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RESUMEN

Las ERO (especies reactivas del oxigeno) son derivados del oxigeno molecular (02)
mas reactivas que éste en su estado basal. En los seres vivos, las ERO se producen
como resultado de procesos metabodlicos (respiracién) y estimulos ambientales
(radiacién UV), conformando un sistema pro-oxidante. Para mantener un balance
redox (6xido-reduccién), los organismos generan respuestas antioxidantes tanto
enzimaticas (catalasas, superoxido dismutasa, tiorredoxinas, entre otros), asi como no
enzimaticas (tocoferoles, carotenos, vitamina A y ubiquinoles por ejemplo). Las ERO
pueden producir dafio en el ADN, proteinas, lipidos y otros componentes celulares. Sin
embargo, se ha propuesto que en los hongos y otros organismos eucariontes la
diferenciacién celular ocurre como una respuesta a un estado hiperoxidante y se
piensa que ciertas ERO funcionan como segundos mensajeros. Las enzimas NADPH
oxidasas (NOX), producen el anién superdxido (O2-) a partir de la oxidacion del
NADPH. Las NOX participan en distintas funciones celulares, tales como la inmunidad,
la transduccion de sefiales, el transporte de iones, la proliferacion y la diferenciacion
celular, en animales, plantas y hongos. En hongos se ha demostrado que las NOX
juegan un papel importante durante el desarrollo. En el hongo Neurospora crassa hay
dos NADPH oxidasas, NOX-1 y NOX2. Las mutantes carentes de NOX-1 tienen un
desarrollo asexual disminuido, una reduccion del crecimiento de las hifas y son
estériles. Las mutantes sin NOX-2 producen ascosporas incapaces de germinar.
Aspergillus nidulans, posee una sola NOX, NoxA, y las mutantes deficientes en NoxA
son incapaces de generar cuerpos fructiferos sexuales (cleistotecios). Recientemente

se ha descrito una nueva proteina NOX en Saccharomyces cerevisiae (YNO1), la cual

viii



era considerada una reductasa férrica. El gen AN_8683 de A. nidulans codifica para una
proteina que muestra cierta similitud con YNO1 y cuya funcién se desconoce. En el
presente trabajo llevamos a cabo comparaciones de secuencia entre las proteinas
YNO1, AN_8683 y proteinas homdlogas de otros hongos. Nuestro andlisis sugiri6 que
AN_8683 podria pertenecer a la nueva familia de NOX definida por YNO1, por lo cual
decidimos generar cepas mutantes carentes del gen AN_8683 y caracterizarlas con
respecto a su crecimiento y diferenciaciéon celular. En contraste con las mutantes
AnoxA, las mutantes AAN_8683 son capaces de diferenciar cleistotecios normales. Sin
embargo, al igual que éstas, muestran una conidiacién menor que una cepa silvestre.
Una mutante doble AnoxAAAN_8683 presenta una conidiacién ain menor que la de las
mutantes sencillas, indicando que ambas proteinas contribuyen de manera
independiente a la conidiacion. Dado que la conidiacién reducida de las mutantes
sencillas y dobles no se ve exacerbada en un medio carente de fierro, proponemos que
ni NoxA ni AN_8683 participan en la asimilacion de este metal. Nuestros resultados
apoyan la hipoétesis de que AN_8683 corresponde a una NOX y no a una reductasa de

fierro y justifican una mayor investigacion sobre las funciones de esta proteina

ix



INTRODUCCION

1.- Las especies Reactivas del Oxigeno

1.-Aspectos generales

Todos los organismos aerobios utilizan el oxigeno molecular (Oz) como aceptor final
de electrones en la fosforilaciéon oxidativa para producir energia en forma de ATP; sin
embargo, al mismo tiempo deben enfrentar los efectos toxicos que esto genera, como
es la produccién de distintas especies reactivas del oxigeno (ERO). Las ERO, son
derivados del Oz que son mas reactivos que éste en su estado basal de triplete

(Hansberg, 2002).

Las ERO se pueden generar tanto por la excitacion del Oz, formando oxigeno atomico
(0), oxigeno en singulete (102) y ozono (03), asi como por su reduccién parcial en agua
(H20) que produce el radical superoxido (02-), perdxido de hidréogeno (H202) y el
radical hidroxilo (HO-) (Fig. 1) (B. Halliwell & Gutteridge, 1986). En seres vivos las
ERO se producen como resultado de procesos metabdlicos (respiracion) y estimulos
ambientales (radiacién UV), conformando un sistema pro-oxidante. Para mantener un
balance redox (6xido-reduccion), los organismos generan respuestas antioxidantes
tanto enzimaticas (catalasas, superdéxido dismutasa, tiorredoxinas, entre otros), como
no enzimaticas (tocoferoles, carotenos, vitamina A y ubiquinoles por ejemplo) (Sies,

1985, 1986, 1991).

Cuando las ERO sobrepasan el sistema celular de defensa antioxidante, debido a un
alto nivel de ERO o a una baja capacidad del mecanismo antioxidante se produce el
estrés oxidativo (Sies, 1985). El estrés oxidativo produce dafios directos o indirectos
mediados por las ERO en acidos nucleicos, proteinas, y lipidos (B. G. Halliwell, ].M.C,,

1999) vy ha sido implicado en carcninogénesis (Trachootham, Alexandre, & Huang,

1



2009), neurodegeneracion (Kozubowski, Larson, & Tatchell, 2005; Read, Goryachev, &
Lichius, 2012), arterosclerosis, diabetes (Paravicini & Touyz, 2006) y envejecimiento

(Haigis & Yankner, 2010).

1.1- Mecanismos antioxidantes

Los organismos aerobios han desarrollado sistemas de defensa antioxidante. Halliwell
& Gutteridge (1989) definen a los antioxidantes como “cualquier sustancia que
cuando esta presente en bajas concentraciones en comparacién con un sustrato
oxidable, significantemente retarda o inhibe la oxidacién de ese sustrato”. Esta
definicion incluye compuestos tanto enzimdaticos como no enzimaticos. Asi, la

diversidad de antioxidantes se empareja con la de pro-oxidantes (Sies, 1991).

Los compuestos antioxidantes no enzimaticos actian interceptando los oxidantes y
desactivandolos al reaccionar directamente con éstos. Pueden ser sintetizados por los
organismos o adquiridos mediante su dieta, por ejemplo la vitamina A, la vitamina C,
la vitamina E, el acido urico, los fenoles, los tocoferoles, los carotenos, y los
ubiquinoles (Sies, 1997). Entre las enzimas que previenen el dafio causado por las
ERO se encuentran la superoxido dismutasa (SOD), las catalasas (CAT) y las
peroxidasas (PX), como la glutation peroxidasa (GPx) y las peroxirredoxinas (Prx)
(Davies, 2000). Estos mecanismos antioxidantes no actian de forma aislada, sino al
parecer lo hacen de manera cooperativa y tienden a presentarse en forma de

reacciones secuenciales (Fig. 1) (Kamata & Hirata, 1999).

1.2-Mecanismos pro-oxidantes

El sistema pro-oxidante estd conformado por procesos metabodlicos y estimulos
ambientales. Algunos de los estimulos ambientales que producen ERO son los

distintos tipos de radiacién, como los rayos X, que generan HO-, asi como la luz



ultravioleta (UV) que produce estados electrénicos excitados con la formacién
subsecuente de diversos radicales, aunque también el ultrasonido y las microondas

podrian generarlas (Sies, 1997).

Dentro de los procesos metabdlicos que producen ERO, la principal fuente de éstas es
la respiracion. En la mitocondria se produce Oz en los complejos I (NADH
deshidrogenasa) y III (ubiquinona-citocromo c reductasa) de la cadena respiratoria,
cuando hay fugas de electrones que no reducen el Oz hasta H2O (B. Halliwell &
Gutteridge, 1986). Sin embargo, también se genera Oz~ por la acciéon de algunas
enzimas, entre las cuales se encuentran la xantina oxidasa, la NADPH oxidasa (NOX) y

el citocromo Passo (B. Halliwell, 1989).

1.3-El papel de las ERO en la diferenciacion celular

Ademas de las alteraciones y enfermedades con las que se ha relacionado a las ERO,
también se les ha asignado un papel importante durante la diferenciacién celular. En
1990, Hansberg y Aguirre propusieron que la diferenciacién celular en los
microorganismos es una respuesta a un estado hiperoxidante. Durante la
diferenciacién ocurre un incremento transitorio en los niveles de ERO mas alla de la
capacidad celular para neutralizarlas. El estrés oxidativo se ha asociado con la
detencion del crecimiento y a una disminucién del metabolismo primario, asi como al
aumento de componentes del mecanismo antioxidante. Esto permite la adaptacién de
la célula a los cambios y la disminucion de los oxidantes intracelulares. En el hongo
filamentoso Neurospora crassa, al inicio de cada etapa morfogénica hay una
sobreproduccion de ERO por arriba de la capacidad celular para contender con ellas,
lo que genera un estado hiperoxidante. Esto sugiere que la diferenciacion celular se da
como respuesta a una producciéon transitoria de ERO en etapas discretas del

desarrollo (revisado en Aguirre et al.,, 2005).



Los efectos positivos de la carencia de enzimas antioxidantes en la diferenciacion
asexual de los hongos, y el reciente descubrimiento del papel esencial de las enzimas
NOX en la diferenciacién sexual, es consistente con el papel fundamental de las ERO en
la diferenciacion celular (Cano-Dominguez, Alvarez-Delfin, Hansberg, & Aguirre, 2008;

Finkel, 2003; Lara-Ortiz et al., 2003).

A Mecanismos de produccién de ERO B Desechode O,~ y H,O,

O UV, UV, blue
k- € A > 10

(ozono) O; = > \ 2 (¢ 20,7+2H" —— 80D —> H,0,+ 0,
-
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Fig 1. Mecanismos de producciéon de ERO y de eliminacién del superdxido y peroéxido de
hidrégeno. A) Las ERO se pueden producir por excitacién (0, 103, 102) o por reduccién (02, H202, HO)
del 0. Las especies en rojo son mas reactivas. El O, se genera por el fotosistema II (PSII) en las plantas
y es reducido por la citocromo oxidasa de la cadena respiratoria (COX). El superéxido sélo reacciona
consigo mismo, con 6xido nitrico y con otros radicales. El peréxido de hidrégeno reacciona con las
cisteinas y los centros hierro-azufre de ciertas proteinas. No obstante, tanto el superéxido como el
perdxido de hidrégeno pueden formar espontaneamente oxigeno en singulete y radical hidroxilo, que
son mucho mas reactivos. Se muestran las principales reacciones del oxigeno en singulete y el peréxido
de hidrégeno. B) El superdxido es dismutado por la superédxido dismutasa (SOD). El perédxido de
hidrégeno es descompuesto por las catalasas (CAT), las peroxidasas, como la glutatién peroxidasa
(GPx) y por las peroxirredoxinas (Prx). El grupo tiol de una cisteina sensible en Prx se oxida en Cys-
acido sulfénico (Prxox) y es reducido por una tiorredoxina reducida (Trxreq). La Cys-acido sulfénico en
Prxox puede ser oxidada por perdxido de hidrégeno a Cys-acido sulfinico; el cual es reducido
nuevamente a Cys-acido sulfenico por la sulfirredoxina reducida (Srxred) y ATP (Coates, Jahn, &
Weetman, 1982) (Figura modificada de Aguirre et al., 2005)



2.-Las NADPH oxidasas (NOX)

Las NADPH oxidasas (NOX), son enzimas que catalizan la produccion de superoxido a
partir del Oz y el NADPH (Ago, Nunoi, Ito, & Sumimoto, 1999). La NOX mas estudiada
ha sido la NOX2, presente en las células fagociticas del sistema inmune. Las células
fagociticas estan compuestas por neutrofilos, eosinofilos, monocitos y macréfagos
(Batot, Martel, Capdeville, Wientjes, & Morel, 1995; Segal, Garcia, Goldstone, Cross, &
Jones, 1981) que se activan cuando hay una infeccién. Este arsenal moévil busca y
destruye a los microorganismos invasores al atraparlos en vacuolas fagociticas y
someterlos a diversos compuestos toxicos y enzimas degradativas (Rossi & Zatti,
1964). La fagocitosis, asi como una gran variedad de estimulos artificiales, inducen la
“explosion respiratoria” (Baldridge & Gerard, 1933). Este proceso estd mediado por la
NOX2 que es la responsable de producir superoéxido (Oz-). El superéxido es una de las
armas del sistema fagocitico ya que actiia como precursor de la sintesis de muchos
compuestos bactericidas, asi como elevando el pH interno de la vacuola mediante la
“absorcion” de protones. Esto crea un ambiente favorable para la actividad de enzimas
proteoliticas que son liberadas dentro de la vacuola a través de granulos
citoplasmicos (Fig. 2) (B. Halliwell & Gutteridge, 1984). La deficiencia de actividad de
NOX2 provoca una condicion genética hereditaria, llamada enfermedad
granulomatosa croénica (CGD). En ésta el paciente desprovisto de la ayuda de los
fagocitos, cae victima de infecciones bacterianas y flingicas frecuentes (Shatwell &

Segal, 1996).

La sintesis de 02" requiere el transporte de electrones del NADPH en el citoplasma, a
través de la pared luminal al O». Esto se lleva a cabo por el complejo NOX, que es una
cadena de transporte de electrones que reside en estado inactivo en la membrana
plasmatica, y que tras la invaginacion de la membrana para formar la vesicula

fagocitica se activa y bombea electrones hacia el lumen (Shatwell & Segal, 1996).



& Bacteria

‘° Membrana
Neutrofilo Plasmalics. s
TLL
m\\““““m
\\\‘\\@1\3‘“ Membrana del
Citosol lagosoma

Granulo fusionado
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Fig 2. Generaciéon de ERO en el fagosoma de neutrofilos al ingerir una bacteria. La NADPH oxidasa
(NOX2) se activa en la membrana del fagosoma, y los electrones se transportan del NADPH a través de la
membrana hacia el O, para generar 02, que es dismutado a H;0». La desgranulacion libera (junto con
otras proteinas) mieloperoxidasa (MPO), que genera acido hipocloroso (HOCI). La carga acidifica el
citoplasma y alcaliniza al fagosoma (Figura modificada de Roos & Winterbourn, 2002).

Este sistema de transporte de electrones que genera superdxido (0z°) esta
conformado por el flavocitocromo b membranal, tres elementos citoplasmaticos
(p67rhox, p47phoxy p4(Qprhox) vy yna proteina G de bajo peso molecular (racl 6 rac2)

(Vignais, 2002).

El elemento estructural principal es el flavocitocromo unido a membrana, conocido
como bssg6 b-z45, €l cual esta incorporado en la membrana de la vacuola fagocitica. El
flavocitocromo es un heterodimero a,f3; (Wallach & Segal, 1996). La subunidad f es la
mas grande y es conocida como gp91rhox, (gp por glicoproteina; 91 por su peso

molecular estimado y phox por “phagocyte oxidase”). En la nueva terminologia,



gp91rhox es Jlamado NOX2. La subunidad o es mas pequefia y es conocida como

p22phox (Wallach & Segal, 1997).

NOX2 es una proteina altamente glicosilada (Harper, Chaplin, & Segal, 1985),
conformada por 570 aminoacidos con una masa molecular de 65 kDa (Royer-Pokora
et al, 1986). Debido a que no ha sido cristalizada se han realizado analisis de
hidropatia que indican un extremo amino (N-) y carboxilo (C-) terminal citosélicos asi
como seis hélices o transmembranales. La glicosilacion se da en residuos de
Asparagina (N131, N148 y N239) ubicados en las hélices o II y III (Wallach & Segal, 1997).
Esta cadena de carbohidratos estd conformada de N-acetilglucosamina y galactosa
principalmente, aunque también contiene fructosa, manosa y glucosa (Harper et al,,
1985). En el extremo C- hay dominios de unién a NADPH y FAD (Segal et al., 1992). En
las hélices transmembranales también existen cuatro residuos de histidina que estan
absolutamente conservados en todas las NOX conocidas (Kawahara & Lambeth,
2007), ubicados en las hélices a IIl y V y que proveen los ligandos citosodlico (H101 y
H209) y no citosélico (H!!> y HZ222) para dos grupos hemo no idénticos del tipo b
(Andrew R. Cross, Rae, & Curnutte, 1995; Finegold, Shatwell, Segal, Klausner, &
Dancis, 1996). Esta subunidad es el principal componente estructural del
flavocitocromo bsss, ya que contiene todos los elementos de la cadena de transporte

de electrones desde el NADPH hacia el O; (Fig. 3) (Segal et al., 1992).

La subunidad pequefia del flavocitocromo bsss, llamada p22phox o subunidad a. Posee
195 aminoacidos y tiene dos hélices a transmembranales conectadas por un pequefio
bucle extracelular. Sus extremos N- y C- terminal son citosélicos (Zhu et al., 2006) y
posee una region rica en prolina (PRR), involucrada en la unién con p47rhox (DeLeo et

al,, 1995).

NOX2 se asocia constitutivamente con p22rhox (NOX2 /p22prhox), ya que en ausencia de

ésta, NOX2 es inestable. La activacién de NOX2 requiere el transporte de la subunidad
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Fig 3. Estructura de gp91rhex/Nox2. En el extremo amino-terminal la subunidad gp91rhex tiene seis
dominios transmembranales (representados por cilindros). Los dominios transmembranales Il y V
contienen un par de histidinas cada uno, que coordinan a dos grupos hemo del tipo b no simétricos. En
el extremo carboxilo-terminal existen dominios de unién a FAD y NADPH. Se ha propuesto que las NOX
son transportadoras de electrones individuales, pasdndolos del NADPH al FAD, al primer hemo, al
segundo hemo y finalmente al O,. Los circulos agrandados representan aminoacidos conservados en
las NOX1, NOX2, NOX3 y NOX4 humanas (Figura modificada de Bedard & Krause, 2007).

citosdlica oxidasa (p40prhox, p47prhox y p67phox) hacia el complejo NOX2 /p22phox (Fig. 4 )

(Dinauer, Pierce, Bruns, Curnutte, & Orkin, 1990). Cuando las células se activan, la
proteina citosélica p47rhex se fosforila. p47prhox actia como adaptador-regulador entre
los componentes citoplasmaticos y los de membrana, por esto ha sido llamada la
“subunidad organizadora” (Vignais, 2002). p47phox posee dominios de homologia Src
3 (SH3) en tandem (bis-SH3), que en el estado inactivo se unen a una regién auto
inhibitoria (AIR), previniendo que el dominio bis-SH3 se una a la region PRR de
p22prhox (Ago et al., 1999; Rotrosen & Leto, 1990). Cuando el sistema se activa por
ejemplo, en respuesta a ésteres de forbol, los residuos de serina del dominio AIR son
fosforilados por PKC, liberando el dominio bis-SH3, lo cual que permite la uniéon de

p47rhoxg p22prhox (Groemping, Lapouge, Smerdon, & Rittinger, 2003). p47rhoxtambién
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posee un dominio PX, que le permite unirse a las cabezas de fosfatidinositol presentes
en la membrana (Ago et al., 2001). Cuando p47prhox se localiza en la membrana y se une
a p22rhox recluta a la subunidad pequefia p40prhox, p4Qrhox se une mediante su dominio
Phox/Bem 1 (PB1) al dominio PB1 de p67rhoxy facilita el ensamblaje del complejo
p67prhox-p47phox (Wilson, Gill, Perisic, Quinn, & Williams, 2003). p67prhox y p47phox ge
unen por sus extremos carboxilo terminal en el dominio PRR que se encuentra en
p47rhox y el dominio SH3 que se encuentra en el carboxilo terminal de p67rhox (Kami,
Takeya, Sumimoto, & Kohda, 2002). Una vez en la membrana, p67rhex la “subunidad

activadora” y NOX2 interactiian (Han, Freeman, Lee, Motalebi, & Lambeth, 1998).

El ultimo componente del sistema es una GTPasa de bajo peso molecular que puede
ser Racl 6 Rac2. En el citoplasma Rac se encuentra unida a GDP (Rac-GDP) y al
complejo inhibidor de la disociaciéon de GDP para Rho (RhoGDI) (Schalk et al., 1996).
Cuando los neutréfilos se activan, Rac-GDP se separa del complejo RhoGDI, debido a
una fosforilaciéon de GDI, lo que permite que se exponga a factores intercambiadores
de nucleotidos de guanina (GEFs), que catalizan la formacion de Rac-GTP (Knaus,
Heyworth, Evans, Curnutte, & Bokoch, 1991). Rac-GTP interactiia con NOX2 mediante
un mecanismo de dos pasos que involucra una interaccién directa con NOX2 (Diebold
& Bokoch, 2001), seguida de una interaccion con p67rhox, Rac-GTP se transloca en la
membrana donde interactiia con los motivos repetidos conocidos como regiones
tetratricopéptidas (TPR) que se encuentran en la regiéon amino terminal de p67rhox
(Koga et al., 1999). p67rhox posee un dominio de activacién (AD), que es regulado
conformacionalmente por la unién de Rac (Sarfstein et al, 2004), activando la
transferencia de electronesdel NADPH al FAD. La transferencia subsecuente de
electrones a través de los 2 grupos hemo permite la reduccién del Oz para formar Oz~

(Fig. 4)(Nisimoto, Motalebi, Han, & Lambeth, 1999)

En el primer paso, los electrones son transferidos del NADPH al FAD, proceso
regulado por la activacion de p67phox. En el segundo paso, un electron es transferido

del flavin reducido FADH; al hierro del hemo citosdlico. El hierro del hemo sélo
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Fig 4. Modelo de la activacion de NOX en células fagociticas. A) Subunidades reguladoras de NOX2.
Se muestran los dominios que son requeridos para la activaciéon de NOX2 y con flechas se indican los
dominios o componentes que interactian entre si. Abreviaturas: AD, dominio de activacion; TPR,
regiones tetratricopéptidas; SH3 dominio de homologia Scr; bis-SH3 se refiere a los dominios SH3 en
tdndem que actdan como un solo dominio; PX, dominio phox; PB1, dominio descrito originalmente en
p47rhoxy Bem1p; AIR region autoinhibitoria. B) Ensamblaje del complejo NOX. La NADPH Oxidasa de
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fagocitos fue la primera NOX identificada y ha sido la mas estudiada. Se expresa altamente en
granulocitos y monocitos/macro6fagos y contribuye a la eliminaciéon de patoégenos. En estado basal,
NOX2 (proteina azul con los seis dominios transmembranales) y p22rhex (proteina amarilla/roja con
dos dominios transmembranales) se encuentran en la membrana, coestabilizandose mutuamente. Las
subunidades p40rhox, p47prhox y pE7rhox se encuentran formando un complejo citosdlico. Rac se
encuentra en su estado inactivo (Rac-GDP asociado a RhoGDI). Cuando RhoGDI se fosforila, se disocia
de Racy se cataliza la formacidn del complejo Rac-GTP. Racl 6 Rac2 se mueven a la membrana, donde
interactia con Nox2. Cuando p4(0rhox, p47rhox y/o p67prhox se fosforilan, estas subunidades son
reclutadas al complejo Nox. Cuando el complejo estd completo, inicia la produccién de Oz~ una vez que
el NADPH se une al dominio citoplasmico de NOX2. Los electrones se transfieren al FAD, que también
se une en el dominio citoplasmatico. El FAD transfiere secuencialmente los electrones al complejo
NOX, donde pasan a través de los dos grupos hemo transmembranales, siendo finalmente transferidos
al Oz luminal (Modificado de Lambeth, J. D. et al. 2007; Oakley, et al., 2009)

puede aceptar un electrén, por lo que el hemo citosdlico debe donar su electrén al
hemo no citosélico antes de que el segundo electrén pueda ser aceptado por el flavin
parcialmente reducido (FADH). ElI O se une al hemo no citosolico produciendo O~
(Doussiere, Gaillard, & Vignais, 1996).

Una vez que el 02" ha sido generado, la enzima SOD lo convierte en H202. Se ha
sugerido que el H202 proveniente de O~ es un producto de la actividad de NOX (Geiszt
& Leto, 2004). El H202 también puede ser empleado por la mieloperoxidasa (MPO),
que produce potentes bactericidas, con la consiguiente inactivaciéon de diversos
patégenos (Klebanoff, 2005). EI Oz-y el H202 también pueden ser transformados
mediante vias no enzimaticas, produciendo radicales libres altamente reactivos. El
hierro puede interactuar con el H202 y producir radical hidroxilo mediante la reacciéon
de Fenton (El-Benna, Dang, Gougerot-Pocidalo, & Elbim, 2005). El H20: puede
reaccionar con el Oz produciendo radical hidroxilo y oxigeno en singulete
(MacManus-Spencer & McNeill, 2005), o con acido hipocloroso produciendo oxigeno

en singulete y cloraminas (El-Benna et al., 2005).

Sin embargo las NOX no sélo realizan funciones inmunolégicas, también han sido
relacionadas con la transduccion de sefiales, el transporte de iones, la proliferacion y
la diferenciacién celular, en animales, plantas y hongos (Aguirre & Lambeth, 2010;

Finkel, 2003; Foreman et al., 2003; Kwak et al., 2003; Lambeth, 2004).
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2.1- NOX en células no fagociticas

Ademas de las células inmunes, gran variedad de células producen pequefias
cantidades de ERO, como los fibroblastos, los adipocitos, diversos epitelios, los
osteoclastos y el musculo liso (A. R. Cross & Jones, 1991). Inicialmente se asumia que
estas ERO provenian de la respiracion. Sin embargo, al agregar inhibidores de la
explosion respiratoria desaparecia esta produccidon de ERO (Jones et al., 1996), por lo
que se inicio la busqueda de homdlogos de NOX2 en células no fagociticas

(Emmendorffer et al., 1993).

El primer homdlogo de NOX2 detectado fue NOX1. NOX1 esta conformada por 564
aminoacidos y comparte una identidad de 56% con NOX2. NOX1 se expresa
abundantemente en células no fagociticas como las del musculo liso, epitelio del colon,
endotelio, dtero, préstata (Suh et al, 1999), placenta (Cui, Brockman, Campos, &
Myatt, 2006), osteoclasto (N. K. Lee et al., 2005) y en las de la médula espinal (M. T.
Fischer et al., 2012). Nox1 genera bajas cantidades de O2-(Suh et al, 1999) y H20;
(Emmendorffer et al., 1993). Al igual que Nox2, requiere de otras proteinas para
activarse: NOXO1 (proteina organizadora de Nox 1) que es homodloga de p47prhox
NOXA1 (proteina activadora de Nox 1) homodloga de p67rhox (Takeya et al., 2003) y la
GTPasa Racl (Fig. 5)(Ueyama, Geiszt, & Leto, 2006). A diferencia de p47rhox, NOXO1
carece del dominio AIR, por lo que NOXO1 se colocaliza con el complejo
Nox1/p22phox cerca de la membrana (Cheng & Lambeth, 2004). NOXO1 posee los
dominios bis-SH3 y PRR. El dominio bis-SH3 de NOXO1 se une al extremo PRR
(Yamamoto, Kami, Takeya, & Sumimoto, 2007). Cuando esta interaccién es
interrumpida, el dominio PRR de NOXO1 se une al de p22rhox, NOXA1 no posee los
aminoacidos necesarios en su dominio PB1 para poder unirse a p40rhox, por lo tanto
no pueden interactuar. Esto hace que la actividad de Nox1 sea independiente de

p40prhox (Takeya et al., 2003).

NOX3 se detecté en 2000 por Kikuchi et al. Consiste de 568 aminoacidos y muestra
una identidad del 58% con NOX2 (Kikuchi, Hikage, Miyashita, & Fukumoto, 2000).
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NOX3 se encuentra en varios tejidos fetales, como el rifién, higado, pulmoén y el bazo
(Banfi et al.,, 2004). La actividad de Nox3 también esta regulada por p22prhox, NOXO1 y
Racl (Ueyama et al., 2006) y en animales no se requiere de NOXA1 (Fig. 5) (Cheng,
Ritsick, & Lambeth, 2004). NOX3 juega un papel crucial en el desarrollo del oido
interno de los ratones, ya que se requiere para la formacién de las otoconias, que son
pequeiias estructuras mineralizadas necesarias para la percepciéon del balance y la

gravedad (Paffenholz et al., 2004)

NOX4 tiene 578 aminoacidos y comparte un 39% de identidad con NOX2. NOX4 fue
identificada inicialmente en rifién, tanto en el adulto como fetal, por lo que recibié el
nombre de “renox” (Geiszt, Kopp, Varnai, & Leto, 2000). Sin embargo también ha sido
detectada en células endoteliales vasculares (Ago et al., 2004), células de musculo liso
(Ellmark, Dusting, Fui, Guzzo-Pernell, & Drummond, 2005), osteoclastos (S. Yang,
Zhang, Ries, & Key, 2004), células troncales hematopoyéticas (Piccoli et al., 2005),
fibroblastos (Dhaunsi, Paintlia, Kaur, & Turner, 2004), queratinocitos (Chamulitrat et
al, 2004), melanocitos (Brar et al, 2002), neuronas (Vallet et al, 2005),
placenta,ovario, corazén y pancreas (Kawahara, Quinn, & Lambeth, 2007). A
diferencia de las demas NOX, NOX4 esta constitutivamente activa y so6lo depende de
p22prhox, qunque se ha propuesto que Racl podria requerirse durante su activacion
(Fig. 5) (Clempus et al., 2007). Ademas NOX4 podia producir H202 en lugar de O2-,
debido a que se ha detectado H202 experimentalmente, sin embargo la deteccién de
H202 podria deberse a la dismutacion rapida del Oz~ por los organelos adyacentes
(Chen, Kirber, Xiao, Yang, & Keaney, 2008; Martyn, Frederick, von Loehneysen,
Dinauer, & Knaus, 2006).

NOX5 fue detectada en 2001 por dos grupos distintos a partir de cADN (ADN
complementario) (Banfi et al, 2001; Cheng et al., 2001). NOX5 es la NOX menos
parecida a NOX2, con s6lo 27% de identidad. Esta conformada por 737 aminoacidos y
se encuentra en estomago (Salles et al., 2005), tejidos linfoides humanos, testiculos,
bazo (Banfi et al., 2001), musculo liso, médula 6sea, placenta, ovario, utero y varios

tejidos fetales (Cheng et al, 2001). Se ha probado que NOX5 participa en la
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proliferacién celular endotelial, la migracién y la angiogénesis, asi como durante el
dafio oxidativo en arterosclerosis (Schulz & Munzel, 2008). A diferencia de las demas
NOX, la actividad de NOX5 esta regulada por la cantidad de calcio (Ca2+) intracelular y
no requiere las subunidades citosélicas ni a p22rhox, ya que cuenta en su sitio N-
terminal con un dominio tipo calmodulina que esta conformado por cuatro motivos
EF-hand que se unen a Ca?* (Fig. 5) (Banfi et al., 2001). Altos niveles de Ca2+ pueden
producir un exceso de ERO (BelAiba et al,, 2007). A diferencia de nox1-4 y duox1/2, el

gen de nox5 no se encuentra en roedores (Si et al., 2007).

Las DUOX se llamaron inicialmente “oxidasas tiorideas” debido a que se identificaron
en la tiroides (De Deken et al., 2000; Dupuy et al, 1999). DUOX1 y -2, también
conocidos como NOX6 y NOX7, estan relacionados con la produccién de la hormona
tiroidea, que requiere H;02 para su sintesis. Las mutaciones en DUOX estan
relacionadas con el hipotiroidismo congénito (Maruo et al, 2008). Sin embargo
DUOX1 también se ha detectado en pulmén (Forteza, Salathe, Miot, Forteza, & Conner,
2005) y en prostata (D. T. Wang et al., 2005) mientras que DUOX2 se ha encontrado en
glandulas salivales (Geiszt, Witta, Baffi, Lekstrom, & Leto, 2003), el tracto
gastrointestinal, incluyendo duodeno, colon y ciego (El Hassani et al.,, 2005) y en
pulmoén (Forteza et al, 2005). Al igual que la NOX5, las DUOX estan reguladas
directamente por Ca2*. Las DUOX (DUOX1 y DUOX2) tienen siete dominios
transmembranales. La caracteristica de esta subfamilia es que hacia el extremo N-
terminal poseen un dominio de peroxidasa y dos motivos EF-hands. El extremo C-
terminal es citosoélico, mientras que el extremo N-terminal es extracelular (Fig. 5). Las
DUOX comparten ~50% de identidad con NOX2 (De Deken et al., 2000). El dominio de
peroxidasa de las DUOX carece de aminodcidos esenciales para la funcién de
peroxidasa por lo que su funcién como peroxidasa es cuestionada (Daiyasu & Toh,
2000). Al igual que las demas NOX, las DUOX producen O-2. Sin embargo rapidamente
es dismutado en H20; (Ameziane-El-Hassani et al., 2005; Nakamura, Ohtaki, Makino,

Tanaka, & Ishimura, 1989)
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Actualmente la familia NOX/DUOX consiste de siete miembros: NOX1-NOX5 y DUOX1
y DUOX2 (Suh et al., 1999). Todos los miembros de la familia Nox/Duox contienen el
dominio de las seis hélices o transmembranales con unién a dos grupos hemo tipo b, y
un dominio de unién a FAD y NADPH que constituyen el “Dominio Nox”. Nox5 y
Duox1/2 son reguladas por calcio mediante sus motivos EF-hand. Las demas NOX,
Nox1-4, requieren p22rhox para su actividad y Nox1-3 requieren ademas, de

subunidades Phox adicionales (Fig.5) (Kawahara et al., 2007).

Evolutivamente las NOX se pueden clasificar en 3 subgrupos: el grupo de NOX2, el
grupo de las DUOX y el grupo de NOX5. En el grupo de NOX2 se encuentran las Nox
mas parecidas a NOX2, que son Nox1, Nox2, Nox3 y Nox4. El segundo grupo esta
compuesto de las DUOX, estas enzimas tienen 3 veces el tamafio de la NOX2 (180kDa)
y tienen dos dominios extras, un dominio con homologia al de peroxidasa en el N-
terminal y dos motivos EF-hand centrales, involucrados en la unién a calcio. La NOX5
forma el dltimo subgrupo, siendo la NOX de mamifero menos parecida a NOX2

(Lambeth, 2002).

2.2-NOX en las plantas

A mediados de los 90 se identificaron homologos de NOX2 en plantas terrestres, y
fueron llamados homologos de la oxidasa de la explosidn respiratoria (RBOH)
(Overmyer, Brosche, & Kangasjarvi, 2003). El primer homélogo se identificé en arroz
(Groom et al., 1996) desde entonces se han identificado en diversas plantas, como en
tabaco (Yoshioka et al,, 2003), el jitomate (Bagnaresi, Basso, & Pupillo, 1997; Sagi et
al., 2004) y la papa (Yoshioka et al., 2001). Cualquier especie de planta tiene varios
genes rboh; por ejemplo en Arabidopsis thaliana se han reportado 10 (Keller et al,,
1998), lo que sugiere multiples funciones y ubicaciones de éstos en la planta (Aguirre

& Lambeth, 2010).
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Las RBOHs comparten las regiones de unién a FAD y NADPH y los seis dominios
transmembranales caracteristicos de las NOX (Segal et al., 1992). Ademas, todas las
NOX de plantas tienen dos EF-hands hacia la regiéon N-, por lo que son homologas de

NOX5 (Fig.5). Al igual que NOXS5, las RBOHs no requieren de otras subunidades

Fig 5. Activacién y modelo estructural de las isoformas de las NOX. Los cilindros representan las
seis hélices a transmembranales que comparten todas las NOX. Las DUOX1/2 poseen una hélice a
transmembranal extra, seguida por un dominio N-terminal externo, homélogo al de peroxidasa. El Ca2*
(representado por circulos), se une a los dominios EF-hand presentes en Nox5, DUOX 1/2 y RboH. Aun
cuando su estructura y funcién enzimatica es similar, las enzimas de la familia NOX difiere en sus
mecanismos de activacion. La actividad de NOX1 requiere p22prhox, NOX0O1, NOXA1ly Rac. NOX3 requiere
p22prhox, NOXO1 y Rac y el requerimiento de NOXA1 depende de cada especie. Nox4 soélo requiere de
p22prhox. NOX5, DUOX 1/2 y RBOH son activadas por CaZ* y al parecer no requieren subunidades para su
actividad (Figura modificada de Bedard & Krause, 2007)

reguladoras para su actividad, ya que estan reguladas principalmente por Ca?*, pero
también se ha visto que pueden ser reguladas por fosforilaciones, (AtrbohD en A.
thaliana) (Ogasawara et al., 2008) o por la accion directa o indirecta de Rac (OsRacl

en arroz) (Ono etal., 2001).
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Se han atribuido diversas funciones a los homégolos de NOX en plantas, incluyendo la
defensa ante organismos patégenos (Torres et al., 2002), la produccién de ERO en
respuesta a heridas (Sagi et al., 2004), la cerradura de las células estomatales (Kwak

etal, 2003) y el desarrollo de las raices (Foreman et al., 2003).

2.3- Las NOX en los hongos

En los hongos existen tres subfamilias distintas de NOX,: NoxA (Nox1), NoxB (Nox2),
que son homoélogas de NOX2 de humanos y NoxC, la cual contiene dominios de unién a
calcio (EF-hands) y es mas parecida a la Nox5 de mamiferos y a las Rbohs de plantas
(Fig. 6) (Aguirre, Rios-Momberg, Hewitt, & Hansberg, 2005). Inicialmente se propuso
que las NOX estaban relacionadas con la multicelularidad (Lalucque & Silar, 2003). Sin
embargo recientemente ha sido identificada la primera enzima parecida a Nox en

levadura, llamada Yno1, lo cual pone en duda este concepto (Rinnerthaler et al., 2012).

En los hongos las NOX estan involucradas en una gran variedad de funciones. El
primer homologo de NOX detectado en los hongos fue NoxA de Aspergillus nidulans,
que es homologa a la NOX2 de mamiferos. Las mutantes en noxA estan bloqueadas en
el desarrollo sexual (no producen cleistotecios) (Lara-Ortiz et al., 2003), y muestran
una menor producciéon de conidias (desarrollo asexual) que una cepa silvestre
(resultados no publicados). Posteriormente se detectaron homélogos de NoxA en
Podospora anserina (Malagnac, Lalucque, Lepere, & Silar, 2004) y Neurospora crassa
(Cano-Dominguez et al., 2008). En el caso de N. crassa las cepas carentes de la enzima
Nox-1 no pueden desarrollar peritecios (ciclo sexual bloqueado). También muestran
un menor crecimiento radial, una menor produccién de micelio aéreo y conidias
(Cano-Dominguez et al., 2008) y son incapaces de llevar a cabo la fusion celular
mediada por tubos de anastomosis (CATs) (Read et al, 2012; Roca, Weichert,
Siegmund, Tudzynski, & Fleissner, 2012). Sin embargo, a diferencia de A. nidulans,
estos hongos poseen una Nox adicional, NoxB que es indispensable para la

germinacion de las ascosporas (Cano-Dominguez et al., 2008; Malagnac et al.,, 2004). P.
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anserina posee una tercera NOX, NoxC, sin embargo no se sabe cudl es su funcién
(Brun, Malagnac, Bidard, Lalucque, & Silar, 2009). En Botrytis cinerea, Sclerotinia
sclerotiorumy Claviceps purpurea, se ha visto que NoxA y NoxB, son necesarias para la
formacion del esclerocio, que es la base del desarrollo de los cuerpos fructiferos (D.
Buttermann, datos no publicados; Kim, Chen, Kabbage, & Dickman, 2011; Segmuller et
al,, 2008).

100 — Magnaporthe grisea EAAS7330 849AA
Fusarium graminearum XP_391371 757AA
58 Podospora anserina AAQT4977 5T9AA
l - Magnaporthe grisea EAA56588 582AA
L Neurospora crassa XP_331064 972AA
99 Fusarium graminearum XP_390983 570AA

85

I.'\']

e Phanerochaete chrysosporium PC.1.99.1 589AA
100! Coprinus cinereus Contig213.Gene18 583AA
95 100 Phanerochaste chrysosporium PC.25.152.1 561AA
b——— Caprinus cinereus Contig19.Gene27 585AA
a9 | Aspergilius nidulans AAN75017 550AA
XA

10 0? | Fusarium graminearum XP_380915 557AA
' —— Magnaporthe grisea EAA49092 580AA

= i ol Neurospora crassa EAA34868 553AA
77 '—— Podospora ansenina AAKS0B53 554AA

Fig 6. Filogenia de las NADPH oxidasas presentes en los hongos. La presencia de homdlogos de
NoxA en los hongos definié 3 nuevas subfamilias de este tipo de enzimas, NOXA, NOXB y NOXC. (Figura
modificada de Aguirre, J. et al,, 2005).

En los hongos patégenos B. cinerea, P. anserina y Magnaporthe oryzae las NOX estan
involucradas en la diferenciacién de estructuras especificas llamadas apresorios, que
son esenciales para la penetracion de la planta hospedera o de las paredes de celulosa
(Braus, 2002; Dagdas et al., 2012). B. cinerea posee dos NOX; NoxA y NoxB. NoxA se
requiere para la dispersién del hongo dentro de la planta, mientras que las cepas
carentes de NoxB forman apresorios no funcionales (Siegmund, Heller, van Kann, &
Tudzynski, 2013). En M. oryzae se han descrito tres NOX, Nox1, Nox2 y Nox3. Las
mutantes que carecen de Nox1 o Nox2 forman apresorios defectuosos, incapaces de

penetrar a las plantas (Egan, Wang, Jones, Smirnoff, & Talbot, 2007). Se ha propuesto
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que el principal papel de las NOX en la virulencia es la generacién espaciotemporal de
picos de ERO, necesarios para la diferenciaciéon de los apresorios y la penetraciéon de
las hifas (Tudzynski, Heller, & Siegmund, 2012). Aunque el mecanismo exacto de como
las ERO producidas por las NOX estan orquestando dicha diferenciacion es
desconocido, Dagdas et al, (2012) han propuesto que las NOX regulan Ia
diferenciacion celular al estar interactuando directamente con el citoesqueleto de la

misma manera que ocurre en los mamiferos (Brown & Griendling, 2009).

En los hongos que no forman apresorio, como en el fitoparasito C. purpurea, las NOX
no son necesarias para la penetracion del tejido del hospedero. Nox1 se requiere para
la colonizacion del tejido del hospedero y Nox2 para controlar la infecciéon (D.
Buttermann, datos no publicados). Por otro lado el hongo endofitico Epichloé festucae
posee dos NOX; NoxA y NoxB. NoxA es necesaria para el crecimiento endofitico
asintomatico, mientras que NoxB no tiene una funcién evidente (Tanaka, Christensen,

Takemoto, Park, & Scott, 2006).

En el hongo Trichoderma harzianum, que es utilizado como agente de biocontrol, se
ha descrito una NOX (Nox1), la cual esta relacionada con una sobreproduccién de ERO
que sobre regula los genes con actividad de quitinasa, proteasa y celulasa (Montero-
Barrientos, Hermosa, Cardoza, Gutierrez, & Monte, 2011). En el patégeno oportunista,
Alternaria alternata, se han descrito dos NOX, NoxA y NoxB. Las cepas carentes de
ambas proteinas presentan una menor acumulacién celular de H202. También se ha
visto que las mutantes sencillas en algunos de estos genes, son mas sensibles al H20>
(S. L. Yang & Chung, 2013) y producen mas esporas por area que una cepa silvestre.
Unicamente NoxB esta relacionada con la patogenicidad, ya que la carencia de esta
enzima provoca que el hongo no pueda penetrar la pared de las plantas (Morita et al,,

2013).
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3.-La importancia del hierro y el cobre en los sistemas biolégicos

Los seres vivos requieren ciertos elementos esenciales en cantidades infimas,
conocidos como “elementos traza”. Dentro de los elementos traza, el Selenio (Se) y los
metales Manganeso (Mn), Hierro (Fe), Cobre (Cu) y Zinc (Zn), tienen una relevancia
bioldgica especial porque participan en las reacciones redox en los biosistemas (Fraga,

2005).

El hierro es un elemento traza indispensable para todos los eucariontes y la mayoria
de los procariontes. Es el segundo metal mas abundante, después del aluminio, y el
cuarto mas abundante en la corteza terrestre (Crichton & Pierre, 2001). No obstante,
la biodisponibilidad del hierro puede ser extremadamente baja, debido a que como
elemento de transicion, el hierro puede adoptar dos formas i6nicas, la forma reducida
(ferrosa, Fe2*) y la forma oxidada (férrica, Fe3*)(Crichton & Pierre, 2001; Sigel & Sigel,
1998). Los organismos s6lo pueden aprovechar el Fe2* y la baja biodisponibilidad de
hierro se debe a que es rapidamente oxidado en el ambiente aerobio a su forma
férrica, que es poco soluble en agua y forma precipitados (oxihidroxidos) (Sigel &
Sigel, 1998). La capacidad para aceptar o donar electrones convierte al hierro en el
principal mediador redox (6xido-reduccién) en biologia. Por ejemplo, incorporado en
centros hierro-azufre (grupos hemo), el hierro se requiere para procesos celulares
fundamentales, como el ciclo de los acidos tricarboxilicos, la detoxificacion las ERO, y
la biosintesis de aminoacidos, desoxirribonucleétidos y esteroles (Blatzer, Binder, &

Haas, 2011).

De manera similar al hierro, el cobre posee dos estados de oxidacion biol6gicamente
importantes; el oxidado (Cu?*) y el reducido (Cul*) (Crichton & Pierre, 2001), siendo
el estado oxidado muy insoluble y por lo tanto no biodisponible (Lesuisse, Casteras-
Simon, & Labbe, 1996). El cobre sirve como cofactor para muchas enzimas debido a su
adecuado potencial redox (6xido-reduccién). Las proteinas de cobre estan

ampliamente distribuidas en los organismos vivos, con dos funciones principales, la
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transferencia de electrones y la activacion y transporte de dioxigeno (Kaim & Rall,

1996).

El hierro y el cobre son nutrientes esenciales para casi todos los organismos. Sin
embargo, en altas cantidades, estos nutrientes son toxicos debido a la reaccion de
Fenton, que se produce cuando el H20; acepta un electrén desapareado, por ejemplo,
de un metal de transicion como el Fe2* o el Cu*, entonces se fragmenta y forma el
radical hidroxilo (HO-) y el ién hidroxilo (HO-)(Crichton & Pierre, 2001; B. Halliwell &
Gutteridge, 1984).

3.1-Mecanismos de captura de hierro

Los organismos han desarrollado diversas soluciones al problema de la captura y
reduccion del hierro. En los hongos se han caracterizado cuatro mecanismos distintos
para la captura de hierro a nivel molecular: el mediado por sider6foros (Neilands,
1981, 1983) , la asimilacion de hierro por reduccion (RIA) (Marschner & Rémheld,
1995), la captura de grupos hemo (Foster, 2002; Santos et al.,, 2003) y la captura
directa de Fe2* (R. Hassett, Dix, Eide, & Kosman, 2000).

El mecanismo mediado por sideroforos inicia cuando la célula detecta poco hierro en
el medio. Los sideréforos son quelantes de hierro de alta afinidad y cuando la célula
detecta poco hierro en el medio excreta los sider6foros que se unen a Fe3* (Neilands,
1981, 1983). Este complejo hierro-sideréforo es reconocido por receptores
especificos de membrana que permiten su movimiento transmembranal,
internalizdndolo en la célula. La reduccién del hierro ocurre intracelularmente
(Neilands, 1984). Muchos microorganismos sintetizan uno o varios tipos de
sideré6foros, que tienen la capacidad de capturar el hierro selectivamente de entre una
gran cantidad de sidero6foros secretados por otras especies de bacterias y hongos

(xenosideroéforos). S. cerevisiae no puede producir sider6foros, sin embargo puede
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utilizar los producidos por otros organismos (Dancis, Roman, Anderson, Hinnebusch,

& Klausner, 1992).

Otro mecanismo que emplean los hongos para capturar hierro es la RIA (Marschner &
Rombheld, 1995), en el que el Fe3+ es reducido a Fe?* mediante proteinas ancladas a la
membrana conocidas como reductasas férricas (FRE). Una vez que el hierro ha sido
reducido, es reoxidado e importado intracelularmente por permeasas con alta
afinidad por el hierro, como el sistema Fet3/Ftrl o es transportado directamente por
el transportador de baja afinidad Fet4 (R. Hassett & Kosman, 1995; R. F. Hassett, Yuan,
& Kosman, 1998).

La captura de grupos hemo se da en organismos patogenos, como Candida albicans
(Foster, 2002) e Histoplasma capsulatum (Santos et al., 2003), mediante el uso directo
de hemoproteinas del hospedero al unirse a receptores de la superficie celular,
seguida por la extraccién del hierro y su internalizacidn al citoplasma (Haas, Eisendle,
& Turgeon, 2008). La captura directa de Fe2* unicamente ha sido estudiada en S.
cerevisiae, este sistema tiene una afinidad baja y no es especifico para Fe?* ya que

internaliza otros metales, como cobre y zinc (R. Hassett et al., 2000).

3.2- Las reductasas de hierro (FRE) en los hongos

En la levadura de S. cerevisiae, 1a captura de hierro se realiza principalmente mediante
la RIA (Kosman, 2003), empleando proteinas membranales conocidas como
reductasas férricas (FREs), también llamadas reductasas integrales de membrana

(IMR) o metalorreductasas (MR) (Dancis, Klausner, Hinnebusch, & Barriocanal, 1990).

Las FRE son homoélogas a las NADPH oxidasas de hongos, lo que indica un origen
comun (Dancis et al., 1992). S. ceverisiae posee ocho posibles FRE llamadas Fre1-8 (De
Freitas et al, 2004; Georgatsou, Mavrogiannis, Fragiadakis, & Alexandraki, 1997;
Martins et al., 1998). Frel es homologo a gp91rhox (Nox2). Es una proteina de 79 kDa,
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tiene siete hélices transmembranales, posee los motivos de unién al FAD y NADPH
(Shatwell, Dancis, Cross, Klausner, & Segal, 1996), asi como los cuatro residuos de
histidina que coordinan dos grupos hemos del tipo b, de manera similar a las NOX
(Dancis et al., 1992). Sin embargo, mientras que el transporte de electrones de las NOX
reduce al O; (Shatwell & Segal, 1996), las FREs reducen Fe3* o Cu?* (Dancis et al,
1992; Martins et al., 1998). Los genes fre de S. cerevisiae codifican para proteinas
membranales con masas moleculares de entre 70 y 80 kDa. FRE2 comparte 25% de
identidad de sus aminoacidos con FRE1 (Dancis et al, 1990; Dancis et al,, 1992),
mientras que las FRE3-6 muestran 76%, 57%, 38% y 36% de identidad con FREZ2,
respectivamente. FRE7 codifica para la proteina mas pequefia (629 aa) y con la menor

identidad (21%) respecto a FRE1 y FRE2 (Martins et al., 1998).

Las FRE1-4 estan involucradas en la asimilacién del hierro por reducciéon (RIA). FRE1
y FRE2 son responsables la mayor parte de la actividad de reductasa férrica de la
superficie celular, y se requieren para el crecimiento en medio con bajas
concentraciones de Fe3*. También pueden catalizar la liberacién de hierro de una
gran cantidad de sider6foros ademas son reductasas de cobre, convirtiendo al Cu?* en
Cul*. FRE3 y FRE4 pueden catalizar la asimilacién de hierro a partir de sideréforos de
hidroxamato y del acido rodotorulico respectivamente (Georgatsou et al., 1997). FRE6
se localiza en la membrana vacuolar, donde actiia transportando hierro y cobre
reducidos de la vacuola al citosol (Singh, Kaur, & Kosman, 2007), mientras que FRE8
es importante en la homeostasis del hierro, ya que las mutantes en esta enzima no
pueden crecer en limitacion de hierro y tienen deficiencias en la respiracion (De
Freitas et al, 2004). Las funciones de FRE5 y FRE7 se desconocen (Blatzer et al,
2011). La expresion de los genes que codifican FRE1-6 y FRE8 se induce mediante la
limitacion de hierro. frel también se induce mediante la limitacion de cobre, mientras
que fre7 se induce exclusivamente por la privacion de Cobre (Yun, Bauler, Moore,

Klebba, & Philpott, 2001).

En el comensal humano Candida albicans, patdégeno oportunista causante de la

candidosis, han sido detectadas 12 secuencias con similitud a las FRE de S. cerevisiae
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y s6lo han sido caracterizadas 2; CFL1 y CFL95. CFl1 es regulado negativamente por
hierro y cobre y puede reducir ambos metales. CFL1 también puede rescatar el
fenotipo de una cepa Afrel de S. cerevisiae (Hammacott, Williams, & Cashmore, 2000).
Cf195 se expresa en condiciones bajas de hierro (Knight, Lesuisse, Stearman, Klausner,
& Dancis, 2002). En Cryptococcus neoformans, otro patdégeno oportunista causante de
la meningitis, se han detectado 6 secuencias similares a reductasas férricas (Blatzer et
al,, 2011). Sin embargo, sélo se ha caracterizado FRE1, que reduce tanto hierro como
cobre (Nyhus & Jacobson, 1999). En la levadura de fision Schizosaccharomyces pombe
existen dos FRE (Grissa, Bidard, Grognet, Grossetete, & Silar, 2010), pero sélo ha sido
caracterizada Frpl, que estd implicada en el transporte y reduccion del hierro, y el

importe de cobre (Roman, Dancis, Anderson, & Klausner, 1993).

A diferencia de las NOX en los hongos filamentosos las FREs han sido poco estudiadas.
Por ejemplo, en el hongo filamentoso Fusarium verticillioides han sido detectadas 19
genes para FRE, sin embargo, ninguna ha sido caracterizado (Grissa et al,, 2010). En
Aspergillus. fumigatus existen 15 FREs, de las que so6lo 1 ha sido caracterizada
recientemente, la denominada Freb que al igual que las FRE de S. cerevisiae, esta
involucrada en el mecanismo de la RIA. Freb se expresa en bajas condiciones de hierro

y esta relacionada con la homeostasis de este elemento (Blatzer et al., 2011).

El hongo causante del carbon del maiz, Ustilago maydis cominmente conocido como
huitlacoche, codifica para seis posibles FRE (Blatzer et al., 2011), aunque sélo se sabe
que 1 de éstas, Fer9, es regulada por hierro (Eichhorn et al., 2006). En el patégeno
oportunista Rhizopus oryzae, responsable de ~70% de los casos de mucormicosis, se
han detectado 3 genes para reductasas férricas y ninguno ha sido caracterizado

(Ibrahim, Spellberg, Walsh, & Kontoyiannis, 2012).
En el genoma de Aspergillus nidulans existen 9 secuencias que podrian codificar

proteinas con funciéon de FRE (Blatzer et al,, 2011). Sin embargo s6lo se ha descrito a

FreA, como involucrada en la homeostasis de hierro (Oberegger et al., 2002) .
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3.4-La proteina Ynol y su papel como NOX

Inicialmente YGL160w (Yno1) fue identificado como el ort6logo mas distante de Frel
y Fre2, con menos del 20% de identidad y posteriormente fue ubicada en la familia de
FRE8 (Martins et al., 1998; Yun et al., 2001), debido a que parecia no tener funcién de
FRE, ya que su expresién no estaba regulada por la limitacién de hierro o de cobre en
el medio (Georgatsou & Alexandraki, 1999; Martins et al., 1998). Sin embargo, en
2012, Rinnerthaleer et-al., encontraron evidencia de que YGL160w codifica para una
enzima con actividad de NOX. Mediante analisis bioinformaticos (BLAST de posicion
especifica iterada) en comparacion con la NOX5 de humanos, encontraron que su
secuencia comparte una similitud de 32.1% (16.6% de identidad) pero a diferencia de
ésta, carece de las EF-hands (manos de calcio) caracteristicas de la NOX5 de humano.
No obstante, posee los sitios de unién a FAD y NADPH asi como las cuatro histidinas
que coordinan al grupo hemo. Ademas el sitio de unién a NADPH del dominio FNR
tiene una gran identidad con las proteinas DUOX de diversos organismos. Ynol se
localiza en la membrana del reticulo endoplasmico, debido a que utilizando una fusién
de GFP en el extremo carboxilo de Yno1l se detecté una sefial perinuclear, ademas esta
sefial colocalizé con la sefial del marcador de reticulo endoplasmico (RFP-HDEL).
Ynol carece de actividad de FRE, debido a que al sobreexpresarla no hay una
acumulacion significativa de hierro en las células y produce Oz~ ya que se clonaron los
ocho genes FRE de levadura y el de YNO1 en un promotor inducible y se midieron los
niveles de Oz~ mediante la oxidacién de dihidroetidio (DHE), unicamente la cepa
transformada con YNO1 mostr6 un incremento de la oxidaciéon del DHE con respecto a
la cepa silvestre. Para corroborar esto se realizé resonancia electrénica de spin (ESR)
usando como trampa de spin 5-dietoxifosforil-5-metil-1-pirrolina-N-6xido (DEPMPO),

que es especifico para detectar Oz-.
Las células que sobreexpresan YNO1 produjeron una fuerte sefial caracteristica del

anion Oz-. Ademas Yno1l regula la formacion de los cables de actina (citoesqueleto) de

la célula, ya que las cepas carentes del gen YNO1 son hipersensibles a la wiskostatina
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(50 uM) (que previene la nucleacion de los cables de actina) y la latrunculina B (20

uM) (inhibe la elongacion de los cables de actina), lo que es reversible al agregar H203,

que en la célula podria provenir de la dismutaciéon del

(Rinnerthaler et al.,, 2012).
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DUOX [Danio rerio) FSCGP{d
DUOX1 [Homo sapiens) FSCGPLd
DUOX2 [Homo sapiens] FSCGPZ4
DUOX2 [Gallus gallus) FSCGP{d
DUOX-A [Ciona intestinalis) FIAIFS CGP|4P
DUOX1 [Strongylocentrotus purpuratus) FSCGPL4
DUOX [Drosophila melanogaster] FSCGPRP
DUOX1 [Caenorhabditis elegans] FSCGPVN
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Fig 7. Andlisis bioinformatico de la proteina YNO1 (YGL160W) como una posible NOX. A)
Prediccién de la estructura secundaria de YNO1 obtenida con el algoritmo de prediccién
transmembranal de Phillius (Reynolds et al.,, 2008). Las hélices transmembranales estan marcadas en
amarillo, las regiones luminales, que residen presuntamente en el lumen del reticulo endoplasmico
estan marcadas en verde; y las regiones citoplasmicas estan marcadas en azul. Los cuatro residuos de
histidina conservados son responsables de coordinar a los dos grupos hemo estan indicados con letras
rojas. El sitio de unién a NADPH es indicado con letras amarilllas y el sitio de unién a FAD con letras
moradas B) Alineamiento del sitio de unién a NADPH del dominio FNRde YNO1 contra el de proteinas
DUOX de otros organismos, la secuencia “FSCGP” es especifica para las proteinas DUOX y para YNO1.

(Figura modificada de Rinnerthaler, et al., 2012).

4.- Aspergillus nidulans como modelo de estudio

Aspergillus spp. es un género de hongos filamentosos (ascomicetos) estrictamente

aerobios, ubicuos en la naturaleza, con cerca de 200 millones de anos de evolucion.

De entre las 185 especies de Aspergillus, la mayoria tienen un alto impacto en la

sociedad y la salud humana, incluyendo 20 especies patégenas de humanos y especies
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usadas en la industria alimenticia y de produccién de enzimas (Timberlake &
Marshall, 1989). Dentro del género Aspergillus, A. nidulans tiene un papel central
como organismo modelo, ya que a diferencia de la mayoria de Aspergillus, A. nidulans
posee un ciclo sexual bien caracterizado y por lo tanto, un sistema genético bien
establecido (Galagan et al., 2005). A. nidulans (teleomorfo Emericella nidulans) es un
hongo ascomiceto que pertenece a la clase Eurotiomycetes y al orden Eurotiales
(Rittenour, Si, & Harris, 2009). La investigacion en A. nidulans ha contribuido en el
entendimiento de un amplio rango de procesos bioldgicos, incluyendo
descubrimientos fundamentales en la acciéon y recombinacién genética (Kafer, 1958,
1961), el descubrimiento del ciclo parasexual (Pontecorvo, Roper, Hemmons,
Macdonald, & Bufton, 1953), el desarrollo de las esporas (Adams, Boylan, &
Timberlake, 1988; Clutterbuck, 1969; Mirabito, Adams, & Timberlake, 1989;
Timberlake, 1990), el ciclo celular (B. R. Oakley & Morris, 1981; Osmani, Engle,
Doonan, & Morris, 1988; Osmani & Mirabito, 2004; Osmani, Pu, & Morris, 1988; Xiang,
Zuo, Efimov, & Morris, 1999), la polaridad celular (Momany, 2002), la reparacion del
ADN (Goldman & Kafer, 2004), el metabolismo y su control (Brambl, 2004), el
metabolismo secundario (Yu & Keller, 2005), la sefalizacién (Hicks, Yu, Keller, &

Adams, 1997) y el control del pH (Arst & Penalva, 2003; Penalva & Arst, 2004).

A. nidulans posee 8 cromosomas, asi como un detallado mapa genético (Clutterbuck,
1969). Su genoma es relativamente pequeiio (30 Mb) y se encuentra disponible a
través del Broad Institute (http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/aspergillus)

(Galagan et al., 2005).

Como modelo de estudio la levadura de la cerveza S. ceverisiae no es representativa de
los hongos filamentosos, como los del género Aspergillus, ya que es un organismo
unicelular. En cambio, A. nidulans es un organismo pluricelular, crece como hifas
filamentosas vegetativas haploides a partir de esporas asexuales (conidias
uninucleadas, ciclo asexual) o sexuales (ascosporas binucleadas, ciclo sexual).
Ademas, las hifas vegetativas provenientes de dos individuos pueden fusionarse para

formar un heterocarién, y los nucleos dentro de un homocarién o heterocarién
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pueden fusionarse para formar un diploide (ciclo parasexual) (Todd, Davis, & Hynes,

2007).

El desarrollo asexual (conidiacion) se caracteriza por la formaciéon de una estructura
especializada llamada conidioforo, en respuesta a diversos factores ambientales como
la exposicion al aire (Adams, Wieser, & Yu, 1998; Clutterbuck, 1969; Timberlake &
Clutterbuck, 1994), la privacidn de nutrientes (Skromne, Sanchez, & Aguirre, 1995), o
la presencia de sefiales quimicas propias (B. N. Lee & Adams, 1996; Marquez-
Fernandez et al., 2007; Seo, Guan, & Yu, 2003; Soid-Raggi, Sanchez, & Aguirre, 2006;
Tsitsigiannis & Keller, 2007). El desarrollo del conidi6foro inicia con la diferenciacion
de una célula, denominada célula pie, de la que emerge el conidiéforo (Fig. 8)
(Pontecorvo et al., 1953). Al final del tallo se forma una vesicula, en donde se llevan a
cabo multiples divisiones nucleares (Adams & Yu, 1998), en un proceso semejante al
de la gemacién, para formar las métulas (Clutterbuck, 1969; Mims, Richardson, &
Timberlake, 1988; Oliver, 1972). En cada métula se producen otras gemaciones que
originan de dos a tres células uninucleadas llamadas fialides (R. Fischer &
Timberlake, 1995; Pontecorvo et al., 1953). Las fialides son las células productoras de
esporas, éstas generan grandes cadenas de conidias, a través de gemaciones sucesivas

(Clutterbuck, 1969; Mims et al., 1988).

En un medio sé6lido, aproximadamente 50 horas después de la germinacién de las
conidias inicia el desarrollo sexual (Braus, 2002), en respuesta a diversos estimulos
ambientales como la privacion de aire (Axelrod, Gealt, & Pastusho.M, 1973;
Clutterbuck, 1969) y la abundancia de nutrientes en el medio (Zonneveld, 1975). El
proceso implica la produccion de presuntas células nodrizas, llamadas células Hiille
(Ellis, Don, & Alexopoulos, 1973), y la formacion de estructuras multicelulares,
pigmentadas y redondas llamadas cleistotecios, los cuales contienen las esporas
sexuales (ascosporas) dentro de bolsas llamadas ascas (Fig. 8). Los cleistotecios
pueden contener de 1000 (Poggelker, 2006) a mas de 10000 ascosporas (Pontecorvo
et al,, 1953), dependiendo si son producto de la autofecundacién o de la cruza de dos

cepas distintas.
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Los cleistotecios en desarrollo contienen hifas ascdgenas, que daran lugar a las ascas.
Las ascas se forman a partir de uncinulos (croziers), los cuales son formados por la
divisiéon simultanea de los dos nucleos de la célula terminal de una hifa ascégena
(Elliott, 1960). El crozier esta compuesto de la célula de la punta (uninucleada), la

célula penultima (binucleada) y la célula basal (uninucleada).

La asca se forma por un alargamiento de la penultima célula, que estd acompafiado
por la fusién de sus dos nucleos para formar un cigoto diploide transitorio que
inmediatamente sufre meiosis. Los cuatro ntcleos producidos por la meiosis se
dividen mit6ticamente, generando ocho nucleos, cada uno de los cuales estd incluido
en una de las ocho ascosporas rojo-oscuras de cada asca. El nticleo de cada ascospora
sufre una division mitética sencilla produciendo ascosporas maduras binucleadas
(Braus, 2002). La punta y las células basales se fusionan para generar un segundo

crozier y el proceso se repite.

El ciclo parasexual es una caracteristica importante de las hifas vegetativas. Este inicia
cuando las hifas provenientes de una cepa o de dos cepas distintas, se encuentran en
la superficie del medio (Fig. 8). Como consecuencia de la fusién de hifas
genéticamente diferentes, se originan hifas que contienen nucleos de dos tipos
diferentes (heterocarién)(Pontecorvo et al, 1953). Cuando un heterocarién forma
conidioforos, la vesicula puede tener nucleos de mas de un tipo, sin embargo las
fidlides son uninucleadas, por lo que todas las conidias en una cadena tendran una
misma clase de ntcleo, no obstante, diferentes cadenas pueden tener distintos tipos
de nucleos. Cuando los nucleos de un heterocarién se fusionan se forman diploides

estables (Pontecorvo et al.,, 1953; Roper, 1952)
El ciclo sexual de A. nidulans permite realizar analisis genéticos convencionales

mediante el analisis de la progenie meidtica, mientras que los heterocariones y

diploides resultantes del ciclo parasexual (Todd et al, 2007), pueden usarse para
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andlisis de complementaciéon, dominancia (Pontecorvo et al., 1953), y de herencia

citoplasmica (Gunatilleke, Scazzocchio, & Arst, 1975; Rowlands & Turner, 1973).

La coexistencia de un ciclo sexual, asexual y parasexual en un mismo organismo
convierten a A. nidulans en un organismo modelo popular en el que se pueden realizar

una gran cantidad de ensayos de genética y biologia molecular (Poggelker, 2006).

Desarrollo asexual

A L

v v ¥

Célub Pie  Vesicula Métulas Fidlides Conidiéforo

At

¢ 24 h

e’

12-20h / Heterocarion (n+n)
Germinacién Competencia I

@y, o —> ‘W =3 Homocarion (n) N

Conidiospora
o o e

Crecimientovegetaivo
Diploide (2n)
Senales internas u’ %0 .1 ?

» ) 0 -...-—

- 9 A998 T Cjeae
&3 : S aEs
. Nido Primordio Cleistotecio.
2 100 h 2

Ascospora
pa— 1

- . o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o

Desarrollo sexual

Fig 8. Ciclo de vida de Aspergillus nidulans. La germinacién de las esporas (asexuales o sexuales) da
lugar al crecimiento vegetativo y la formacién del micelio. Dependiendo de las sefiales externas, dicho
micelio puede diferenciarse hacia el desarrollo asexual, sexual o bien el desarrollo parasexual. En
presencia de nutrientes las esporas sexuales (en morado) o asexuales (en verde), germinan y forman un
tubo germinal que crece apicalmente hasta formar un conjunto de células tubulares o hifas
multinucleadas (circulos blancos), colectivamente llamado micelio. Cuando el micelio se expone al aire,
ocurre primero la diferenciacién asexual, que culmina con la formacién de conidiéforos con multiples
esporas o conidias uninucleadas. Después del ciclo asexual suele ocurrir el ciclo sexual, el cual se
caracteriza primero por la aparicién de las células Hiille, y la formacién del cleistotecio en donde se
producen las ascosporas. El desarrollo parasexual es una fase donde se fusionan dos micelios diferentes
y se forma un micelio heterocariético, el cual contiene 2 tipos de nucleos diferentes (circulos blancos y
grises). Los nucleos en un heterocariéon se pueden fusionar y formar un diploide. Tanto el micelio
heterocariético como el micelio diploide pueden continuar con el desarrollo asexual y sexual (Figura

modificada de Bayram y Braus, 2011). 30



HIPOTESIS

Proponemos que el gen AN_8683 codifica para una enzima con actividad de NADPH
oxidasa (NOX) y no para una reductasa férrica, por lo cual su eliminacién no debe
afectar el crecimiento de A. nidulans en bajas concentraciones de hierro y si causar

defectos en la diferenciacidn celular de este hongo.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el papel de la proteina AN_8683 como posible reductasa férrica mediante la
eliminacién del gen correspondiente y la caracterizacion de las mutantes en cuanto a

su crecimiento en bajo fierro y a su diferenciacidén celular.

OBJETIVOS PARTICULARES

-Llevar a cabo un analisis bioinformatico de la proteina AN_8683.

-Generar cepas de A. nidulans carentes del gen AAN_8683 y a partir de éstas, generar
mutantes dobles carentes de los genes AN_8683 y noxA, el cual codifica parala NADPH
oxidasa NoxA.

-Evaluacion del desarrollo asexual en las mutantes doble y sencilla

-Evaluacion del desarrollo sexual y asexual en las mutantes dobles y sencillas, en

concentraciones de bajo y alto hierro.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas, medios de cultivo y condiciones de crecimiento de Aspergillus nidulans

Las cepas de Aspergillus nidulans se crecieron en medio minimo (Hill, 2001) con
glucosa al 1% mas los suplementos requeridos para cada cepa; los medios sélidos se
prepararon con agar al 1.25% y se incubaron a 37°C. Los medios de cultivo y el
material usado se esterilizaron a 121°C por 15 minutos. Las cepas utilizadas en este

trabajo se enlistan en la tabla 1.

Tabla 1. Cepas de A. nidulans empleadas en este trabajo

Nombre Genotipo Origen

11035 pyrG89; pyroA4; riboB2; AnkuA::argB; veA1 M. Hynes y col.; Nayak et-al., 2006

TTP1 pyrG89;  pyroA4; AAN_8683::riboB2; Este trabajo, 11035 transformada con el
AnkuA::argB; veAl producto de PCR riboB2

CLK43 pabaAl, yA2 Kawasaki et al., 2002

CTP1 pabaAl, yA2; AAN_8683::riboB2; nkuA+; Este trabajo, progenie de CLK43 x TTP1
veAl

CAH4 pabaAl, yA2; AnoxA::AfpyrG; veAl Tesis de maestria A. Hernandez., 2010

CTP2 pabaAl, yA2; AnoxA::AfpyrG; veAl; Este trabajo, progenie de CAH4 x TTP1

AAN_8683::riboB2; nkuA+; veAl

Eliminacion del gen AN_8683

Para obtener las construcciones para la eliminacion del gen AN_8683, se utiliz6 la
técnica de PCR sobrelapados (D] PCR) descrita por Yu et-al, 2004 . Se amplific6 1 kb
rio arriba del ORF usando los primers UFWD y UREV (Tabla 2), asi como 1 kb rio
abajo empleando los primers DFWD y DREV. El gen riboB2 de A. fumigatus como
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marcador selectivo, se amplificé con los primers Riboforward y Riboreverse. En una
nueva PCR se generé el producto de fusién empleando las tres secuencias
amplificadas anteriormente y los primers anidados (NFWD y NREV) a 94°C por 3 min
seguido de 35 ciclos a 94°C, 30s, 55°C, 45s, 72°C, 4 min. Finalmente la reaccion se

mantuvo a 72°C por 7 min.

El producto final se utiliz6 para transformar por electroporacién (Sanchez, Navarro, &
Aguirre, 1998; Sanchez, 1996) la cepa 11035 (Tabla 1). Todas las transformantes

obtenidas se analizaron por hibridacion tipo Southern blot.
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Fig 9. Estrategia de eliminacién de genes mediante la técnica de Double Joint PCR. Se amplificd
mediante reacciones independientes de PCR 1kb rio arriba (UFWD y UREV) y 1kb rio abajo (DFWD y
DREV) del ORF del gen AN_8683. Se amplifico también la secuencia codificante para el marcador

33



selectivo riboB2 (Primers Riboforward y Riboreverse). En una nueva PCR se gener6 el producto de
fusiéon empleando los tres fragmentos amplificados anteriormente y los primers anidados en los
extremos 5’ y 3’ (NFWD y NREV). La construccién conteniendo el marcador de seleccién reemplaza al
gen seleccionado mediante un evento de doble recombinacién homéloga.

Transformacion de A. nidulanspor electroporacion de esporas

Se sembraron 10 placas con medio minimo mas suplementos (piridoxina, riboflavina,
uridina y uracilo) de la cepa 11035 y se incubaron a 37°C durante 7 dias. Pasado este
tiempo se rasparon las cajas con solucion Tween 80 al 0.1 % con una varilla
triangular. Después de raspar la primera caja esta suspensiéon se pas6 a la segunda
caja y asi sucesivamente. La suspensién de todas las cajas se recolecté en 2 tubos
falcon estériles de 12 ml. Las esporas se concentraron centrifugando los tubos durante
5 minutos a 6000 rpm, el sobrenadante se deseché y se agregaron 12 ml de agua
estéril en cada tubo. Las esporas se resuspendieron con una pipeta Pasteur y la
solucion se concentro6 en un tubo Falcon. Se centrifugé durante 5 minutos y se decanté
el sobrenadante. Se agregaron 12 ml de agua estéril, se resuspendieron las esporas y
se volvié a centrifugar, esto se repitid 5 veces. Finalmente se resuspendieron las
esporas en 2 ml de agua y se cuantificaron las esporas en una camara de Neubauer. Se
inocularon 1x107 esporas en medio minimo liquido mas los suplementos (piridoxina,
riboflavina, uridina y uracilo) y se incubaron en agitaciéon (100 rpm) a 37°C por dos
horas. Las esporas se concentraron en 2 botellas de propileno de 250 ml y se
centrifugaron a 6000 rpm durante 10 minutos a 4° C. Se decant6 el sobrenadante
dejando aproximadamente 50 ml de medio para evitar la pérdida de esporas. Para
lavar las esporas se agregaron 200 ml de agua estéril fria a cada frasco
resuspendiendo las esporas y centrifugando. Esto se realiz6 dos veces. Después se
decant6 lo mas posible de agua y se agregaron 12.5 ml de buffer de pretratamiento
frio (100 ml YED, HEPES 20mM, pH ajustado a 8 con Tris 100mM) a cada tubo (total
25 ml). Se resuspendieron las esporas y se incubaron en agitacion (100 rpm) a 30°C
durante 1 hora. Posteriormente se centrifugaron los frascos y se retiro el
sobrenadante cuidadosamente con ayuda de una pipeta Pasteur. Finalmente se agreg6
1ml de buffer de electroporacion frio (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 270 mM Sacarosa,

1mM de acetato de litio, esterilizar por autoclave) a cada botella (2.5 ml si son dos

34



matraces), se resuspendieron bien las esporas con la pipeta Pasteur y se distribuyeron

en tubos de 1.5 ml con alicuotas de 200 ul y se congelaron a -20°C.

Para electroporar se descongelaron las células electrocompetentes y se hicieron
alicuotas de 50 pl de células electrocompetentes mas 10 ul de ADN del producto final
del Double Joint. Para el control negativo se wusaron 50 ul de células
electrocompetentes mas 10 pl de agua estéril. Esto se mezclé6 muy bien con la pipeta
evitando hacer burbujas y se incubaron enhielo por 15 minutos. La solucion se pasoé a
una celda de electroporacion “0.2 cm cuvette”. Las condiciones de electroporacion
fueron 1.0kV, 400Q2 y 2.5uF en el Gene Pulser Il y el Controlador Pulser II (Bio-Rad,
Hercules, CA). Después de la electroporacion, se agregé 1 ml de medio YEG frio a la
celda, se resuspendio6 bien y se pasé a tubos estériles de 10 ml. Los tubos se incubaron
a 30°C por 1.5h a 100rpm. Al fin, cada tubo se plaqueé con ayuda de un asa de vidrio
en tres placas con medio minimo sin el marcador selectivo (piridoxina, uridina y

uracilo). Se dej6 que secaran y se incubaron a 37°C.

Generacion de cepas isogénicas

Con el fin de obtener las cepas 4AN_8683 en un fondo genético similar (pabaAl, yAZ;
es decir con conidias amarillas y auxdtrofas para el acido para-aminobenzoico o
PABA), se realizaron cruzas sexuales con una cepa silvestre CLK43. Para comprobar
que la cepa fuera mutante en el gen AN 8683 se realizé6 una PCR diagnostica
empleando los oligos NFWD y Ribo reverse (Tabla 2), que amplifican una banda de 2.8
kb. Asimismo, para identificar la presencia del gen silvestre nkuA se realiz6 unaPCR
empleando los oligos 5Dig-nkuA y 3Dig-nkuA (Tabla 2). S6lo en las cepas con el gen
silvestre nkuA se amplific6 un producto de 2078 pdb.

Para obtener las cepas carentes los genes AAN_8683 y AnoxA se realizaron cruzas
sexuales de la cepa CTP1 con cepas CAH4. Se colectaron 6 cleistotecios producto de

esta cruza que se limpiaron al rodarlos con la ayuda de una aguja de diseccién en una
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placa gruesa de medio minimo. Cada cleistotecio se reventé en un tubo eppendorf con
1 ml en agua estéril. Se plaquearon 35 pl de cada tubo en medio minimo mas
suplementos (PABA). Se seleccionaron los cleistotecios hibridos, es decir, aquellos en
los que las colonias de la progenie presentaban conidias verdes y amarillas. De estas
placas con colonias verdes y amarillas se picaron colonias individuales amarillas con
ayuda de un palillo de madera, con el objetivo de realizar un tamizaje genético. Las
conidias obtenidas con el palillo se sembraron en Medio minimo y medio minimo mas
suplementos (PABA). Las colonias que crecieron en medio minimo se descartaron. Las
colonias que crecieron en medio PABA se plaquearon para colonia aislada con el
objetivo de obtener colonias provenientes de 1 espora. Esto se realiz6 dos veces.
Finalmente se sembraron a confluencia y se incubaron a 37°C durante 5 dias, al
término de los cuales se tomaron conidias de estas placas y se inocularon en medio
minimo para obtener ADN. Para comprobar que la cepa fuera mutante en el gen
AN_8683 se realiz6 una PCR diagndstica usando los oligos NFWD y Ribo reverse
(Tabla 2), que amplifican una banda de 2.8 kb. Para comprobar la delecién del gen
nox4, se emplearon los oligos NoxA5for y pyrGreverse (Tabla 2), que amplifican una
banda de 2.9kb. Al igual que en las mutantes sencillas, para corroborar la presencia
del gen silvestre nkuA se emplearon los oligos 5Dig-nkuA y 3Dig-nkuA (Tabla 2) que
amplifican un producto de 2078 pdb en las cepas que poseen este gen. De la progenie

se obtuvo 1 posible candidata que fue comprobada mediante PCR diagnosticas.

Extraccion de ADN

Se emplearon conidias de las diferentes cepas transformantes asi como de una cepa
silvestre, las cuales se inocularon en aproximadamente 30 ml de MM con sus
respectivos suplementos. Se incubaron durante 12 horas a 37°C sin agitacion. La
pelicula de micelio se colect6 y se sec6 en papel absorbente, posteriormente se
congel6 en nitrogeno liquido. El micelio congelado se secé al vacio durante cuatro
horas, para posteriormente pulverizarlo. Al micelio pulverizado se le adicion6 800 pl
de buffer de extraccion (50 mM de EDTA y 0.2% de SDS) y se calentaron por 45

minutos a 68°C. Posteriormente los tubos se retiraron del calentamiento y se

36



centrifugaron a 12000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. El
sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo y se le adicion6 200 pl de fenol-
cloroformo. Esta mezcla se agit6 vigorosamente en el vortex hasta que el contenido se
puso lechoso. Nuevamente se centrifug6 por 10 minutos a 12000 rpm y se recupero la
fase superior (acuosa) en un nuevo tubo, donde se le agreg6é 600 pul de isopropanol y
se mezclé por cuidadosamente. Después se centrifugd a 12000 rpm durante 10
minutos y se decant6 el sobrenadante. El botdn se lavé con 800 pl de etanol al 70% y
se centrifugd a 12000 rpm por 5 minutos. Se decant6 el sobrenadante y el boton se
secO 5 minutos sobre una toallita de papel y 5 minutos a 55°C. Finalmente se
resuspendié el ADN en 80 pl de buffer TE y se disolvié calentando el tubo 1 hora a
68°C. La pureza y concentraciéon del DNA obtenido se estimé mediante electroforesis

de agarosa.

Cuantificacion del nuimero de esporas/cm?

Se inocularon 1x10% conidias de cada cepa en el centro de placas con medio minimo
mas suplementos (PABA), y se incubaron a 37°C por 5 dias, al término de los cuales se
determino el diametro y el area de cada colonia. Cada colonia se raspé con una varilla
triangular y una solucion estéril de Tween al 0.1%. El total de las esporas colectadas
de cada colonia se re suspendié en 10ml de la solucién de Tween en tubos Falcon de
50ml. Se agit6 vigorosamente cada tubo con el vortex y las esporas se lavaron tres
veces centrifugandolas por 5 minutos a 5000 rpm y decantando el sobrenadante. Los
pellets de esporas se resuspendieron en 2 ml de agua y se cuantificé el nimero de
esporas/ml usando una camara de Neubauer. Con el dato del area se realiz6 el calculo

del niimero de esporas/cm?2.

Cuantificacion del nimero de cleistotecios/cm?

Se inocularon 1x105 conidiosporas en 4 ml de medio minimo (MM) con glucosa al 2%
y 0.625% de agar suave (DIFCO) mas suplementos (PABA), el cual estaba pre-

incubado a x42°C. Se agitaron inmediatamente por vortex y se vertieron sobre cajas
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Petri pre-incubadas a 37°C y que contenian 20 ml de medio minimo (2% de glucosa y
1.25% de agar DIFCO mas suplementos). Posteriormente se incubaron 12 horas, al
cabo de las cuales se sellaron con cinta adhesiva con el propoésito de limitar el oxigeno
e inducir el ciclo sexual. Para determinar el nimero de cleistotecios, se tomaron
muestras con un sacabocado de 0.5 cm de didmetro cada 72 h a partir del tercer dia
después de haber sellado la caja como se reportd anteriormente (Kawasaki et al,
2002).

Tabla 2. Oligonucledtidos empleados en este trabajo

Nombre Secuencia (5’ -> 3’)

UFWD TCCTCTTACGTCTCCTCCGT

UREV AGACTCCTGAACGGCCTCTTGATTTCGCGTAGGGTTCGAA
DFWD TTCTGCAGCGCAAACGTTCTACTCCCAAGGGCTTCGTTTT
DREV GAGGCTTAATCAAGACGTGT

NFWD GTGCACTGAAAGAAATCG

NREV CGTTACTGTTCGCGTCTT

Riboforward CTGGCTCGTTTGATCACATGG

Riboreverse GCGCTGCAGAACCGTTACATG

NoxAS5 for GCTGGGGTCGAGTGGAACG

pyrGreverse GTCTGAGAGGAGGCACTGATGC

5Dig-nkuA GATGCTGTCCTTTTTGCC

3Dig-nkuA TACCCCAGAGCGCGATAC

Hibridacion tipo Southern Blot

Se digirieron aproximadamente 10 pg de ADN con las enzimas de restriccion
requeridas y RNasa (10 pg/ml) durante toda la noche a temperatura ambiente. Se
separaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%. El gel se incub6 en una
soluciéon de HCI 0.25N a temperatura ambiente por 15 minutos con agitacién. Se
realizaron tres lavados con agua y se desnaturaliz6 en una solucién NaCl 1.5 M y NaOH

0.5 M por 30 minutos con agitacion. Nuevamente se realizaron tres lavados con agua y
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el gel se neutraliz6 en una solucién Tris-HCl 0.5 M (pH 7.2) y NaCl 1.5M por 30
minutos a temperatura ambiente y con agitacion. EL gel se transfirié durante toda la
noche a una membrana de nylon Hybond-N conforme al protocolo de (Sambrook,
2001). El ADN se fij6 a la membrana al exponerla 5 minutos a luz UV. La membrana se
pre-hibridé en una botella de vidrio a 65°C durante dos horas en solucién de
hibridaciéon con ADN de esperma de salmén 0.1 mg/ml y se hibridé con la sonda
marcada radiactivamente en solucién de hibridacién nueva. Las sondas se marcaron
empleando el kit Rediprimer™ II Random Primer Labelling System (GE Healthcare)
segun las especificaciones del fabricante. La hibridacion se realiz6 a 65°C durante toda
la noche. Posteriormente la membrana se sometié a un lavado con solucién SSC 1X,
SDS 0.1% durante 45 minutos a 65 °C; y a un segundo lavado con solucién SSC 0.1X y
SDS 0.1% durante 45 minutos mas. La membrana se expuso a un cassette de revelado,
el cual se revel6 mediante el uso del escaner Typhoon™ FLA 9500 biomolecular

imager (GE Healthcare), el cual es sensible a sondas radioactivas.

Analisis filogenético

Las secuencias de aminoacidos se alinearon con MUSCLE (Edgar, 2004) en el
programa SeaView (version 4.4.0) (Gouy et al., 2010). El alineamiento resultante se
editd en el programa BioEdit (Hall, 1999), con el objeto de eliminar las regiones poco
conservadas, dejando unicamente el dominio FRD (Pfam: PF01794) y el dominio
NOX_DUOX (Cdd: CD06186) (Marchler-Bauer et al.,, 2013) y el dominio FNR (Pfam:
PF08030) (Finn et al, 2010). Con el alineamiento resultante se realizé6 un arbol
filogenético en el programa SeaView (Gouy et al., 2010) mediante PhyML (Guindon et
al., 2010) utilizando el modelo evolutivo WAG (Whelan & Goldman, 2001; Z. Yang,
1994). La probabilidad fue maximizada al optimizar la topologia del arbol y la
longitud de las ramas. El soporte interno de las ramas se evalué mediante 1000
repeticiones de bootstrap. La topologia del arbol se optimizé mediante Nearest
Neighbor Interchange (NNI) (Desper & Gascuel, 2002). Y BioN] (Gascuel, 1997a). El
codigo de color del arbol se realizo con el programa FigTree

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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RESULTADOS

1.-El gen AN_8683 de A. nidulans codifica para una proteina con posible actividad

de NADPH oxidasa

Con el objetivo de encontrar en A. nidulans proteinas ortologas de una nueva familia
de NOX, representada por Ynol en S. cerevisiae (Rinnerthaler et al., 2012), se realiz6
un andlisis tipo blast con la secuencia de aminoacidos Ynol en la base de datos del

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/blink.cgi?pid=6321278). Este analisis nos

permitié identificar tres genes, que ordenados de menor a mayor e-value
(probabilidad de que la similitud se deba al azar) son: AN8683, AN10893 y AN4906.
Por esta razon, seleccionamos a AN_8683 como posible ortélogo de Ynol (Fig. 10). El
gen AN8683 se localiza en el cromosoma Il de A. nidulans (AspGD, 2011) y la
proteina que codifica es de 801 aminoacidos (91.4 kDa). Como se observa en la figura
11A y B, la proteina AN_8683 tiene caracteristicas comunes con las NOX y las FRE:
posee cuatro histidinas conservadas que participarian en la unién de dos grupos
hemo no idénticos del tipo b (Dominio FRD) (Andrew R. Cross et al., 1995; Finegold et
al., 1996; Lambeth, Kawahara, & Diebold, 2007), asi como secuencias involucradas en
la union al FAD y NADPH, que se encuentran hacia el extremo C-terminal (Dominios

NOX_DUOX y FNR) (Segal et al, 1992).

De acuerdo con un analisis reciente sobre la relacion filogenética entre las FRE y las
NOX, se encontr6 que la presencia de tres aminoacidos (H_TG) puede diferenciar una
enzima tipo NOX de una FRE. De acuerdo con la posicion en la secuencia de NOX2 de
humano, estos aminoacidos son: H-119, T-178 y G-179 (Zhang et-al, 2013). En la
figura 11A se muestra un alineamiento entre las proteinas Ynol, AN8683, NoxA de A.
nidulans y NOX5 de humanos. Indicados con un cuadro amarillo, se muestra que estos
aminodacidos estan conservados en NoxA y NOX5. En cambio, Ynol y AN8683 poseen
una F en lugar de H y solamente AN8683 muestra los aminoacidos TG, mientras que
estos corresponden a VG en Ynol. De acuerdo con estos resultados, tanto AN8683

como Yno1l solo cumplen parcialmente con la presencia de los aminoacidos H_TG, a
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Fig 10. El gen AN_ 8683 de Aspergillus nidulans es el homdlogo mas parecido a YNO1.
Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la NOX atipica Ynol de levadura (Rinnerthaler et
al,, 2012), con AN_8683, AN10893 y AN4906. Los aminoacidos conservados en todas las proteinas
estan sombreados. Los dominios FRD, NOX-DUOX y FNR estan indicados por lineas. Las histidinas
conservadas candidatas para la ligacién de los grupos hemo estan indicadas con cabezas de flecha.
Los dominios putativos de unién al FAD y NADPH se muestran enmarcados. Los tres aminoacidos
que se ha propuesto que definen a las NOX estan encerrados en cuadros amarillos. El alineamiento
se realizé con el programa T-COFFEE (http://tcoffee.vital-it.ch/) y se refiné con el programa

GeneDoc (http://www.psc.edu/biomed/genedoc). Al final de cada alineamiento se muestra

cuadro de porcentaies de identidad correspondiente.
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pesar de que existe buena evidencia experimental de que Ynol posee actividad de

NOX (Rinnerthaler et al., 2012).

Como parte del mismo analisis, comparamos Ynol y AN8683 con FRE7 (Martins et al,,
1998) y FreA (Oberegger et al., 2002) de S. cerevisiae y A. nidulans, respectivamente.
Como puede verse en la Fig. 11B, todas las proteinas tienen una F en lugar de la H
correspondiente a la H-119 en NOX2, excepto FreA que posee una V. Con respecto al
dipéptido TG conservado en las NOX, este solo esta presente en AN8683, indicando
que por este criterio, es posible distinguir a AN8683 de otras proteinas identificadas

experimentalmente como FRE.

En resumen, nuestros resultados indican que la proteina AN8683 de A. nidulans
cumple parcialmente con el criterio que se ha propuesto recientemente como
diagnostico de las proteinas NOX (Zhang et-al, 2013), lo cual justifica la busqueda de
proteinas homologas a AN8683 en otros hongos, asi como el andlisis experimental de

dicha proteina.

Para detectar otras proteinas semejantes a Ynol y AN8683 en otros hongos, tanto
Ascomicetos como Basidiomicetos, se llevo a cabo un andlisis tipo Blast usando la
secuencia de aminoacidos de YNO1 y AN8683 contra el genoma de los hongos antes
mencionados. Las proteinas identificadas se alinearon utilizando el algoritmo MUSCLE
(Edgar, 2004), el cual realiza un analisis local y global de las secuencias de
aminodcidos, utilizando el programa SeaView (Gouy et al., 2010). El alineamiento se
editd en BioEdit (Hall, 1999) dejando unicamente los dominios FRD, NOX_DUOX y
FNR. Con el alineamiento editado se construyé un arbol filogenético en SeaView
usando el modelo evolutivo para proteinas globulares llamado WAG (Whelan &
Goldman, 2001). El arbol obtenido, que se muestra en la figura 124, sugiere que
existen al menos cuatro grupos de proteinas: el grupo de las NOX (compuesto por
NOXA, NOXB y NOXC), un pequeno grupo que solo incluye a Ynol y FRES, lo cual llama
la atencion porque FRES8 es importante para crecer en limitacion de hierro (De Freitas

et al,, 2004), el grupo de las FRE y un grupo que hemos denominado Fre/Nox, de
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acuerdo con la nomenclatura de Zhang et al. (2013). Este analisis, también colocé a
FRE7 en el grupo de las FRE/NOX, lo cual resulta inesperado, ya que el gene fre7
parece codificar para una FRE que se induce exclusivamente por la privaciéon de Cobre

(Yun etal,, 2001).

Un alineamiento de los dominios FRD y FNR de todas las proteinas que en el arbol
filogenético se identificaron como FreNox se muestra en la Fig. 12B se observa que los
aminoacidos correspondientes a NOX2 T-178 y G-179, estan conservados en todas las
proteinas. Sin embargo, el sitio de uniéon a NADPH del dominio FNR estd poco
conservado entre estas proteinas. Con este andlisis se pudo identificar a AN10893 en
A. nidulans, como una segunda proteina con posibles caracteristicas del grupo de las

FRE/NOX (Zhang, Krause, Xenarios, Soldati, & Boeckmann, 2013).
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Fig 11. El gen AN_8683 de Aspergillus nidulans codifica para una proteina con similitud a las
NADPH oxidasas. A) La secuencia de aminoacidos de AN_8683 se aline6 con la NOX atipica Yno1l de
levadura (Rinnerthaler et al, 2012), NoxA de Aspergillus nidulans (Lara-Ortiz, Riveros-Rosas, &
Aguirre, 2003) y Nox5 de humano (Banfi et al,, 2001; Cheng, Cao, Xu, van Meir, & Lambeth, 2001). B)
Alineamiento de los aminoacidos de AN_8683 con Ynol (Rinnerthaler et al, 2012) y Fre7 de
levadura (Martins, Jensen, Simon, Keller, & Winge, 1998) y FreA de A. nidulans (Oberegger et al,,
2002). Los aminoacidos conservados en todas las proteinas estan sombreados. Los dominios FRD,
NOX-DUOX y FNR estan indicadas por lineas. Las histidinas conservadas candidatas para la ligacién
de los grupos hemo estan indicadas con cabezas de flecha. Los dominios putativos de unién al FAD y
NADPH se muestran enmarcados. Los tres aminoacidos que se ha propuesto que definen a las NOX
estan encerrados en cuadros morados. El alineamiento se realiz6 con el programa T-COFFEE

(http: //tcoffee.vital-it.ch/) y se refiné con el programa
(http://www.psc.edu/biomed/genedoc). Al final de cada alineamiento se muestra el cuadro de

porcentajes de identidad correspondiente.
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Fig 12. Los hongos poseen proteinas conservadas del grupo FRE/NOX (preNOX). A) Las
proteinas mas parecidas a Ynol y AN8683 se alinearon con el programa SeaView (Gouy, Guindon, &
Gascuel, 2010) usando MUSCLE (Edgar, 2004). El arbol se construy6 usando el método de maxima
verosimilitud con el algoritmo PhyML (Guindon et al.,, 2010) con el modelo WAG . Los nimeros en las
ramas son valores de 1000 repeticiones de bootstrap realizadas con el algoritmo de BioNeighbor
Joining (BioN]) (Gascuel, 1997b). S6lo se muestran valores mayores a 40. La topologia del arbol se
optimizé mediante el algoritmo del intercambio del vecino mdas cercano (Nearest neighbour
Interchange, NNI). El arbol se colore6 con el programa FigTree
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). Las proteinas se indican con el nimero de acceso en las
bases de datos AGD (A. nidulans, A. niger, A. terreus A. flavus, A. fumigatus ) la FGI (N. crassa, U. maydis,
M. oryzae) y la SGD (S. cerevisiae). Las ramas en azul corresponden a las proteinas que en las
posiciones correspondiente a los aminoacidos H_GT, que de acuerdo a Zhang et al (2013) definen a las
NOX, en este grupo corresponden a F_GT. B) Alineamiento de los dominios de las proteinas del grupo
preNOX. Se muestran los dominios FRD y FNR de las enzimas identificadas pertenecientes al grupo
preNOX. Los aminodcidos conservados en todas las proteinas estan sombreados. Las histidinas
conservadas candidatas para la ligacion de los grupos hemo estan indicadas con cabezas de flecha. La
posicion correspondiente a los aminoacidos H_GT, que de acuerdo a Zhang et al (2013) definen a las
NOX, en este grupo corresponden a F_GT y estan encerrados en cuadros amarillos. El sitio de unién al
NADPH esta encerrado en verde. El alineamiento se realiz6 con el programa T-COFFEE
(http://tcoffee.vital-it.ch/) v se refin6 con el programa BioEdit (Hall, 1999).

2.- Eliminacién del gen An_8683 mediante la técnica de PCRs sobrelapadas (Double

Joint PCR)

Para eliminar el gen AN_8683, se generd una construccién empleando la técnica de
PCRs sobrelapadas (D] PCR) (Yu et al, 2004). Se amplificaron mediante PCRs
independientes, fragmentos de aproximadamente 1 kb rio arriba y rio abajo de la
secuencia codificante del gen; asi como el marcador de seleccion riboB2 de A.
fumigatus (C. E. Oakley, Weil, Kretz, & Oakley, 1987). Mediante otra PCR se obtuvo el
producto de fusién que se usd para transformar A. nidulans, esperando que por un
evento de doble recombinacién homologa se reemplazara el gen silvestre por el

marcador de seleccion.

La transformacién con dicha construccion se realizé mediante la electroporacion de
esporas electrocompetentes de la cepa 11035 (Tabla 1). Esta cepa tiene reemplazado
el gen nkuA por el marcador de seleccién argB2, lo que favorece la recombinacion
homodloga en eventos de integracion de ADN (Nayak et al., 2006). Se obtuvieron 5
transformantes que fueron confirmadas mediante hibridaciéon tipo Southern Blot.

Todas las transformantes obtenidas presentaron el evento deseado, aunque en
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algunas transformantes la banda es un poco tenue (Fig. 13B). Esto confirmé que en
estas mutantes el marcador riboB2 reemplazé al gen AN_8683. Se decidi6 trabajar con

la transformante 1, a la que se le nombré TTP1 (Tabla 1).

Sall Sall 12kb —

_.I__ AN_8683 L 10 kbe

6 kb—

Sall Sall 5 kb
sall | Sl | Sall

I 4 kb—
riboB2
e o— W e

2 kb—

Fig 13. Eliminacién del gen AN_8683. A) La construccién generada mediante PCR para eliminar el
gen AN_8683, que contiene el gen riboBZ como marcador selectivo, se usé para transformar la cepa
11035 de A. nidulans. E1 ADN de las cepas transformantes y de la cepa silvestre se digiri6 con la enzima
Sall y se us6 para la hibridacion tipo Southern con la sonda indicada. B) El patrén de digestion de la
cepa silvestre corresponde a una banda de 10 kb, mientras que la mutante 4AN_8683 genera una
banda de 3 kb. El ADN de las cepas 1 a 5 corresponde a transformantes de la cepa 11035; todas las
transformantes muestran el evento esperado y de estas cepas se seleccion6 de manera arbitraria a la
transformante 1 a la cual se denominé TTP1.

Con el propdsito de obtener las cepas 4AN_8683 en un fondo isogénico se realizaron
cruzas sexuales de la mutante TTP1 con cepas silvestres en el gen AN_8683. De esta
progenie se obtuvo una posible candidata AAN_8683, llamada CTP1, para comprobar
que la cepa fuera mutante en el gen AN_8683 se realiz6 una PCR diagnéstica usando
los oligos NFWD y Riboreverse (Tabla 2), que amplifican una banda de 2.8 kb (Fig.
14Ay B).

La cepa 11035 carece del gen nkuA, que codifica una proteina con actividad
recombinasa, lo que favorece la recombinacién homdloga. La delecion de este gen

consiste en su reemplazo por el gen argB. Carecer de este gen no es conveniente a
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largo plazo debido a que podrian fijarse mutaciones no deseadas (Nayak et al., 2006),

por lo que para identificar que la cepa CTP1 contiene el gen silvestre nkuA se realiz6

A NFWD B
WT  TTP1  CxTil

AAN_8683 o G- '
Rio sy 2kb il -

kuA 5 _Wl' . TTP1 CxT9 CxT1il
T B e
nkuA ‘ ' g A
< 2kb N R
kuA 3’ 5 X it !
C D WT  ANoxA NxT18
NoxaStor —
=Y 3kb - - -
ANoxA pyrG 2kb — .
WT  TTP1  NxT18
AAN 8683 = &3 v =
2kb :
WT 11055 NxT18
nkuA -

3kb
|

kuA 3"
2kb -

Fig 14. Obtencion de cepas isogénicas auxoétrofas a PABA y con el gen silvestre nkuAd. A)
Comprobacién de la cepa 4AN_8683. PCRs diagnédsticas empleando los oligos NFW y Riboreverse, para
confirmar las mutaciéon 4AN_8683 y los oligos 5Dig-nkuA y 3Dig-nkuA, para comprobar la presencia del
gen silvestre nkuA en la cepas obtenidas de la cruza CLK43xTTP1 (CxT). B) S6lo una cepa mostro el
patrén de bandas deseado, CxT11 que fue denominada CTP1. Se utilizé ADN de la cepa silvestre CLK43
(WT), como control negativo y ADN de la cepa TTP1 como control positivo. C) Comprobacion de la cepa
ANoxA AAN_8683 en fondo silvestre nkuA. PCRs diagndsticas con los oligos noxA5for-pyrGreverse, para
confirmar la delecidn del gen noxA; NFW-riboreverse, para confirmar la eliminacién del gen AN_8683 y
5Dig-nkuA y 3Dig-nkuA para comprobar la presencia del gen silvestre nkuA en cepas obtenidas de la
cruza ANoxAXTTP1 (NxT) D) Unicamente la cepa NxT18 mostré el patrén de bandas deseado y se
denominé CTP2. Se utilizé ADN de la cepa silvestre CLK43 (WT), como control negativo y como
controles positivos ADN de la cepa CAH4 y TTP1, respectivamente.

53



PCR diagnéstica con los oligos 5Dig-nkuA y 3Dig-nkuA (Tabla 2) que amplifican una
banda de 2078 pdb (Fig. 14Ay B).

Debido a que en Aspergillus nidulans, se habia reportado previamente una enzima
NOX (NoxA) la cual es esencial para el desarrollo sexual (Lara-Ortiz et al., 2003), se
realizaron cruzas sexuales de la mutante TTP1 con cepas mutantes en el gen nox4, ya
que si el gen AN_8683 codificara para una proteina con actividad de NOX nos intereso
saber como se comportaria una cepa carente de ambas proteinas. De la progenie se
obtuvo 1 posible candidata que fue comprobada mediante PCR diagnéstica empleando
los oligos NoxA5for y pyrGreverse (Tabla 2), que amplifican una banda de 2.9kb (Fig.
14Cy D). Al igual que en las mutantes sencillas, para corroborar la presencia del gen
silvestre nkuA se emplearon los oligos 5Dig-nkuA y 3Dig-nkuA (Tabla 2) que
amplifican un producto de 2078 pdb en las cepas que poseen este gen. De la progenie
se obtuvo 1 posible candidata que fue comprobada mediante PCR diagndstica (Fig.

14D).

3.-La eliminacion del gen AN_8683 afecta la conidiacion

Se ha descrito que la delecién en el gen noxA produce severos efectos en la
conidiacién, ya que la reduce en aproximadamente 50% con respecto a una cepa
silvestre (Becerril y Aguirre, datos no publicados). Debido a que el gen AN_8683
podria codificar para una proteina con actividad de NOX decidimos cuantificar la
produccion de esporas en la cepa carente del gen AN_8683. Como se puede apreciar en
la figura 15A, el borde de las colonias de las cepas carentes de uno (4noxA 6
AAN_8683) o ambos genes (4noxAAAN_8683) es distinto al de una cepa silvestre, lo
que a simple vista da la impresion de que carecer de alguna de estas dos proteinas
reduce la conidiacién. Para comprobar esto se realiz6 la cuantificacion total de
conidias en todas las cepas (Fig. 15B). Debido a que el gen AN_8683 podria codificar
para una proteina con actividad de FRE, decidimos realizar la cuantificacion de

crecimiento y esporulacion asexual en ausencia (Fe-) y presencia (Fe+) de hierro. En
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las Figuras 15C y 15D se puede apreciar que la carencia de hierro no afecta el
crecimiento radial de ninguna de las cepas, pero si tiene un efecto negativo en la
esporulacién tanto en la cepa silvestre como en las mutantes. Sin embargo, las
mutantes AAN 8683 (CTP1) y AnoxA (CAH4) mostraron una conidiaciéon menor que la

de la cepa silvestre tanto en presencia como en ausencia de hierro en el medio.

wT AAN 8683  AnoxA AAN_8683

awr 0w
B AN 883 s B AN 8453
] anoxA 0.8+ ) anoxA

[ AnoxA AAN_8683 [ AnoxA AAN_8683

0 6

049
054

Conidios/em? (107)
Consasier? (107)

0.2
0.04 00

Fig 15. La posible reductasa de hierro AN_8683 y la NADPH oxidasa NoxA regulan la conidiacion.

A), C) En los paneles superiores, se inocularon esporas (1x105) de las cepas CLK43 (WT), CAH4

(4noxA), CTP1 (4AN_8683) y CTP2 (4noxA AAN_8683) en el centro de cajas Petri con medio minimo

(con hierro) y en medio Pontecorvo (sin hierro) y se incubaron a 37°C por 5 dias. B), D) Cuantificaiéon

de esporas totales de las cepas mostradas en A) y C). Se calcul6 el area de las colonias y se obtuvo la

cantidad de esporas/cm?. Se muestra el promedio de cuatro experimentos independientes, las barras

indican la desviacion estandar.

Notablemente, en ambas condiciones el defecto en la conidiacion se vio incrementado
en la doble mutante. Por un lado, estos resultados indican que la proteina AN_8683 no
se requiere para crecer en condiciones de limitacion de hierro. Por otro lado, los
resultados también indican que tanto AN_8683 como NoxA se requieren para conidiar
normalmente y que ambas proteinas contribuyen a la conidiacion de manera

independiente.
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4.-Las cepas AAN_8683 generan mas cleistotecios

Se ha reportado que una cepa carente del gen noxA esta bloqueada en el desarrollo
sexual (Lara-Ortiz et al., 2003), por lo tanto decidimos seguir el desarrollo sexual en

las cepas carentes del gen 4AN_8683 o de ambos genes (4noxA AAN_8683).
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200+
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Fig 16. La delecion de la posible reductasa férrica AN_8683 causa una exacerbacion del
desarrollo sexual. (A) Las cepas CLK43 (WT) y CTP1 (4AN_8683) se indujeron sexualmente en
placas a confluencia como se reporté previamente (Kawasaki, Sanchez, Shiozaki, & Aguirre, 2002).
Las fotografias se tomaron después de nueve dias de induccion. Bajo estas condiciones la mutante
AAN_8683 produce mas células Hiille y cleistotecios que una cepa silvestre (WT) (B). Las cepas
CLK43 (WT) y CTP1 (4AN_8683) se indujeron sexualmente como en (A) y se tomaron muestras cada
72h (ver Material y Métodos). El nimero total de cleistotecios por area se contd en microscopio
estereoscopico y se calcul6 el nimero de cleistotecios por cm?2como reporta (Kawasaki et al., 2002).
Los datos muestran el promedio de tres experimentos independientes; las barras indican la
desviacién estandar.

56



La mutante carente de ambos genes (4noxA AAN_8683) resultd incapaz de generar
cleistotecios, es decir, se comporta como una cepa sin el gen noxA (datos no
mostrados). Sin embargo, como se puede observar en la figura 16A, la cepa 4AN_8683
parecia generar mas cleistotecios que una cepa silvestre, por lo que procedimos a
realizar la cuantificacién de éstos. Como se puede observar en la Fig. 16B, la delecion
del gen AN_8683 provoca una clara exacerbacién del ciclo sexual, indicando que NoxA

y AN_8683 regulan de manera opuesta la diferenciacién sexual en A. nidulans.
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DISCUSION

En los hongos las NADPH oxidasas (NOX) son esenciales para el desarrollo sexual
(Aguirre et al., 2005; Cano-Dominguez et al.,, 2008; Lara-Ortiz et al., 2003; Malagnac et
al., 2004; Tudzynski et al., 2012). Las NOX y las FRE son proteinas homoélogas que
comparten dominios (M. Wang et al, 1997), por lo que es dificil diferenciarlas
estructuralmente. Sin embargo, diversos analisis filogenéticos (Aguirre et al., 2005;
Kawahara et al.,, 2007) han indicado que los hongos poseen 3 subfamilias de NOX
(NOXA-C). Esta vision se modificé recientemente cuando se reporté6 que la proteina
Ynol de levadura tiene actividad de NOX (Rinnerthaler et al., 2012). Anteriormente
Ynol se consideréd una FRE y se colocd en la familia de FRE8 (Blatzer et al.,, 2011;
Grissa et al,, 2010). Sin embargo, YNO1 parecia no tener actividad de FRE, debido a
que no se expresaba en condiciones de bajo hierro o cobre (Martins et al., 1998; Yun et

al, 2001).

Estos resultados nos llevaron a buscar homodlogos de Yno1l en A. nidulans ya que hasta
ahora se ha considerado que los hongos del género Aspergillus poseen una sola
enzima NOX (Lara-Ortiz et al., 2003). Inicialmente, nuestro analisis bioinformatico
identific6 a la proteina AN_8683 como posible homologa de Ynol en A. nidulans. Sin
embargo, una comparacion mas detallada entre Ynol y AN_8683 muestra diferencias

importantes entre ambas proteinas:

1. Recientemente se propuso que las enzimas NOX poseen 3 aminodacidos conservados
que no estan presentes en las FRE (Zhang et al,, 2013). Estos aminoacidos, de acuerdo
con su posicion en la estructura primaria de NOX2, son H-119, T-178 y G-179 (H_TG;
indicados en cuadros amarillos las figuras 11A y B). En efecto, éstos aminoacidos
estan presentes en NoxA de A. nidulans y Nox5 de humano (Fig. 11A) y estan poco
conservados en FreA de A. nidulans, Ynol y Fre7 de S. cerevisiae (Fig. 11B). Ni Yno1l, ni
AN_8683 cumplen con esta regla. En Ynol los aminoacidos correspondientes son

F_VG, mientras que en AN_8683 estos son F_TG. Sin embargo, el hecho de que dos de
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los tres aminoacidos conservados en las NOX estén presentes en AN_8683 (Fig. 11A)
sugiere que esta proteina podria tener actividad de NOX, a pesar de que la histidina
119 esta substituido por una fenilalanina en AN_8683. Se ha propuesto que en las
proteinas mioglobina y hemoglobina, que contienen grupos hemo involucrados en el
transporte de oxigeno, esta histidina estabiliza la union del oxigeno (Olson et al,
1988). En las NOX la histidina 119 podria estabilizar el ligando del grupo hemo
proximal, debido a que este aminoacido esta muy conservado en la mayoria de los
homologos del grupo NOX (Zhang et al., 2013). Sin embargo, la NOXC de D. discoideum,
carece de esta histidina y en su lugar posee un residuo de triptéfano (Lardy et al,,
2005) que, siendo también un aminoacido aromatico, podria llevar a cabo una
funcién similar. Es posible caracter aromatico de la fenilalanina presente en Ynol y
AN_8683, permitan llevar a cabo una funcién similar a la H-119 presente en las NOX,

aunque con distinta afinidad y capacidad para producir superéxido.

2. Por otra parte, se ha reportado que el sitio de unién al NADPH del dominio FNR de
Ynol [FSCGPPS] es mas parecido al de las proteinas DUOX que al de las FRE (Fig. 11 A
y B) (Rinnerthaler et al,, 2012). Sin embargo, en AN_8683 este sitio de union al NADPH
[VYVCGPPS] se alinea mejor con el de las proteinas NOX, como se observa en la figura

11A. De acuerdo con este criterio, AN_8683 es mas parecida a una NOX que Ynol.

3. Se ha reportado que el nimero de aminoacidos intermedios entre las histidinas que
coordinan los grupos hemo esta muy conservado en animales, algas, plantas y hongos.
El primer par de Histidinas tiene una separacion de 13 aminoacidos, tanto en NOX
como en FRE (Fig. 11A y B). Sin embargo, el nimero de residuos entre el segundo par
de Histidinas varia entre proteinas, ya que en las FRE hay 13 aminoacidos (Fig. 11B),
mientras que en las NOX sélo hay 12 (Fig. 11A) (Sumimoto, 2008). En este aspecto,
Ynol y AN_8683 tienen una separacion de 13 aminoacidos. De acuerdo con esto, tanto

Ynol como AN_8683 tienen mayor similitud con las FRE que con la NOX (Fig. 11A).

Zhang y colaboradores (2013) han propuesto que en la base de la divergencia

evolutiva del grupo NOX, surgi6 un tipo de proteinas con caracteristicas de FRE y NOX,
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es decir FRE con actividad de NOX. De acuerdo con esto, las FRE bacterianas pasaron a

los eucariontes mediante transferencia horizontal de genes y posteriormente

divergieron originando por un lado las FRE de hongos, protistas y plantas, y por otro

hubo una ganancia de la Thr-178 y la Gly-179, que probablemente son necesarias

para la produccién de ERO, originando el grupo de las enzimas preNOX (Fig. 17), del

que mas tarde se originaria el grupo NOX.

Bacteria

|

lHGT a los primeros eucariontes E Uka ryom

¢ERO? Ganancia de la Thr-178 y Gly-179

eFRE \
preNOX

Ganancia de la His-119 y
Pérdida en - la regulacion por calcio (EF-hands)

Metazoa

fuNOX-EF

W de regulacién

Pérdida de la regulacion por calcio,
Ganancia de nuevos mecanismos

Fig 17. Modelo propuesto para explicar la historia evolutiva de las NOX. Las FRE bacterianas
(bFRE) pasaron mediante un evento de transferencia horizontal génica (HGT) a los eucariontes
(eFRE), originando por un lado, las FRE de hongos (fuFRE) y las FRE de plantas y protistas (ppFRE), y
por otro lado el grupo de las preNOX, al adquirir la Thr-178 y la Gly-179. De este grupo divergieron las
NOX de hongos (fuNOX-EF) y posteriormente las NOX de mamiferos (Modificado de Zhang., et-al

2013).
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De acuerdo con este andlisis y la identificacién de la proteina AN_8683 como una
posible NOX en A. nidulans, nos interes6 examinar la presencia de este tipo de
proteinas en otros hongos Ascomicetos y Basidiomicetos. Nuestro andlisis filogenético
(Fig. 12A) mostro6 la presencia de cuatro clados principales. Los clados de las NOX e
YNO1/FRE8 se diferencian claramente del resto. Mientras que hay evidencia
experimental de que Ynol produce ERO (Rinnerthaler et al.,, 2012); sobre FRES8 sdlo

se sabe que es importante para crecer en limitacion de hierro (De Freitas et al.,, 2004).

El clado de las proteinas FRE esta dividido en dos grupos. El primer grupo, que hemos
nombrado Fre/Nox, estd conformado por proteinas que contienen dos de los
aminodacidos que supuestamente caracterizan a las NOX, es decir, el dipéptido TG.
Estas proteinas carecen de la His-119 (Fig. 12B) y la mayoria contiene en esa posicién
aminodacidos aromaticos que podria estar supliendo la funcién de la histidina. Ademas,
las proteinas de este grupo tienen el sitio de unién a NADPH del dominio FNR muy
conservado entre ellas y como se habia visto en la figura 11A, mas parecido al de las
NOX. Este grupo incluye a FRE7, que es una reductasa férrica exclusiva de cobre (Yun
etal,, 2001). Es de notar que Ustilago maydis posee 3 proteinas del grupo FRE/NOX, ya
que al igual que S. cerevisiae, este hongo carece de NOX canénicas. Sin embargo M.
oryzae que tiene 3 NOX canodnicas también posee 3 proteinas del grupo FRE/NOX (Fig.
124A).

A. nidulans posee una segunda proteina del grupo FRE/NOX, la llamada AN_10893,
que muestra una identidad de 27% con respecto a AN_8683 (Fig. 10).

En el segundo grupo de este clado se encuentran las FRE canénicas involucradas en la
RIA, que Unicamente conservan la Gly-179 (datos no mostrados). Las FRE1-6 de

levadura se localizan en este grupo (Fig. 12A).

En resumen, este analisis indica la existencia de cuatro tipos de proteinas, las NOX
canodnicas que producen 02, las NOX similares a YNO1 que parecen producir Oz, las

FRE con los aminoacidos X_TG, donde X es un aminoacido aromatico, que podrian
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producir ERO y las FRE candnicas que reducen metales para su posterior
internalizacion celular. Determinar si el grupo de las FRE/NOX posee actividad de

NOX requiere de un andlisis experimental de estas proteinas.

Nuestros resultados experimentales mostraron que el gen AN_8683 no se requiere
para crecer en bajo hierro, lo cual sugeriria que este no codifica para una FRE. Sin
embargo, existen 9 genes FRE en el genoma de A. nidulans, por lo que es posible que la

inactivacion de uno solo no tuviese afectos notables en la asimilacion del hierro.

A favor de que AN_8683 codifique para una NOX esta el hecho de que su eliminacién
haya causado una disminucién en la conidiacién, ya que este es un fenotipo observado
en las mutantes que carecen de la NOX NoxA. Es interesante que una cepa carente de
ambos genes AnoxAAAN_8683 produce aun menos conidias que las cepas carentes de
noxA o AN_8683, lo cual indica que las actividades de NoxA y AN_8683 contribuyen de

manera independiente a la conidiacién en A. nidulans.

La disminucién en la conidiacién en las mutantes noxA y A4AN_8683 podria
relacionarse con resultados reportados recientemente en M. oryzae (Ryder et al,
2013). En este hongo patdgeno de plantas, las NOX se requieren para formar un anillo
de septina, un componente del citoesqueleto celular. Este anillo se forma en la region
del apresorio, a partir de la cual se genera una hifa muy delgada que penetra la
epidermis de la planta huesped. A. nidulans posee 5 septinas diferentes y se ha
reportado que durante la conidiogénesis de A. nidulans la septina AspB es esencial. La
carencia del gen aspB produce un amplio rango de fenotipos anormales en los
conidi6foros que resultan en pequefas cadenas de conidias y por lo tanto en una
menor conidiacion (Hernandez-Rodriguez, Hastings, & Momany, 2012; Momany &
Hamer, 1997; Westfall & Momany, 2002). Es posible que tanto NoxA como AN_8683

contribuyan a la conidiacion a través de la formacion de anillos de septina.

Contrario a lo observado durante la conidiacién, la eliminacién de noxA y AN_8683

tuvo efectos opuestos en el desarrollo sexual. Mientras que la eliminacién del gen

62



noxA bloquea el desarrollo sexual (Lara-Ortiz et al., 2003), la cepa 4AN_8683 mostrd
una exacerbacion del ciclo sexual, produciendo una mayor cantidad de cleistotecios en
comparaciéon con una cepa silvestre (Fig. 16) y una mutante doble (4AnoxAA4 AN_8683)
fue incapaz de producir cleistotecios (datos no mostrados). Se sabe que la
sobreexpresion de noxA causa una produccién prematura y alta de cleistotecios (Lara-
Ortiz et al., 2003). Una posibilidad a explorar es que la carencia de AN_8683 cause una

sobreexpression de noxA.

Desconocemos cémo es que el gen AN_8683 podria estar regulando el desarrollo
asexual y sexual en A. nidulans. Las FRE, también podrian tener papeles importantes
durante el desarrollo. En N. crassa se ha visto que durante la conidiacion, cinco genes
que codifican posibles proteinas FRE se sobreexpresan durante las primeras 3 horas
de crecimiento, y uno de los genes disminuye su expresion durante la conidiaciéon
(Grissa et al., 2010). En P. anserina se ha reportado que los genes nox no se regulan
significativamente durante la maduracién de las estructuras sexuales (peritecios) y el
crecimiento vegetativo (Brun et al., 2009). En cambio, la expresion de algunas FRE se
modifica durante el desarrollo del hongo, especificamente durante el crecimiento
vegetativo y el desarrollo sexual (formacion del peritecio) (Grissa et al., 2010).
Finalmente, en P. anserina la expresion de tres genes FRE se ve incrementada en una
cepa 4nox1, la cual degrada celulosa mas eficientemente y produce una mayor
cantidad de ERO que una cepa silvestre (Brun et al.,, 2009; Malagnac et al., 2004).
Estos resultados muestran que es necesario profundizar en el andlisis de la proteina
AN_8683 antes de poder concluir que esta posee actividad de NOX. De cualquier
forma, las funciones de AN_8683 en la conidiacion y el ciclo sexual hacen interesante

su estudio per se.
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CONCLUSIONES

La secuencia de las proteinas codificada por los genes AN_8683 y AN_10893 poseen
dos de tres aminoacidos conservados en las enzimas preNOX y ausentes en las FRE,
ademas de una mayor similitud con las NOX verdaderas en los sitios de unién al

NADPH y FAD, lo cual sugiere que estas 2 proteinas tengan actividad de NOX.

Las mutantes carentes del gen AN_8683 no estan afectadas en el crecimiento radial,
aun en condiciones de bajo hierro, pero si en la conidiacién, debido a que producen
menos conidias que una cepa silvestre. La producciéon de conidias en una cepa
AnoxAAAN_8683 es menor a la de una cepa AAN_8683. La actividad de AN_8683 y noxA

en el desarrollo vegetativo es aditivo.

AN_8683 también juega un papel importante en el desarrollo sexual de A. nidulans
mediante un mecanismo que desconocemos, debido a que las cepas mutantes

AAN_8683 presentan un incremento de cleistotecios con respecto a una cepa silvestre.
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PERSPECTIVAS

Generar una mutante A4AN_10893, caracterizarla y cruzarla con una cepa
AAN_8683 Anox A para obtener mutantes triples y caracterizar su crecimiento
y desarrollo.

Substituir el ORF de NoxA por el de AN_8683 y determinar si esta tltima puede
suplir la funcién de NoxA en la diferenciacidn sexual.

Medir la expresion de AN_8683 durante el desarrollo vegetativo y la
diferenciacién sexual.

Determinar la localizacién de AN_8683 mediante fusiones con la proteina
fluorescente kmRFP.

Generar mutantes puntuales de NoxA y AN_8683

Determinar detalladamente la morfologia de los conidi6foros de las mutantes
AnoxA y AAN_8683 sencillas y dobles en distintos estadios del desarrollo.

Medir la cantidad de ERO producidas por las mutantes 4AAN_8683 y AnoxA
AAN_8683
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