se habia visto que la desrepresién del gen noxA conduce a un desarrollo
sexual prematuro y abundante (Lara-Ortiz et al., 2003), aunque no se determiné el
tamafio de los cleistotecios. La presencia de cleistotecios méas grandes por la expresion
de una forma constitutivamente activa de RacA puede relacionarse con la activacion de
NoxA. Los cuerpos fructiferos se forman a partir de primordios en las etapas iniciales del
ciclo sexual. El primordio se compone de dos tipos de tejido: el tejido ascdgeno que da
origen a las ascosporas, y el peridio constituido por una red de hifas estériles que rodean
al tejido ascogeno y que finalmente da origen a la pared del cleistotecio. Al inicio, el
primordio mide aproximadamente 6 um, en tanto que un cleistecio maduro mide de 120
a 170 um (Sohn y Yoon, 2002). Sin embargo en las condiciones experimentales probadas
se observé que a los 5 dias de induccion del ciclo sexual en una cepa silvestre el tamafo
de los cleistotecios maduros se encuentra en un rango de 40 a 140 um, en tanto que en
las mismas condiciones una cepa que expresa la proteina DARacA produce cleistotecios
en el rango de 60 a 200 um. A este respecto resulta importante distinguir si la
desrepresion de DARacA durante el ciclo sexual actta a nivel del desarrollo del tejido

ascogeno, del peridio o de ambos.

Nuestros resultados apoyan la teoria de que la generacion de ERO a través de la
activacion de las NADPH oxidasas, juegan un papel importante en procesos de desarrollo
y diferenciacion celular.

Con base en los resultados y en datos bibliograficos proponemos el siguiente modelo de
interaccién entre NoxA, NoxR y Rac en las diferentes etapas de desarrollo de A. nidulans
(Fig 28).



Figura 28. Posible regulacién de NoxA durante el desarrollo asexual y sexual de A. nidulans.
RacA de manera independiente a su papel como posible activador de NoxA, juega un papel
importante en el desarrollo asexual, la germinacion y el crecimiento. Durante el desarrollo sexual

NoxR y RacA actlan como activadores de NoxA.



CONCLUSIONES

Las mutantes AnoxA y AnoxR presentan fenotipos semejantes: ambas muestran
defectos en la esporulacion asexual, y estan impedidas en el desarrollo de sexual en
particular en la formacién de cuerpos fructiferos o cleistotecios, lo cual sugiere que
NoxR es esencial para regular la actividad de NoxA durante el desarrollo de A.
nidulans.

La desrepresion de un forma Dominante Activa de RacA (DARacA) disminuye el
crecimiento y la conidiacién y parece aumentar la produccién de O, —.

La induccién de DARacA en esporas inhibe el establecimiento del crecimiento polar
sin afectar la division nuclear.

En micelio la induccién de DARacA causa cambios en el patron de crecimiento de las
puntas de las hifas, de polar a isotrépico. La fluorescencia de DARacA-mRFP en las
puntas redondeadas de las hifas sugiere la acumulacién de DARacA en estas
estructuras y su relacion con el cambio en el patron de crecimiento.

La induccion de DARacA en micelio no induce la expression de la Catalasa B ni la
fosforilacion de la MAPK SakA como repuesta antioxidante, indicando que en estas
condiciones NoxA no se activa y por tanto no se alcanza un estado oxidativo.

Los efectos en la polaridad generados por la induccion de DARacA durante la
germinacién de esporas y el crecimiento vegetativo crecimiento son independientes
de la funcién de NoxA, dado que las mutantes dobles AnoxA alcA(p)::racA®®’
presentan los mismos fenotipos que la mutante sencilla alcA(p)::racA®*®" .

La induccion de DARacA durante el desarrollo sexual parece producir cleistotecios

de mayor tamafio de manera generalizada, para lo cual se requiere de NoxA.



PERSPECTIVAS

Determinar la localizacién celular del complejo Nox in vivo mediante fusiones de
NoxA y NoxR con proteinas fluorescentes, y determinar la localizacién de DARacA

durante el ciclo sexual.

Analizar los efectos de la sobreexpresion de DARacA en condiciones de
derepresidon de NoxA, por ejemplo en un fondo mutante AsakA, en el que se sabe
gue noxA se expresa en etapas tempranas durante la diferenciacién sexual lo que

conduce a un desarrollo abundante y prematuro de los cleistotecios.

Determinar si alteraciones en el balance redox intracelular de ERO, a través de la
modificaciéon o eliminacion de mecanismos antioxidantes, como catalasas o
superoxido dismutasas, causa efectos similares en el desarrollo sexual parecidos

a los que produce la desrepresion de DARacA.

Mediante el andlisis de microarreglos, identificar genes que aumenten o
disminuyan su expresién durante el ciclo sexual en respuesta a la induccion de
DARacA u otras condiciones que afecten el ciclo sexual, como la carencia de
NoxA o NoxR. Si es posible, identificar posibles blancos de las ERO producidas por
NoxA durante el ciclo sexual, como factores transcripcionales que se regulen por

redox.

Establecer las interacciones proteina-proteina entre NoxA, NoxR y RacA, y
determinar si la carencia de cualquiera de estas proteinas afecta la localizacion

celular de los otros componentes.

Determinar si en condiciones de desrepresién de DARacA durante el ciclo sexual
hay un aumento en la produccién de idén superdxido, mediante el uso de
indicadores como NBT o H,DCFDA.
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