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Resumen de la tesis que presenta Marco Antonio Figueroa Venavides como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacidon en Microbiologia.

El papel de la ornitina descarboxilasa en el desarrollo del hongo filamentoso Neurospora crassa

Resumen aprobado por:

Dra. Ernestina Castro Longoria
Director de tesis

Las poliaminas son un grupo de compuestos nitrogenados, las cuales son producto del metabolismo en
todas las especies existentes, la principales poliaminas son: la putrescina, espermidina y espermina. Su
cardacter policatidénico les permite interactuar con proteinas y acidos nucleicos, por lo cual ejercen un
papel determinante en procesos asociados al crecimiento, desarrollo y la proliferacién celular. En el
hongo filamentoso Neurospora crassa, la Unica ruta de sintesis de poliaminas que se ha descrito es a
través de la enzima ornitina descarboxilasa (ODC), que produce putrescina a partir del aminodcido
ornitina. A pesar de que en décadas pasadas se ha estudiado a la ODC y la produccién de poliaminas en
N. crassa, poco se conoce acerca de su intervencién en los procesos encargados de mantener su
caracteristico crecimiento polarizado. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es analizar el papel que
tiene dicha enzima en el desarrollo del hongo N. crassa y determinar los efectos que causa la deficiencia
de la ODC en la morfogénesis celular. Para esto se generd la mutante nula Aodc, revelando que la
delecién del gen produce letalidad para el hongo. Por lo tanto, se realizd la caracterizacién fenotipica de
la mutante heterocarion, se encontré un fenotipo bastante afectado: con un crecimiento polarizado
irregular, mas lento, con baja produccién de conidios y biomasa, e hifas hiper-ramificadas. El fenotipo de
la colonia fue restablecido mediante la adicidn de putrescina exdgena, lo cual indica deficiencia de
poliaminas en la cepa generada. Por otro lado, se sabe que las Rho GTPasas CDC-42 y RAC juegan un
papel primordial en el mantenimiento de la polaridad celular de N. crassa, ya que se encargan de la
organizacidn del citoesqueleto de actina. Para investigar si la disminucién de los niveles de poliaminas
causa algun efecto en la dinamica y funcién de las GTPasas y la F-actina, se utilizé el DFMO, un inhibidor
irreversible especifico de la ODC, en cepas con CDC-42, RAC y actina etiquetadas con proteinas
fluorescentes. Se encontrd que al inhibirse la ODC, tanto las Rho GTPasas como la F-actina muestran
alteraciones en sus dinamicas que repercuten en el crecimiento polarizado de las hifas. Si bien es
necesario determinar la relacion que pudiera existir entre las poliaminas y las Rho GTPasas, los
resultados indican que la deficiencia de poliaminas altera la organizaciéon y dindmica de estos
componentes, los cuales son los responsables de mantener el crecimiento polarizado en N. crassa.

Palabras clave: Neurospora, ornitina descarboxilasa, poliaminas, ornitina, crecimiento.



Abstract of the thesis presented by Marco Antonio Figueroa Venavides as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Microbiology

Role of ornithine decarboxylase in the development of the filamentous fungus Neurospora crassa

Abstract approved by:

Ph.D. Ernestina Castro Longoria
Thesis Director

Polyamines are a group of nitrogen compounds, which are product of the metabolism in all existing
species, the main polyamines are: putrescine, spermidine and spermine. Their polycationic nature allows
them to interact with proteins and nucleic acids, playing a critical role in biological processes associated
with growth, development and cell proliferation. In the filamentous fungus Neurospora crassa, the only
synthesis pathway described is through the ornithine decarboxylase (ODC), which produces putrescine
from ornithine. Although ODC and the production of polyamines in N. crassa have been studied in recent
decades, little is known about their involvement in processes that maintain its distinctive polarized
growth. Therefore, the objective of this work is to analyze the role of this enzyme in the development of
the fungus N. crassa and to determine the effects caused by the deficiency of ODC in cellular
morphogenesis. For this, the null mutant Aodc was generated, revealing that the gen deletion produces
lethality. Therefore, the phenotypic characterization was performed using the heterokaryon strain. It
was found an affected phenotype; with an irregular polarized growth, slower hyphal growth, poor
production of conidia, low biomass, and hyperbranched hyphae. The addition of exogenous putrescine
restored normal colonial phenotype, this was indicative of a polyamine deficiency strain. On the other
hand, the Rho GTPases CDC-42 and RAC play a key role in the maintenance of cell polarity of N. crassa, as
they are responsible for the organization of the actin cytoskeleton. To investigate if the deficiency in
polyamines has any effect on the dynamics and function of the GTPases and F-actin, the DFMO (an
irreversible specific inhibitor of ODC) was used in CDC-42, RAC and actin GFP-labeled strains. It was
found that ODC inhibition, provoke alterations in the dynamics of both Rho GTPases and F-actin, showing
affected polarized growth. Although it is necessary to determine the possible relationship between the
polyamines and the Rho GTPases, the results show that a deficiency in polyamines modify the
organization and dynamics of these components, which are important to maintain polarized growth in N.
crassa.

Keywords: Neurospora, ornithine decarboxylase, polyamines, ornithine, growth.
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Antecedentes

1.1.1 Los hongos como modelos de estudio

Los hongos estan clasificados dentro del dominio Eukarya, al igual que las plantas y los animales, ya que
sus células poseen un nucleo verdadero y un sistema de organelos membranosos. Son organismos
cosmopolitas que forman parte esencial de las redes tréficas, siendo esenciales en los procesos de
descomposicion de materia organica (Chapin et al., 2002). Muchos de los procesos celulares presentes
en los hongos se encuentran altamente conservados en el resto de los eucariontes, siendo algunos de
ellos mas complejos, como por ejemplo el apareamiento (compatibilidad sexual) (Kronstad y Staben,
1997) y las transiciones en sus estadios de crecimiento de acuerdo a estimulos externos (Inderlied,

1980).

Existen muchas especies, no solo de hongos, que pueden ser usadas como organismos modelo, pero solo
unas pocas cumplen con los requisitos para ser catalogadas como tales. Para que un organismo sea
considerado “modelo” es recomendable que su genoma haya sido secuenciado, ademas de tener un
ciclo de vida rapido, ser de facil manejo, debe formar cultivos estables bajo condiciones minimas, y los
resultados de sus estudios pueden extrapolarse a otros organismos independientemente de su cercania
filogenética (p.ej. entre animales, ratén al humano; o, levaduras a células animales); también, un
organismo modelo debe generar cierto interés entre la comunidad cientifica que garantice un empleo
frecuente del mismo (Taylor et al., 1993). Esta ultima condicién se cumple en los hongos, dado que hay
variedad de especies flngicas que son patdgenas para el ser humano, para plantas y animales, y estudios
en sus contrapartes inocuas permiten reducir los riesgos de su manejo y obtener resultados para su

tratamiento.

Otra ventaja que ofrecen los hongos es la relativa facilidad con que pueden ser aislados, cultivados y
examinados, ademds que permiten la obtencién de resultados con un costo y tiempo menor si se les
compara con otros modelos eucariontes (Van der Klei y Veenhuis, 2006) como es el caso de los
mamiferos, los cuales generalmente son utilizados con propdsitos mas especificos, por ejemplo, en

estudios de patologias y el desarrollo de nuevos farmacos.



1.1.2 El caso de Neurospora crassa

Uno de los modelos fungicos ampliamente reconocido es el hongo filamentoso Neurospora crassa; ya
que, debido a su morfologia, rapido crecimiento, su facil manejo y por ser un organismo inofensivo,

I”

carente de riesgo bioldgico lo vuelven un organismo “ideal” para pruebas en laboratorio (Perkins y Davis,
2000). N. crassa ha sido usado como un modelo de estudio importante desde 1920, cuando se le clasificd
dentro del género Neurospora, y fue uno de los organismos pioneros en estudios genéticos,
determinando la segregacién de los genes en proporcidn 4:4 en las ascas (Davis, 2000). En 1941, Beadle y
Tatum lo usaron en su trabajo para establecer la hipdtesis “un gen-una enzima”, a partir de este estudio
comenzé a adoptarse como modelo de investigacién genética. Actualmente su genoma se encuentra
secuenciado en su totalidad, teniendo una extensién de 43 millones de pares de bases y alrededor de
10,000 genes codificantes, el doble de Saccharomyces cerevisiae (4,800 apréx.) y casi tanto como
Drosophila melanogaster (14,300) (Galagan et al., 2003). A diferencia de S. cerevisiae, otro modelo y
también miembro de los hongos ascomicetos, N. crassa comparte con los mamiferos el complejo | en la
cadena respiratoria, muestra un marcado ritmo circadiano, area de estudio donde ha probado ser ideal
para analisis genéticos y fenotipicos, que se manifiestan en el hongo a modo de un patrén de bandas de
conidios que alternan con el crecimiento vegetativo (Pittendrigh et al., 1959; Sargent et al., 1967).

Ademads, posee un mecanismo de metilacién asociado al sistema RIP en el silenciamiento de genes

(Selker, 1990).

N. crassa posee un ciclo de vida asexual y sexual (Figura 1). En el ciclo asexual, las esporas, también
llamados macroconidios germinan para formar un micelio vegetativo, este micelio crecera
indefinidamente mientras existan nutrientes disponibles. La reproduccion asexual se da por la
fragmentacién del mismo micelio y por la formacién de hifas aéreas, que son las encargadas de producir
los macroconidios, que una vez que se dispersan y germinan, dan lugar a un micelio genéticamente
idéntico al parental. Una etapa alterna de esporulaciéon es la microconidiacion, en donde una hifa
vegetativa produce, a partir de una estructura llamada fidlide, un microconidio, que puede germinar y
formar un micelio o actuar en la fertilizacién durante el ciclo sexual. Cuando N. crassa entra en su ciclo
sexual, las hifas vegetativas forman protoperitecios, que cumplen la funcién de las estructuras
reproductivas femeninas, éstos protoperitecios son fertilizados por los conidios de otro micelio, con la
condicion de que ambos sean compatibles en su tipo de apareamiento (mat A o mat a). Una vez
fertilizados pasan a ser llamados peritecios, los cuales contienen en su interior hifas ascégenas
tetranucleadas, los nucleos sufren divisiones meidticas, dando lugar a ocho nucleos haploides.

Finalmente, cada nucleo dara origen a una ascospora, cuando los peritecios maduran, expulsan a las
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ascosporas. Una cualidad de estas ascosporas es que requieren de un estimulo dado por calor para

poder germinar y dar origen a un micelio nuevo. (Davis, 2000).

/ Macroconidio@ nicleos diploides
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Macroconidiacion é f
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Figura 1. Ciclo de vida del hongo filamentoso N. crassa. En el ciclo asexual (izquierda) esta la formacién de

macroconidios y microconidios. En el ciclo sexual (derecha) se observa la formacion del protoperitecio y en su
interior, la generacion de ocho ascosporas por asca (Modificado de Borkovich et al., 2004).

N. crassa, al igual que el resto de los hongos filamentosos, presenta un crecimiento polarizado, esto
quiere decir que sus hifas se desarrollan desde sus apices. Este tipo particular de crecimiento no es
exclusivo de los hongos, pudiéndose encontrar en células de otros organismos, por ejemplo, en los tubos
polinicos de las plantas y en las células nerviosas de los vertebrados (Palanivelu y Preuss, 2000). N. crassa
brinda la facilidad de poder estudiar los mecanismos que estan conservados en el crecimiento

polarizado, como son el trafico vesicular, la biosintesis de pared celular (Riquelme et al., 2011), rutas de

transduccion de sefiales y modificaciones en el citoesqueleto.



1.1.3 La ornitina descarboxilasa (ODC)

La enzima ornitina descarboxilasa (ODC) es una enzima clave que cataliza el inicio de la biosintesis de las
poliaminas y el factor limitante de la ruta (McDougall et al.,1977), ya que produce putrescina, precursora
en la sintesis de espermidina y espermina (como se verd mas adelante en el apartado 1.1.4, figura 8),
que son las poliaminas mayoritarias. La ODC se agrupa dentro de las enzimas dependientes de fosfato de
piridoxal que intervienen en el metabolismo de aminodcidos y esta presente en todos los eucariontes y

en algunos drdenes de bacterias y arqueas (Kidron et al., 2006).

Como su nombre lo indica, la funcidn de la ODC es catalizar la disociacién del grupo carboxilo del
aminodcido ornitina para ser convertido en putrescina. Para que la enzima ODC sea cataliticamente
activa debe formar un homodimero, en donde cada mondémero se compone de dos dominios
estructurales; uno compuesto de hojas-B y hélices-a, y otro formado de hojas-B dispuestas hacia el
extremo carboxilo terminal (Almrud et al., 2000) (Figura 2). Ambos mondmeros se unen de manera
antiparalela por las interacciones que hay entre sus residuos de aminoacidos. En la interface formada
por ambos mondmeros se sitla el sitio activo (Tobias y Kahana, 1993) que contiene una molécula de
fosfato de piridoxal (PLP) como cofactor (Martell, 1982), el PLP forma una base de Schiff con la ornitina,
retirando el carboxilo y desplazando el grupo amino hacia el extremo libre (Poulin et al., 1992), liberando
diéxido de carbono y una molécula de 1,4-diaminobutano, mejor conocida como la poliamina putrescina
(Figura 3). Se ha encontrado que residuos de arginina, lisina y tirosina son lo que promueven la
dimerizacion del complejo y activan el sitio catalitico (Tobias y Kahana, 1993. Kern et al., 1999. Almrud et

al., 2000).

Figura 2. Modelo tridimensional de la ornitina descarboxilasa humana. Cada monémero se muestra en un color
distinto. Las etiquetas en los extremos amino terminal y carboxilo terminal muestran mds claramente la unidn
antiparalela de ambos (Tomada de Almrud et al., 2000).
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Figura 3. Sintesis de putrescina a partir de L-ornitina. Reaccidn catalizada por la ornitina descarboxilasa (ODC) y su
cofactor, fosfato de piridoxal (PLP) (Modificado de Tapas et al., 2012).

Una caracteristica muy importante de la ODC es que estd altamente regulada por varios mecanismos,
tanto a nivel transcripcional como traduccional (Heby y Persson, 1990), en ambos casos las mismas
poliaminas juegan un papel importante en la regulacidon (Davis et al., 1985). Otro mecanismo de
inhibicion de la ODC se da por la accién de una antizima (AZ) (Fong et al., 1976) (Figura 4), que en
presencia de altas concentraciones de poliaminas, producen un desplazamiento del marco de lectura de
su RNAm, para traducir una antizima funcional, esta se une a cada mondmero de ODC, induciendo un
cambio conformacional en toda la estructura, inactivandola y dejando expuesto su carboxilo terminal.
Esta region expuesta actia como sefial de reconocimiento para el proteosoma 26S, degradandola en sus
componentes peptidicos en un proceso dependiente de ATP, pero independiente de una sefial de
ubiquitinacién (Murakami et al., 2000), a diferencia de como generalmente ocurre en las degradaciones
por proteosoma. Finalmente, la antizima también es regulada por inhibidor de antizima, permitiendo asi

que las proteinas ODC que son traducidas restablezcan la sintesis de poliaminas.
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Figura 4. Ruta de degradacion de la ODC por su antizima (AZ). Una vez unida la AZ a ODC, se expone su carboxilo
terminal, el proteosoma se ensambla y reconoce este motivo de la ODC, iniciando la degradaciéon del mondmero.
Una vez finalizada, los componentes del proteosoma se separan (Modificado de Murakami et al., 2000).
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Este ciclo de inhibicion-degradacidn es inusual por la forma que actlan sus componentes, pero se
correlaciona con lo vital que es mantener regulada la actividad de ODC y la produccién de poliaminas.
Las antizimas se han descrito en eucariontes y bacterias (Morera-Oliveros, 2001), la mayoria pertenecen
a vertebrados, en N. crassa también se tiene reportado un gen codificante para antizima en el locus

NCUOQ7155 (Galagan et al., 2003).

Existen, ademas, otras formas de inhibir la actividad de la ODC, esto es mediante compuestos sintéticos,
como la diaminobutanona (DAB) y la a-difluorometilornitina (DFMO). La DAB es un inhibidor competitivo
(Ceriani, 1997), que se une a la enzima impidiendo la catalisis de la ornitina a menos que los niveles de
esta Ultima aumenten, contrarrestando los efectos del inhibidor. En el caso de la DFMO, es un inhibidor
irreversible (Bey et al., 1978) que mimetiza al sustrato y al unirse a la enzima, inactiva permanentemente
su actividad catalitica. Estos inhibidores han resultado ser de gran utilidad en estudios sobre el desarrollo
del cancer, debido a que las células cancerosas presentan altas tasas de actividad ODC, con el
consecuente incremento en sus niveles de poliaminas, que son indispensables para su rdpida
proliferacién. Lo anterior justifica las propuestas de su uso como tratamiento alternativo a las terapias

con radiaciones y a las quimioterapias convencionales (Medina-Enriquez, 2009).


http://fondosdigitales.us.es/tesis/autores/1588/
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Se ha reportado que la ODC es una enzima que se encuentra soluble en el citosol. En N. crassa, su

localizacién fue determinada por centrifugacion diferencial (Weiss y Davis, 1973) (Tabla 1).

Tabla 1. Localizaciéon de la proteina ODC en N. crassa. Su presencia mayormente citosélica se determino por
centrifugacion diferencial.  Medida en miligramos. ® No determinado. Modificado de Weiss y Davis, 1973.

Unidades Citosol Sobrenadante Material Microsomas

totales particulado

pmoles/min
Proteina 240° 66 3 17 8
Ornitina descarboxilasa 0.013 104 <1 <1 <1
Carbamil-P sintasa A 0.0018 19 n.d.? 85 n.d.b
Ornitina acetiltransferasa 5.6 4 <1 84 <1
Ornitina carbamiltransferasa | 65.3 13 2 87 <1
Argininosuccinato sintetasa 0.92 105 2 <1 <1
Argininosuccinato liasa 2.7 95 2 3 2
Arginasa 262 90 <1 <1 <1
Ornitina aminotransferasa 3.6 100 <1 <1 <1
Succinato deshidrogenasa 16.3 <1 <1 98 <1

En células animales esto se confirmd por inmunofluorescencia en fibroblastos de rata usando
anticuerpos anti-ODC e isotiocianato de fluoresceina (Heiskala et al., 1999) (Figura 5A). Ademas, se ha
visto que la ODC puede cambiar su localizacién hacia el nucleo (Bitonti y Couri, 1981) o la membrana
plasmatica, aunque esto llega a ocurrir cuando las células son estimuladas con compuestos como el
tetradecanoilforbol acetato (TPA) o isobutilmetilxantina (IBMX) (Heiskala et al., 1999) (Figuras 5B y 5C).
También se ha identificado mediante etiquetas de proteina verde fluorescente (GFP) en tejido renal
humano y de mono (Lépez-Contreras, 2008) (Figuras 6A y 6B). En condiciones normales, las
observaciones realizadas muestran a la ODC formando una estructura similar a una red en todo el

espacio intracelular a excepcién del nucleo.



Figura 5. Localizacién de ODC en fibroblastos de rata mediante inmunofluorescencia. Se observa la proteina ODC
predominantemente en el citoplasma (A) y en pequefias regiones de la membrana plasmatica (flechas, B y C) luego
de ser expuestas a TPA. Barra de escala 25mm (Tomado de Heiskala et al., 1999).

Figura 6. Localizacion de ODC en células de rifidn humanas (A) y de mono (B) transfectadas con ODC-GFP. Al igual
que la figura anterior, la enzima se distribuye de manera uniforme en el citoplasma (Tomado de Lépez-Contreras,
2008).

1.1.4 Las poliaminas

Las poliaminas fueron descubiertas en 1678 por Antoine Van Leeuwenhoek, pero no fue sino a finales del
siglo XIX que comenzaron a estudiarse. Las poliaminas son un grupo de compuestos nitrogenados que se
encuentran presentes en todos los seres vivos. Su nombre se debe a los grupos amino que poseen,
dandoles un caracter policatidnico. Al ser moléculas de bajo peso molecular con cargas positivas, tienen

la capacidad de interactuar con variedad de macromoléculas (Tabor y Tabor, 1985). Existe un gran
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numero de poliaminas, siendo las de mayor importancia la putrescina, espermidina y espermina (Figura
7A) (Paulus et al.,, 1982), por encontrarse en mayores cantidades y por ser las precursoras del resto.
También, estas tres poliaminas tienen una estrecha relacion con numerosos procesos celulares

involucrados con el crecimiento, desarrollo y la diferenciacion celular (Tabor y Tabor, 1985)

Las poliaminas son producto del metabolismo de los aminoacidos L-arginina, L-lisina y L-metionina
(Algranati et al., 1977) (Figura 7B). La ruta constitutiva en la biosintesis de poliaminas usa a la L-arginina
para formar ornitina mediante la enzima arginasa (AGA-1). Posteriormente la ornitina es descarboxilada
por la ornitina descarboxilasa (ODC), produciendo putrescina, la cual servird como precursor para la
sintesis de espermidina y espermina, las enzimas encargadas de esto son la espermidina sintasa (SPDS) y
la espermina sintasa (SPMS), que adiciona un grupo aminopropil procedente de la S-adenosilmetionina
descarboxilada. La sintesis de poliaminas puede revertirse, con la accion de las poliamina oxidasas
(SPDO/PDMO) vy de la espermidina/espermina N-acetiltransferasa (SSAT). Adicionalmente, existe una
segunda ruta de sintesis, en la cual la L-arginina es descarboxilada por acciéon de la enzima arginina
descarboxilasa (ADC), produciendo la poliamina agmatina, de la cual se sintetiza putrescina por la accion
de la enzima agmatinasa (AGS-1) (Tabor y Tabor, 1985. Roa-Cordero y Rosas-Quijano, 2013). Esta ruta

alternativa Unicamente se ha descrito en bacterias, plantas y en células de mamiferos (Uribe et al,

2007).
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Figura 7. Principales poliaminas y su sintesis. Estructura quimica de las poliaminas putrescina, espermidina y
espermina (A). Sintesis de poliaminas (B): Ruta constitutiva en N. crassa (verde) dada por la ornitina descarboxilasa
(ODC), ruta alternativa (azul) por la agmatinasa (AGS-1). Los grupos aminopropil provienen del metabolismo de la
metionina (anaranjado) (Modificado de Gao et al., 2013).
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En N. crassa se ha reportado que la sintesis de poliaminas se lleva a cabo a través de una Unica ruta,
dada por la enzima ODC (McDougall et al., 1977). En otros organismos se han descrito dos rutas
alternativas, determinadas por la arginina descarboxilasa, presente en plantas, bacterias y algunas

especies de hongos fitopatdgenos y por la agmatinasa (Roa-Cordero y Rosas-Quijano, 2013).

Las poliaminas son esenciales para el crecimiento, proliferacion y la diferenciacién celular. En general se
ha descrito que las poliaminas, debido a su caracter policatidnico, interactian con una gran diversas
moléculas con carga negativa (Cohen, 1998; Miyamoto et al., 1993; Watanabe et al., 1991). Se ha
documentado que son capaces de unirse a los acidos nucleicos, estabilizando las cadenas de DNA y
modulando la estructura de los cromosomas, afectando los procesos de replicacién, transcripcién y
traduccién, y en bacterias termdfilas, protegen el material genético de su desnaturalizacién (Terui et al.,
2005). Del mismo modo que pueden interactuar con los dcidos nucleicos gracias a sus cargas positivas,

también lo pueden hacer con proteinas, modificando sus estructuras (Cohen, 1998).

La espermina en particular puede actuar sobre canales idnicos de K+ y Ca+, uniéndose al poro de los
canales, modulando su actividad (Williams, 1997). Su facilidad de interaccién con proteinas llega a
intervenir en un gran numero de cascadas de sefializacién, siendo unas de ellas la estimulacién de la ruta

apoptotica de las caspasas y de proliferacion a través de TGFB (Gao et al., 2013).

Los trabajos realizados acerca del papel de las poliaminas en los hongos son vastos, especialmente
aquellos que relacionan la actividad de la ODC, los niveles de poliaminas y las etapas de desarrollo del
hongo. En algunos hongos se ha reportado que las poliaminas son necesarias para las transiciones entre
fase levaduriforme o filamentosa, mostrando picos de actividad de ODC durante alguna de las etapas de
desarrollo de estos organismos. Tal es el caso de Mucor racemosus, que muestra un aumento de
actividad de la ODC de hasta 40 veces cuando las condiciones propician su transicion a forma micelial
(Inderlied et al., 1980). Otro ejemplo es Paracoccidioses brasiliensis, que presenta un comportamiento
similar, pero en sentido inverso, presentandose una mayor actividad de la ODC en su fase levaduriforme,
incrementando durante la gemacion (San-Blas et al., 1996). En la levadura S. cerevisiae, las mutantes
deficientes en la sintesis de poliaminas muestran poco crecimiento y una escasa colonizacion de los
medios de cultivo, pudiendo recuperarse si se les afiaden poliaminas exdgenas (Whitney y Morris, 1978;
Cohn et al., 1980). En Candida albicans, las poliaminas juegan un papel determinante en la transicién de
crecimiento levaduriforme a su forma filamentosa. Las mutantes del gen ODC crecen Unicamente como
levaduras en concentraciones bajas de poliaminas, llegando a restaurar su crecimiento filamentoso con

una concentracion de putrescina de 10 mM (Herrero et al., 1999). Esta dependencia de poliaminas en las
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fases de crecimiento también se ha reportado en otra especie, Ustilago maydis, en donde se ha visto
también que las mutantes auxdétrofas a poliaminas son incapaces de cambiar a su forma filamentosa,
recuperandose con la adicién de altas concentraciones de 0.1 mM de espermidina, ademas de tener una
alta sensibilidad ante estrés osmatico, idnico y oxidativo (Valdés-Santiago et al., 2012). Los experimentos
con poliaminas exdgenas llevados a cabo en mutantes de N. crassa han arrojado resultados similares,

teniendo buenos resultados con concentraciones de 0.2 a 1 mM (Davis et al., 1970; Paulus et al., 1982).

En los ultimos anos, se ha propuesto a la ODC como un blanco en tratamientos contra el cancer, ya que
varias de las rutas que promueven la proliferacién de los tumores son potenciadas por las poliaminas,
siendo incluso considerado al gen de la enzima como un protooncogen (Morera-Oliveros, 2001).
También es un blanco para el tratamiento de varias enfermedades parasitarias, como la malaria (Mdller
et al., 2000). Entre los posibles tratamientos que se han planteado estda el uso de inhibidores sintéticos
de la enzima, siendo el mas el empleado la a-difluorometilornitina (DFMO), que ha mostrado buenos

resultados, aunque se siguen investigando sus efectos secundarios (Medina-Enriquez, 2009).

1.1.5 Transporte de poliaminas

Ademas de ser sintetizadas por las células, las poliaminas exdgenas pueden ser internalizadas mediante
proteinas transmembranales. Dichas proteinas son especificas para cada poliamina, sin embargo,
también se han descrito otras que no tienen especificidad, permitiendo la internalizacién de la
putrescina, la espermina y la espermidina. Estas proteinas transmembranales se encuentran presentes
en todos los seres vivos, desde arqueas hasta los eucariontes superiores (Jack et al., 2000), aunque estan

mejor caracterizadas en E. coli (Kashiwagi et al., 1991).

En N. crassa, los canales de transporte de poliaminas extracelulares forman un sistema saturable, con un
valor Kn de 0.6 mM de putrescina y 0.24 mM de espermidina, y un sistema no saturable, el cual no se ha
descrito por completo, pero se cree que las poliaminas putrescina y espermidina se internalizan por
difusion pasiva debido a la baja afinidad que dicho sistema tiene por las poliaminas (Davis y Ristow,
1988). El valor de K es la constante de Michaellis-Menten, que expresa la concentracion de sustrato
cuando la tasa de transporte esta en la mitad de su maximo (Lodish et al., 2008). Se ha reportado que las

proteinas transportadoras disminuyen su actividad por iones de Ca?* y cationes monovalentes, ademds
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se ha observado que dicha inhibicidon se minimiza al reemplazar las sales de sodio por sales de potasio

(Davis y Ristow, 1988).

1.1.6 Relacién de las poliaminas con el citoesqueleto de actina y las Rho GTPasas CDC-42 y

RAC

La polimerizacidn del citoesqueleto de actina se da en respuesta a rutas de sefalizacidon que involucran a
las proteinas Rho GTPasas CDC-42 y RAC. En mamiferos, estas son las responsables de la organizacién de
la actina para formar lamelipodios y filopodios, los cuales permiten la movilidad de las células durante su

migracion (Nobes y Hall, 1995).

Las Rho GTPasas son miembros de la superfamilia de las RAS GTPasas, son una familia de proteinas
pequefias (en promedio de 170 aminodcidos) que tienen capacidad de alternar entre una forma activa e
inactiva, dependiendo si se encuentran unidas a una molécula de guanosil trifosfato (GTP) o guanosil
difosfato (GDP), respectivamente. Esto les permite actuar como interruptores moleculares. La union a
GTP o GDP se puede presentar de forma espontdnea, para controlar su actividad, las Rho GTPasas
necesitan de proteinas que actlan como factores para el intercambio de nucleétido de guanina (o GEF,
por sus siglas en inglés), estos GEF favorecen el intercambio de GDP por GTP, acelerando su activacion
(Lodish et al., 2008). Del mismo modo, la desactivacion requiere de proteinas activadoras de la actividad
de GTPasa (GAP, por sus siglas en inglés) para hidrolizar el GTP unido a las proteinas Rho y regresarlas a
su estado inactivo previo al estimulo, unido a GDP y a un inhibidor de la disociaciéon de GDP (o GDI, por

sus siglas en inglés) (Figura 8).



13

|
<>

( Reorganizacion
<_’© @—’ Efector L 'S
del citoesqueleto

R - Y "

O

Figura 8. Ciclo de regulacion de las Rho GTPasas. Las Rho GTPasas requieren de dos proteinas reguladoras; GEF y
GAP, para completar su ciclo de actividad, cuando las GEF son activadas por un estimulo provocan el intercambio
de GDP por GTP activando asi a la proteina Rho, que actian sobre una molécula efectora, provocando una
respuesta en el organismo, en este caso, la reorganizacidon del citoesqueleto de actina, mientras que las GAP
disocian la union de GTP, regresando a la proteina Rho a un estado inactivo unido a GDI (Modificado de Sahai y
Marshall, 2002).

Las Rho GTPasas son esenciales para la migracion celular y en el caso de los hongos filamentosos, juegan
un papel crucial para que se dé un correcto crecimiento polarizado. En estudios in vitro se ha observado
que las poliaminas estimulan la rapida polimerizacién de los mondmeros de G-actina para la formacion
de los microfilamentos de F-actina (Vaidya et al., 2004). La falta de poliaminas por inhibicién de la ODC
provoca alteraciones en el citoesqueleto, principalmente en la polimerizacidn de la F-actina (McCormack
et al., 1999). En el caso particular de células epiteliales del tracto gastrointestinal de mamiferos, la
deficiencia de poliaminas reduce su migracién en los procesos de recuperacién posteriores a una lesion
(Vaidya et al., 2004). Los mismos efectos se han observado en células de tejido endotelial, las cuales
presentan una disminucién en la migracién y en la formacién de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis)

(Kucharzewska et al., 2010).

Otros efectos que provoca la ausencia de poliaminas, son los cambios en la localizacién de la Rho GTPasa
RAC, cambiando su localizacion a la regidén perinuclear, previniendo su activacion y limitando en gran
medida la homeostasis del citoesqueleto de actina en epitelio intestinal de rata (Vaidya et al., 2004). En
células endoteliales tratadas con DFMO se ha visto como las anormalidades en la actina son muy
similares a las observadas cuando CDC-42 se encuentra un estado activo permanente (Kucharzewska et
al., 2010), indicando una posible relacidn entre las poliaminas y las GTPasas involucradas en los procesos

de polimerizacion y reorganizacion de los filamentos de actina.
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Para S. cerevisiae, las Rho GTPasas son elementos clave en los eventos de gemacion y fision durante la
division celular (Chen et al., 1997; Lee et al., 2013). En N. crassa, las Rho GTPasas RAC y CDC-42 son
esenciales para el crecimiento polarizado y para mantener un eje constante de la polaridad mediante la
organizacién del citoesqueleto de actina. Se ha visto que en ausencia de una de estas Rho GTPasas las
células presentan alteraciones en el crecimiento y en la extensiéon de sus hifas, como por ejemplo
micelios con menor crecimiento radial e hiper-ramificaciones sub-apicales (Araujo-Palomares et al.,

2011).

1.2 Justificacion

En N. crassa se conoce la importancia que tiene la ODC y las poliaminas para su desarrollo, sin embargo,
no se ha descrito completamente el fenotipo de las cepas mutantes deficientes de actividad ODC. De
igual modo, tampoco hay informacidn acerca de los efectos que tenga la delecidon del gen odc en la
localizacién y dindmica de las Rho GTPasas CDC-42 y RAC, responsables de mantener el crecimiento

polarizado del hongo.

Por otro lado, en N. crassa solamente se encuentra reportada la ruta de la ODC como la fuente de
poliaminas, sin embargo, reportes recientes en el grupo de trabajo de la Dra. Ernestina Castro-Longoria
sugieren la existencia de otra ruta biosintética, dada por la enzima agmatinasa (AGS-1). Es por ello que
para un mejor entendimiento del papel que tienen estas dos enzimas en la morfogénesis del hongo, es
necesario estudiar con mayor detalle que defectos morfo-fisioldgicos provoca la deficiencia de la ODCy
asi realizar un andlisis comparativo para determinar si ambas enzimas actuan en vias paralelas o si

participan en diferentes procesos celulares.

1.3 Hipotesis

Si la enzima ornitina descarboxilasa (ODC) limita la sintesis de poliaminas en N. crassa, la delecién de su
gen provocara una menor produccion de poliaminas y, por lo tanto, defectos en el crecimiento de las

hifas.
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1.4 Objetivo

Analizar el papel de la ornitina descarboxilasa en la morfogénesis del hongo filamentoso N. crassa.

1.4.1 Objetivos particulares

e Analizar los efectos que causa la delecion del gen odc en el desarrollo de N. crassa.

e Determinar si la adicidon de poliaminas exdgenas recuperan el fenotipo de la mutante del gen
odc.

e Determinar los niveles de poliaminas en la cepa silvestre y en la cepa mutante Aodc.

e Describir la dindmica de CDC-42 y RAC en presencia de un inhibidor especifico de la ODC.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Cepas empleadas y condiciones de crecimiento

Para garantizar el maximo porcentaje de germinacion de esporas de las cepas utilizadas, se realizaron
cultivos para recuperar conidios frescos. Aunque en el cepario del laboratorio ya se tenian conidios
almacenados a -20°C, se recomienda usar conidios recién recuperados para una mayor eficacia en todos

los experimentos. Las cepas de N. crassa empleadas en este estudio se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Cepas de N. crassa que se utilizaron en este estudio.

Cepa Genotipo Referencia

Cepa silvestre (WT, 4200) | N. crassa mat a FGSC #4200

Cepa silvestre (WT, N150) | OR74A mat A FGSC #9013

mus-51 mat a Amus-51::bar+ mat a FGSC #9718

Aodc het Aodc::hph® mat a Este estudio

YFP-CDC-42 pgpd-yfp-cdc-42::his-3; Acdc-42::hph® Araujo-Palomares et al., 2011
YFP-RAC pgpd-yfp-rac::his-3; Arac::hph? Araujo-Palomares et al., 2011
Lifeact-gfp pccg-1-lifeact::egfp::his-3 + ; Aags-1::hph® mat A | Delgado-Alvarez et al., 2010.

Para recuperar los conidios, fragmentos de micelio de las cepas silvestres (WT: wild type, por sus siglas
en inglés) FGSC #4200 y FGSC #9013, y de la cepa FGSC #9718 se cultivaron en matraces de 500 mL con
100 mL de Medio Minimo de Vogel (MMV) con 1.5% de Agar (Anexo A) a una temperatura de 30°C
durante dos dias en oscuridad y tres dias en luz para obtener una mayor produccién de conidios. Pasado
el tiempo de incubacion, a los matraces se le afiadieron 40 mL de agua destilada estéril fria, se
sometieron a agitacion en vortex, el contenido se decantd en tubos Falcon de 50 mL usando embudos
estériles con filtros de tela Magitel®, también estéril, esto con el fin de eliminar el micelio y colectar
Unicamente los conidios. La suspensidn filtrada se centrifugd a 6,000 rpm a 4°C durante 10 minutos.
Después se le retird el agua y los conidios precipitados se resuspendieron en 1 mL de agua estéril. Una

vez recuperados, los conidios se contaron con una cdmara de Neubauer.
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2.2 Andlisis de ODC (secuencia nucleotidica y peptidica)

La secuencia nucleotidica del gen de ODC (odc) se obtuvo de la base de datos del Broad Institute, en el
cual se encuentra anotado como spe-1. Se usaron las herramientas bioinformaticas disponibles en el sitio
web del “National Center for Biotechnology Information” (NCBI). Se realizé una serie de alineamientos
de las secuencias nucleotidica y peptidica de ODCs reportadas en otros organismos como Homo sapiens
y Mus musculus, y en hongos como Aspergillus nidulans, Magnaporthe oryzae, S. cerevisiae y Sordaria

macrospora, esto con el fin obtener los porcentajes de identidad de las secuencias analizadas.

2.3 Construccion de cepas de N. crassa

2.3.1 Generacion de cepa mutante para ornitina descarboxilasa (Aodc)

La cepa mutante se obtuvo mediante electroporacion con el fragmento recombinante que contenia un
cassette de resistencia a la higromicina B (hph). Para generar el fragmento recombinante se empled el
método de double-joint PCR (Yu et al., 2004. Figura 9), que consiste en utilizar tres pares de primers u
oligonucledtidos con el fin de reemplazar el gen odc por un cassette de resistencia que pueda
recombinarse de manera homdloga con el genoma de N. crassa. La técnica se conforma de tres pasos de
PCR, cada paso requirié del uso de oligonucledtidos especificos para cada fragmento (Tabla 3): En el
primer paso, se amplificaron los componentes de la construccién [regiones no traducidas (UTR)
adyacentes a los extremos 5’ y 3’ del gen odc, y el cassette hph], con los pares de oligonucleétidos F5
spe-1, 5Reverse spe-1 hph; R3 spe-1, 3Forward spe-1 hph y HphF-pCN44, HphR-pCN44. En el segundo y
tercer paso se da la fusidon de las UTR en los extremos del cassette hph para finalmente amplificar el
producto de la fusidon (fragmento recombinante) con el par de oligonucleétidos 1 y 2. El PCR para
amplificar los fragmentos 5’ y 3‘ se realizé con el reactivo PCR SuperMix High Fidelity de la compaiiia
Invitrogen®, con una temperatura de alineamiento de 55°C. El cassette de resistencia a higromicina se
amplific6 con los reactivos de iProof™ High-Fidelity PCR Kitde la compafiia Bio-rad® con una
temperatura de alineamiento de 54°C. El fragmento recombinante se obtuvo usando la enzima Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase de New England BioLabs® a una temperatura de alineamiento de 53°C con

90ng/uL de DNA de los fragmentos amplificados.


http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/10002300B.pdf
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Figura 9. Modelo de double-joint PCR. Esta técnica se empled en la generacion del fragmento recombinante con el
gen de resistencia para el antibiético higromicina (hph). En la primera ronda se amplificaron los fragmentos UTR 5’,
3’ y el cassette hph, en la segunda se genero el fragmento recombinante, en la tercera ronda se amplificé toda la
construccion. Las flechas numeradas indican el oligonucleétido que se usé (Tomado de Yu et al., 2004).

Tabla 3. Oligonucledtidos usados en el double-joint PCR. Los valores de Tm (temperatura de alineamiento) indican
la temperatura a la cual los oligonucledtidos logran unirse a su secuencia blanco.

Nombre Secuencia de oligonucleétidos Tm (°C)
F5 spe-1 (3) 5’-GCGGTCGGCATCTCGTAATCA-3’ 60.1
5Reverse spe-1 hph (4) 5’-CCACTTAACGTTACTGAAATCATCCCAAGATTTGACTGGGG-3' 66.0
3Forward spe-1 hph (6) 5‘-CAATATCATCTTCTGTCGGTGCACGTGCAGCTTTGTACTTG-3’ 65.5
R3 spe-1 (5) 5’-GCGGTCATGGATGGAAAAGGACC-3’ 60.4
Nested F spe-1 (1) 5’-CTGTCACAACTACACACGTAGCCC-3’ 59.4
Nested R spe-1 (2) 5'-CGGGTTCGTGTTGTTACACGGAAG-3’ 61.8
HphF-pCN44 (7) 5’-GATTTCAGTAACGTTAAGTGG-3’ 49.0
HphR-pCN44 (8) 5’-GACAGAAGATGATATTGAAGG-3’ 48.1
Hph-P5F2 (9) 5’-ACAGCGTCTCCGACCTGATGCA-3’ 62.9

El producto del PCR de fusién (fragmento recombinante) se insert6 en la cepa de N. crassa FCSC #9718

mediante el método de transformacion por electroporacién. El protocolo de transformacion fue el
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siguiente: Se utilizaron 125 millones de conidios, los cuales se lavaron con 500 plL de sorbitol 1 M, se
centrifugaron a 6,000 rpm durante 1 minuto y se deseché el sobrenadante, este procedimiento se repitié
tres veces. Una vez lavados los conidios, se afadié 18 pg del producto de PCR de fusidn (fragmento
recombinante) y fueron incubados en hielo por 5 minutos. Se transfirieron 40 pL a una cubeta de
electroporacién de 0.2 cm y se electroporaron bajo las siguientes condiciones: 1.5 kv, 600 Q y 25 uF en
un electroporador Gene PulserXCell de Bio-Rad. Inmediatamente se afiadieron 500uL de solucién de
recuperacion (2% de sales de Vogel) a la celda, se mezcld por pipeteo, el contenido se transfirié a un
tubo Falcon con 15 mL de solucién de recuperacién, se anadieron nuevamente 500 plL de solucion de
recuperacion a la celda con el fin de recuperar todos los conidios posibles. Los conidios se incubaron a
una temperatura de 30°C a 150 rpm por 2 horas. Posteriormente, la solucién se mezclé con un volumen
igual de medio para aislamiento de colonia (FGS) y se vacié en una caja Petri de 150 x 15 mm con 30 mL

de medio FGS adicionado con 200 pg/mL de higromicina B.

Una vez transcurridas 48 horas, las colonias aisladas que crecieron en la caja se recuperaron en tubos de
vidrio con medio MMV inclinado adicionado con 200 pg/mL de higromicina y se incubaron a 30°C por dos
dias. Se recuperd un total de 20 colonias, de las cuales solamente crecieron 16. Estas fueron las
mutantes heterocarion (Aodc het), es decir, las colonias obtenidas contienen poblaciones de nucleos
silvestres y nucleos mutados. En base a su fenotipo se eligieron tres de ellas. Con el propdsito de
confirmar si la mutacidon fue exitosa, se inoculd una muestra de sus micelios en matraces con medio
MMV liquido para extraerles DNA gendmico y realizarles pruebas de PCR. Al mismo tiempo, se
inocularon muestras de micelio en matraces con 100 mL de MMV sélido para recuperar conidios y
posteriormente cruzarlos con la cepa compatible de N. crassa para obtener la mutante Aodc

homocarion.

2.3.2 Extraccion de DNA gendmico y PCR de comprobacion de la cepa Aodc

Para la extraccion de DNA gendmico, primero se retiré el micelio del matraz usando unas pinzas,
procurando recuperar todo el micelio del medio liquido, éste se secd haciendo presidn con hojas de
papel secante estéril, habiendo retirado la humedad, el micelio se pasé a un tubo Falcon de 15 mL vy se
introdujo en nitrégeno liquido durante 5 minutos. El micelio congelado se trituré en un mortero,
afiadiendo constantemente nitrogeno liquido para facilitar su pulverizacion, dejando un polvo fino que

se colectd en tubos Eppendorf de 1.5 mL, la cantidad recomendada de micelio para la extraccion fue de
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100 mg, el DNA se extrajo usando el kit ZR Fungal/Bacterial DNA Miniprep™ de la compafia Zymo
Research. Finalmente, al DNA extraido se le realizd una reaccion de PCR con la enzima GoTaq® Flexi DNA
Polymerase de Promega usando los oligonucledtidos 1 y 9 con una temperatura de alineamiento de
55°C, con el propdsito de amplificar parte del cassette de hph y la regién UTR del extremo 5’ del genoma
de la cepa mutante. El producto de PCR fue analizado mediante una electroforésis en gel de agarosa al

1%.

2.4 Obtencion de mutante Aodc homocarion

Para obtener una mutante homocarién se cruzé la mutante heterocaridon (Mat A) con la cepa silvestre
N150 (FGSC #9013) (Mat a). Se prepararon cajas de Petri de 60 x 15 mm con medio para la induccién del
ciclo sexual, en el centro de la caja se inocularon 200 pL de conidios de la cepa N150 y se dejaron incubar
a temperatura ambiente durante 8 dias hasta que se observd la presencia de protoperitecios.
Posteriormente se inoculd un volumen igual de conidios de la cepa Aodc het, distribuyéndolos en gotas
en toda la superficie del medio y se dejé incubar durante 15 dias a temperatura ambiente. Transcurrido
el periodo de incubacion se generaron peritecios, una semana después las ascosporas expulsadas se
lograron observar dentro de las gotas de agua condensadas en la superficie interna de la tapa de la caja.
Dichas ascosporas se recuperaron afiadiendo 300 plL de agua estéril y con la punta de la pipeta usada se
raspo la superficie de la tapa para despegar las ascosporas, finalmente se recuperd el agua con las

ascosporas en un tubo Eppendorf de 1.5 mL.

Se tomd una muestra de ascosporas en un volumen de 20 plL y se activaron por calor a una temperatura
de 60°C por 30 minutos, posteriormente fueron sembradas en dos cajas de Petri con medio FGS
adicionado con higromicina B, para asegurar Unicamente el crecimiento de las esporas que contengan el
gen de resistencia. Las cajas se incubaron a 30°C durante 4 dias, monitoreando su germinacién cada 12

horas.

2.5 Andlisis fenotipico de mutantes de N. crassa (Aodc het)

Los experimentos para el analisis fenotipico consistieron en obtener las siguientes caracteristicas: tasa de

crecimiento, tasa de esporulacién, produccion de biomasa, generacion de hifas aéreas e indice de
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ramificacion. Todos los experimentos se realizaron tres veces por triplicado, en cada uno se usaron

200,000 conidios de la cepa mutante Aodc het y su cepa silvestre parental (FGSC #9718).

Finalmente, ambas cepas se observaron con microscopia confocal usando el colorante FM4-64, con el

propdsito de analizar la integridad del Spk en la cepa mutante.

2.5.1 Tasa de crecimiento

Se inocularon conidios concentrados en volimenes de 2 pL en un extremo de cajas de Petri de 150 x 15
mm con MMV sélido con 1% de agar y se incubaron a 30°C. Se midié el crecimiento por periodos de 3
horas a partir de las 12 horas posteriores al inoculo. Se hicieron ocho mediciones. Para colectar los datos
se hicieron 10 transectos a cada caja desde el punto de indculo hasta los bordes de la colonia. Los

resultados de las mediciones fueron promediados y se calculé la desviacidn estandar.

2.5.2 Tasa de esporulacién

Los conidios se inocularon en tubos de ensayo con 5 mL de medio MMV sdlido. Se mantuvieron en
incubacién a 30°C durante tres dias en oscuridad y dos en luz. Los conidios producidos se recuperaron y
colectaron en tubos Eppendorf con 1 mL de agua estéril para después contarlos con una cadmara de

Neubauer. Los valores obtenidos se promediaron y se calculd su desviacién estandar.

2.5.3 Produccion de biomasa

Los conidios se inocularon en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de MMV liquido y se incubaron
a una temperatura de 30°C durante 4 dias. Para evitar la esporulacion, los matraces se cubrieron por
completo con papel aluminio. Posteriormente los micelios se secaron, se colocaron en tubos Falcon de

15 mL para liofilizarlos durante 48 horas y finalmente ser pesados.
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2.5.4 Generacion de hifas aéreas

Para este experimento se siguid el mismo protocolo que se usd para obtener la tasa de esporulacién,
excepto que los tubos se incubaron en oscuridad por cuatro dias y se omitid la incubacién en luz para
disminuir la formacidn de conidios que pudieran afectar las observaciones. Las mediciones se hicieron
desde la superficie del medio hasta la altura que alcanzaran las hifas. Los valores se promediaron y

también se calcularon sus desviaciones estandar.

2.5.5 indice de ramificacién

Se inocularon conidios en cajas de Petri con MMV sdlido y se incubaron a 30°C durante 24 horas. La
ramificacidon se obtuvo observando y contando el nimero de ramas laterales que aparecian a los 500 um
desde el apice de las hifas parentales. En cada cepa se contaron las ramas de 35 hifas. Las observaciones
fueron hechas con un microscopio estereoscépico Olympus® SZX12-100. Los datos que se obtuvieron se

graficaron y se calculé la moda para ambas cepas.

2.5.6. Recuperacion del fenotipo silvestre en la cepa Aodc het

Para recuperar el fenotipo de la cepa Aodc het se adiciond putrescina en concentraciones de 0.2 a 1.0
mM una vez que el medio hubiera solidificado en las cajas al medio de cultivo, el medio que se usé fue
medio FGS. Las cajas se incubaron a 30°C durante 26 horas. Se hicieron conteos de ramificacién, que se
compararon con los controles silvestre y mutante (FGSC #9718 y Aodc het). A los datos se les calculd la

moda, tanto para los controles como en los tratamientos con putrescina, y se graficaron.

También se probd la putrescina en las ascosporas Aodc para observar su comportamiento, con base en lo
visto en la mutante heterocarion, se utilizaron concentraciones desde 0.8 mM a 2 mM. Las ascosporas se
sembraron en medio FGS y se monitorearon cada 12 horas durante 4 dias, midiendo la longitud y

registrando el tiempo en cada tratamiento.



23

2.6 Extraccion y purificacion de poliaminas

Las poliaminas se extrajeron y purificaron por el método de extraccidn con metanol, con un protocolo
modificado de Aldesuquy et al., (2000), mientras que para la cuantificacion se empled cromatografia de
gases, ya que esta ultima mostré mejores resultados en experimentos anteriores (Pérez-Mozqueda,

2015).

Se inocularon 200,000 conidios de la cepa silvestre parental (FGSC #9718) y de la cepa mutante (Aodc
het) durante tres dias en MMV liquido, posteriormente se extrajo el micelio y se liofilizd durante 48
horas. Pasado el tiempo marcado, los micelios fueron triturados hasta dejar un polvo fino y se colectaron
en tubos Falcon de 50 mL; se agregd un 1 mL de metanol por cada 100 mg de muestra se agitaron con
vortex durante 30 segundos seguido de una centrifugacion a 10,000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo, se lavé con 0.5 mL de hexano por cada mililitro de
metanol utilizado, la mezcla se agitdé con vdrtex previo a ser centrifugada durante un minuto a 8,000
rpm. Se desechd la fase con el hexano, este paso se repitié dos veces. Las poliaminas purificadas se
secaron bajo flujo de nitrégeno. Una vez secas, se disolvieron en 0.5 mL de acetonitrilo y se procedié a su
derivatizacion con 0.5 mL de BSA (N, O-Bis-trimetilsilil-acetamida) con incubaciéon a 75°C durante 15
minutos, posteriormente fueron analizadas por cromatografia de gases. En caso de tener particulas en
suspension, se centrifugd cada tubo a 10,000 rpm durante un minuto para recuperar el sobrenadante

antes de adicionar el BSA.

2.7 Cuantificacion de poliaminas mediante cromatografia de gases

Para la cuantificacidon, se realizé una curva de concentracion con los estandares para cada poliamina
(putrescina, espermidina y espermina). Se utilizaron cuatro diferentes concentraciones para cada
poliamina (10, 20, 30 y 40 umoles disueltos en 1 mL), una vez que se prepararon las diluciones se
procedid a realizar el andlisis por cromatografia de gases, inyectando 2 pl de cada dilucion en el
cromatdgrafo Agilent Technologies 7820 A, equipado con un detector de ionizacién de flama (FID) y con
una columna no polar Agilent (Ultra 1 de 25 m x 320 pum x 0.52 um). El programa de corrida inicié con
150 °C por dos minutos, con incrementos de temperatura de 14°C/min hasta que alcanzara 320°C,
manteniéndose por 5 minutos. Este mismo programa se utilizé para las muestras de poliaminas extraidas

tanto de la cepa silvestre como de la cepa mutante, con dos réplicas de cada extraccion. La identificacién
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de las poliaminas se realizé comparando los tiempos de retencidn con estandares auténticos de cada una
de ellas. La cuantificacidn se realizdé determinando el drea bajo la curva de cada pico y comparado con

una curva estandar, obteniendo valores de concentracién en pmoles/mL.

2.8 Analisis microscopico de cepas transformantes de N. crassa (YFP-CDC-42,
YFP-RAC y Lifeact-GFP) tratadas con DFMO

Las cepas YFP-CDC-42, YFP-RAC y Lifeact-GFP fueron observadas con un microscopio confocal de barrido
laser Olympus Fluoview FV-1000 usando una longitud de onda de excitacion de 488 nm para YFP y GFP,
obteniendo emision en la region verde del espectro visible (525 nm). De los cultivos en existencia se
tomaron muestras de micelio para inocular en cajas Petri de MMV con agar al 3% y se dejaron incubar a
30°C por 26 horas. Antes de observarlas, se cortaron bloques de agar con un bisturi y se montaron en
portaobjetos con el micelio en contacto con el vidrio. EIl DFMO fue afiadido en volimenes de 10 pL sobre
el portaobjetos antes de colocar el bloque de agar. Se esperaron de 5 a 10 minutos antes de observar al
microscopio para evitar encontrar hifas estresadas por el montaje. Para la captura de imagenes y la

grabacion de secuencias en video se utilizo el software FV-10 ASW 4.0.2.9.

Para complementar el andlisis, se realizaron observaciones de cepas silvestres y mutantes usando el
colorante vital FM4-64, que tifie las membranas y permite visualizar el Spitzenk&rper (Spk) y monitorear
el crecimiento apical de las hifas. El FM4-64 fue afiadido a las cepas del mismo modo que el DFMO. Para
este colorante se empled una longitud de onda de excitacién de 543 nm, obteniendo emisién en la

region roja del espectro visible (660 nm).



Capitulo 3. Resultados

3.1 Andlisis de ODC (secuencia nucleotidica y peptidica)

La secuencia del gen odc en N. crassa se compone de 1525pb (pares de bases) (Figura 10), que codifica

para la proteina ODC, compuesta de 484 aminoacidos (Figura 11).

Figura 10. Secuencia del gen odc, seialando el marco abierto de lectura (ORF) los extremos 5’ y 3’ en verde rojo,
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Figura 11. Secuencia peptidica de ODC, con un tamafio de 484 aminodcidos.
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La busqueda de dominios de la secuencia peptidica arrojo tres resultados: Un dominio de dimerizacion,
un sitio de unién a fosfato de piridoxal (PLP) y un sitio de unién al sustrato (Figura 12). Para cada
dominio, solamente unos aminodcidos son los responsables de la cualidad funcional o estructural del
mismo, de los cuales algunos se comparten entre un dominio y otro (Figura 13). Los dominios de unidn a
sustrato y a PLP comparten los aminodcidos cisteina 422, tirosina 452 y el acido aspartico 381, el dominio
de dimerizacién y unién a PLP comparten el aminoacido lisina 114, y los dominios de unién a sustrato y
dimerizacion comparte los aminodcidos fenilalanina 381, acido aspartico 423 y fenilalanina 460. El resto

de los aminodcidos importantes no se comparte.

T |

0 484
™ Dimerizacion (82-471)
¥ Sitio de union a fosfato de piridoxal (112-454)
™ sitio de unién al sustrato (381-453)

Figura 12. Dominios presentes en la secuencia peptidica de ODC. Las bandas en color representan el inicio y fin de
cada dominio (correspondiente a un mondmero), los numeros en paréntesis indican los aminodcidos que
comprenden, en la figura 13 se resaltan los residuos importantes.

El alineamiento de la secuencia de aminodcidos mostré que la proteina ODC de S. macrospora contiene
485 aminoacidos, 459 en M. oryzae, 434 en A. nidulans, 466 en S. cerevisiae 466, y 461 aminoacidos para
M. musculus y H. sapiens. La identidad de cada una comparada con la secuencia de N crassa fue de 93%
para S. macrospora, 70% en M. oryzae, 61% en A. nidulans, 45% en S. cerevisiae, y 48% para H. sapiens y

M. musculus (Figura 13).
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Figura 13. Alineamiento de secuencias de ODC. Resaltando los aminoacidos del dominio para dimerizacion (rojo),
2015). Los
dominios de unién a sustrato y PLP comparten los aminoacidos C422, Y452 (mostrados en azul) y D381 (rojo), el
dominio de dimerizacién y unién a PLP comparten el aminoacido K114 (rojo), los dominios de unién a sustrato y
dimerizacidn comparte los aminoacidos F381, D423 (rojo) y F460. Los espacios marcados con guiones se insertaron
automaticamente para alinear las zonas que son iguales o idénticas, los nimeros entre corchetes representan los
aminodcidos que se omitieron en el alineamiento.

de unidén al sustrato (azul) y de unidn a fosfato de piridoxal (PLP) (verde) (Marchler-Bauer et al.,
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3.2 La cepa mutante Aodc homocaridn es inviable

De las ascosporas colectadas de la cruza N150 x Aodc het (Figuras 14A y 14B) se recuperaron 44 que
llegaron a germinaron luego de sembrarlas en medio FGS con higromicina (Figura 14C). Las ascosporas
se transfirieron a tubos de vidrio con MMV sélido adicionado con higromicina (Figura 14D). Las
ascosporas que germinaron a las 24 horas produjeron tubos germinales de aproximadamente 250
micrometros, después no hubo mayor desarrollo, indicando que la ausencia del gen odc genera letalidad,
volviendo inviables los intentos de obtener homocariones. Esto sugiere que el gen odc es esencial para el

crecimiento de N. crassa.

Figura 14. Cruza ente las cepas N150 y Aodc het: Las zonas negras son los peritecios generados (A). Ascosporas
colectadas (B). Ascosporas germinando a las 24 horas en medio FGS-higromicina (C). Ascosporas transferidas luego
de 24 horas en tubos con MMV-higromicina (D). Barras de escala 200um.

Se realizaron pruebas adicionales para confirmar la resistencia de las ascosporas que fueron
recuperadas: 1) Se sembraron ascosporas en cajas de Petri con medio FGS sin higromicina, las que

germinaron se colectaron en tubos con MMV sélido con higromicina, el resultado fue el mismo que el
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anterior; no hubo mayor crecimiento. 2) Se sembraron y colectaron en medio sin higromicina, en este
ensayo si hubo crecimiento de colonias en los tubos, se tomd una muestra de micelio de cada colonia y
se inocularon en cajas de Petri con y sin higromicina; en las cajas sin higromicina hubo crecimiento
(Figura 15A), mientras que en las cajas con higromicina se observé el mismo resultado visto en ensayos
anteriores, ausencia de crecimiento (Figura 15B), ambos resultados se debieron a que los medios sin
higromicina propiciaron la germinacion de esporas con genotipo silvestre, muriendo después ser

inoculadas en medios con higromicina.

Figura 15. Ensayos con micelio proveniente de ascosporas Aodc germinadas en medio sin higromicina. En las cajas
sin higromicina (A), el micelio crecid hasta cubrir la superficie del medio; en las cajas con higromicina (B), el micelio
inoculado no se desarrollé.

3.3 PCR de comprobacidn de la cepa mutante Aodc heterocarion

Mediante la reaccion de PCR realizada a la cepa Aodc heterocarién, se obtuvo el fragmento de la
amplificacion que tuvo una longitud de 1388 pares de bases (=1.3kb) (Figura 16). En la electroforesis se
observa la amplificacion exitosa del fragmento en la mutante mas no en la silvestre, debido a que esta
ultima no posee el gen de resistencia a la higromicina. Ademas, en el PCR de la cepa mutante se

pudieron observar dos bandas de mayor tamano, de aproximadamente 1.5 y 1.9kb, debido a una
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amplificacion inespecifica atribuida al oligonucledtido 9, que pudo haberse unido y amplificado en

regiones del genoma de N. crassa complementarias a su secuencia.

WT Aodc het

5 kb S
4kb % i
3kb *

2 kb

13 kb D

Figura 16. PCR de comprobacién. Realizado con el par de oligonucleétidos 1y 9. La banda de 1.3kb (1kb= 1000pb)
observada corresponde fragmento hph, confirmando a la cepa mutante como la mutante Aodc heterocarion.

3.4 Caracterizacion fenotipica de la cepa mutante Aodc heterocarion

Debido a que los resultados del punto anterior indican que el gen odc es esencial para el crecimiento de
N. crassa y la obtencidon de una mutante homocarion no es posible, se procedidé a caracterizar su
fenotipo usando la mutante Aodc heterocarién y compard con la silvestre parental (WT, FGSC#9718), los

datos numéricos se incluyen en el anexo B.

3.4.1 Tasa de crecimiento

Se midié la tasa de crecimiento de ambas cepas en 8 periodos de 3 horas a partir de las 12 horas
posteriores al inoculo, dando un total de 36 horas. Se calcularon los promedios de cada medicion, asi
como sus desviaciones estandar y la diferencia entre ambas. Se encontré que la cepa Aodc heterocarion

crecié un 48.05% menos que cepa la silvestre (Figura 17).
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Figura 17. Tasa de crecimiento. Se midié durante 36 horas el crecimiento de la cepa silvestre parental (WT) (A) y la
cepa Aodc het (B). Grafica de la tasa de elongacién de ambas cepas (C). Las barras representan la desviacidon
estandar para cada medicion.

3.4.2 Tasa de esporulacion

La produccidn de conidios en la cepa silvestre parental (WT) fue de 101.11 x 10° conidios/mL, mientras
que la cepa Aodc heterocarion produjo 31.11 x 10° conidios/mL, este valor correspondié al 30.76% con

respeto a la cepa silvestre (Figura 18).
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Figura 18. Produccidn de conidios. La cepa Aodc het produjo 31.11 x 108 conidios/mL, un 30.76% comparado con la
cepa silvestre. Las barras de error representan la desviacion estandar.

3.4.3 Produccion de biomasa

Se encontré que la cepa Aodc heterocarién produjo menos biomasa, un 81.85% en comparacién con la
biomasa de la cepa silvestre, sin embargo, la prueba t de Student determiné no hay diferencias
significativas en cuando a la biomasa que produjeron ambas cepas. Los calculos mostraron valores altos
en sus desviaciones estandar, siendo mas evidente al momento de graficar los datos obtenidos (Figura

19).

90
80

81.85%

biomasa {mg)
N w sy wu a ~
o o o o o o
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o

o

BWT W Aodchet

Figura 19 Produccion de biomasa en 50ml de cultivo liquido. Las diferencias son minimas y no son estadisticamente
significativas (p= 0.05), ademas de tener desviaciones estandar (barras de error) con valores altos.
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3.4.4 Generacion de hifas aéreas

A pesar de observar que en la cepa Aodc heterocarién se comenzaban a generar hifas aéreas antes que
la cepa silvestre, la cantidad y la altura que estas alcanzaban fue menor. Las mediciones mostraron en las

hifas aéreas de la cepa mutante tuvieron un 61.93% de altura con respecto a la cepa silvestre (Figura 20).

14
12

10

(mm)

EWT B Aodchet

Figura 20. Generacidn de hifas aéreas. La cepa Aodc het generé menos hifas aéreas, las cuales alcanzaron una
altura menor. Las barras de error representan la desviacién estandar.

3.4.5 indice de ramificacién

Las observaciones bajo el microscopio estereoscdpico mostraron que, en comparacion con la cepa
silvestre (Figuras 21A y 21C), la cepa Aodc heterocarion crecia de manera irregular, formando un micelio
mas denso (Figura 21B) con mayor ramificacion en sus hifas (Figura 21D). Los datos de ramificacion se
graficaron en un histograma (Figura 21E), encontrando una moda de 2 a 3 ramas por hifa en la cepa

silvestre, mientras que la cepa Aodc heterocaridn tuvo una moda de 5 ramas por hifa.
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Figura 21. indice de ramificacién. Observaciones bajo estereoscopio con aumento 7x (A-B) y 20x (C-D). Se puede
ver como la cepa Aodc het crece irregularmente y genera mayor ramificacion, formando un micelio mas denso (B y
D). La grafica (E) muestra la frecuencia en el nimero de ramas, las barras con los valores mas altos son las modas
para ambas cepas. Barras de escala 500 um.

3.5 Analisis de fenotipos mutantes recuperados con putrescina

En todos los trabajos acerca de las poliaminas y los defectos que causa la inhibicién de su sintesis, se

usaron poliaminas exdgenas con el fin de que las células recuperaran su fenotipo silvestre, en la mayoria
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utilizé putrescina, con el fin de reanudar la produccion de espermidina y espermina. En las pruebas que
se realizaron para recuperar el fenotipo silvestre en la mutante Aodc heterocarién se adicioné el medio
con putrescina. Se hizo un gradiente de concentracion de 0.2 a 1.0 mM, de acuerdo a los resultados de
Davis y Ristow (1991). Se encontré que desde 0.2 mM de putrescina el crecimiento de la mutante
aumentaba, pero la hiper-ramificacidn requirié un minimo de 0.8 mM (Figura 22) para restablecerse a un

fenotipo semejante a la silvestre.

Aodc het
P ‘?\\

het Put 0.4mM  Aodc het Put 0.6mM Aodc het Put imM

Figura 22. Tratamiento con putrescina: Panel superior, cepas control (silvestre y mutante Aodc het). Panel inferior,
cepa Aodc het bajo cinco concentraciones de putrescina. Barras de escala 500 um.

Se sabe que las poliaminas llegan a ser todxicas a altas concentraciones (Davis y Ristow, 1991; Pegg,
2013). Para el caso de la cepa Aodc heterocarion, la concentracion minima téxica de putrescina es de 2.0

mM (Figura 23D), provocando un fenotipo alin mas afectado que la mutante control (Figura 23B).
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Figura 23. Comparacion de cepas. Control (cepa silvestre) (A), control mutante (Aodc het) (B), cepa Aodc het con
0.8 mM de putrescina (C), Aodc het con 2.0 mM de putrescina (D). Nétese como a 2.0 mM de putrescina el fenotipo

se ve mas afectado que la mutante control.

En las ascosporas Aodc crecidas en medio adicionado con putrescina se encontrd que la germinacion

incrementd, sin embargo, en los cuatro tratamientos las ascosporas alcanzaron una longitud maxima en

diferentes tiempos antes de detener su germinacién totalmente. Las ascosporas sembradas medio con

putrescina al 0.8 y 1 mM tuvieron un crecimiento de 500 um, alcanzando dicha longitud a las 40 y 48

horas respectivamente (Figura 24B), con 1.5mM de putrescina, el crecimiento llegé a 800 um en 63

horas (Figura 24C), y las ascosporas sembradas en presencia de 2 mM de putrescina alcanzaron una

longitud de 1 mm en 72 horas (Figura 24D).

B (48 nrs] i

C (63 hrs)

Figura 24. Adicion de putrescina en ascosporas Aodc. Control (A), putrescina 1.0 mM (B), putrescina 1.5 mM (C) y

2.0 mM (D). La germinacion aumentd en proporcidn de la cantidad de putrescina. Barras de escala 200 um.
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3.6 Andlisis bajo de microscopia confocal

3.6.1 Tincion de la cepa silvestre y la cepa Aodc het con FM4-64

Mediante la tincidon con FM4-64 se pudo evidenciar la diferencia en cuanto a la organizaciéon y el tamano
del Spk. La cepa silvestre presentd su tipico crecimiento rectilineo y el Spk se encuentra de forma normal
en el apice celular (Figura 25A). Por otro lado, en la cepa mutante se pudo apreciar como el Spk presenté
un tamafio menor que en la cepa silvestre, al parecer se encuentraba parcialmente desensamblado
(Figura 25B). Asi mismo se puede observar como la cepa mutante heterocarion presenté deformidades
en la hifa y ramificaciones cerca de la zona apical, lo cual en una cepa silvestre por lo regular no sucede
(Figura 25A).

Figura 25. Cepas de N. crassa tefiidas con FM4-64. En la cepa silvestre (A) se puede observar un crecimiento
rectilineo y u Spk definido. En la cepa mutante Aodc het (B) se observa una hifa con forma irregular y con un Spk de
menor tamano. Barras de escala 10 um.

3.6.2 Localizacidn intracelular de CDC-42, RAC y F-actina

Previo a las observaciones de las Rho GTPasas, la cepa silvestre se tifié con el colorante FM4-64 con y sin
DFMO, a fin de tener un control de la dindmica del Spitzenkorper (Spk) y del crecimiento en ambas

condiciones, se usaron concentraciones de 4 mM de DFMO, de acuerdo a los datos de Davis et al., 1994.
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Al tediir las hifas con FM4-64, se pudo observar como el Spk era visible en todo momento, permitiendo su
seguimiento a lo largo del crecimiento de la hifa (Figura 26). Sin embargo, cuando fueron tratadas con
DFMO 4 mM, las hifas crecieron de manera irregular, es decir, no mantuvieron un crecimiento semi
rectilineo; también el Spk mostré signos de afectacidn, cambiando de posicidon constantemente e incluso

llegando a desvanecerse momentaneamente (Figura 27).

Figura 26. Cepas silvestres de N. crassa tefiidas con FM4-64. La presencia del Spk fue constante en todas las
observaciones. Barra de escala 10 um.

Figura 27. Cepas silvestres de N. crassa tefiidas con FM4-64 y tratadas con DFMO 4 mM. El Spk llegdé a
desvanecerse hasta desaparecer (flecha) y regenerarse segundos después. Barra de escala 10 um.
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En las imagenes de microscopia confocal se observé que, en condiciones normales, CDC-42 se localiza en
el 4pice de la hifa en crecimiento, mientras que RAC se ubica a los extremos (Figura 28), confirmando las
observaciones de Araujo-Palomares (2011). Ambas proteinas mantuvieron una localizacidon constante

durante las observaciones.

Figura 28. Localizacion de las Rho GTPasas CDC-42 y RAC marcadas con la proteina fluorescente YFP. CDC-42 se
observa en el dpice y RAC a los extremos sin colocalizacion entre ambas. Barra de escala 10 um.

Al ser tratadas con DFMO 4 mM, las Rho GTPasas presentaron una dindmica distinta. CDC-42 continud
localizdndose en la punta de la hifa de manera intermitente, llegdndose a extender su localizacién por

toda la zona del domo apical (Figura 29).

Figura 29. Microscopia confocal de la cepa YFP-CDC-42 tratada con DFMO 4 mM. La localizacién de CDC-42 paso de
su posicién normal a abarcar parte del domo apical. Barra de escala 10 um.
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Al observar las hifas de la cepa YFP-CDC-42 tratadas con DFMO y mediante la tincién de FM4-64, se
encontraron defectos en la organizacién y dindmica del Spk, se puede observar cdmo el Spk no se
mantiene en una sola posicién hasta que se desensambla completamente (Figura 30). La localizacion de
CDC-42 cambiaba constantemente sin llegar a colocalizar con el Spk (Figura 31).

Figura 30. Tincién con FM4-64 en la cepa YFP-CDC-42 tratada con DFMO 4 mM. El Spk tuvo un comportamiento
atipico, cambiando de posicidn y desvaneciéndose constantemente. Barra de escala 10 um.

FM4-64 Merge

Figura 31. Localizacion de CDC-42 en presencia de DFMO 4 mM. CDC-42 (verde), el Spk (rojo), imagen combinada
(merge). No se observo colocalizacion. Barra de escala 10 um.
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Respecto a la localizacién y dinamica de la proteina RAC en presencia de DFMO, su localizacién pasé de
ubicarse a los extremos del domo apical a cubrir completamente el apice de las hifas, alternando

constantemente en ambas zonas (Figura 32).

Figura 32. Microscopia confocal de la cepa YFP-RAC tratada con DFMO 4 mM. RAC cambid su localizacién tipica,
abarcando el domo apical. Barra de escala 10 um.

También se llegd a ver cerca de la punta una acumulacion de fluorescencia que llegd a colocalizar con el
Spk (Figura 33), sin embargo, esto fue breve, pero se presentd en varias ocasiones. Mediante la tincién
con FM4-64 se pudo observar como el Spk mostré alteraciones en su dinamica, llegando a formarse dos
Spk en la zona apical, que finalmente dieron lugar a ramificaciones apicales, las cuales no son tipicas en

una cepa silvestre (Figura 34)

RAC FM4-64 Merge

Figura 33. Localizacion de RAC en presencia de DFMO 4mM. RAC (verde), el Spk (rojo), imagen combinada (merge),
la colocalizacién se observa en naranja. Barra de escala 10 um.
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Figura 34. Tincién con FM4-64 en la cepa YFP-RAC tratada con DFMO 4 mM. El Spk tuvo una dinamica atipica,
generandose hasta dos Spk por hifa. Barra de escala 10 um.

Otra observacién notoria fue que en la cepa YFP-CDC-42 se llegaron a ver cumulos de fluorescencia en
las regiones distales de las hifas, siendo mas numerosos en presencia de DFMO (Figura 35 Ay B). Estas
acumulaciones no se observaron en la cepa control YFP-RAC, sin embargo, si se presentaron al ser
tratadas con DFMO, aunque no fueron tan notorias (Figura 36 Ay B).

Figura 35. Cimulos fluorescentes en la cepa YFP-CDC-42. Estos se observaron en el control (A) y en presencia de
DFMO 4 mM (B), siendo mayor su nimero luego del tratamiento con el inhibidor. Barras de escala 10 pum.
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Figura 36. Cumulos fluorescentes en la cepa YFP-RAC. Control (A) y en presencia de DFMO 4 mM (B). A diferencia
de la cepa YFP-CDC-42, aqui solo llegaron a observar en la cepa tratada con DFMO. Barras de escala 10 um.

En cuanto a la F-actina, esta se pudo observar con el uso del péptido de unién a actina Lifeact-GFP. Datos
recabados en trabajos previos mostraron que, en las hifas, la F-actina colocaliza con el Spk y también en

la membrana, especificamente en la regién subapical (Figura 37 A-F).

Cuando la cepa Lifeact-GFP fue tratada con DFMO 4mM, la actina mostré una dinamica distinta a la vista
en la cepa control. Ademas de ver como las hifas crecian irregularmente, la actina localizada en la punta
llegd a desaparecer momentaneamente a lo largo de las observaciones (Figura 38 C, F y J). Cuando esto
ocurria, las hifas detenian su crecimiento e inmediatamente después, la actina comenzdé a acumularse de
nuevo en la zona apical (Figura 38 D, E, G, H, I, Ky L). Este estado fue transitorio, ya que finalmente

volvia a localizarse en la punta, reanudando el crecimiento de la hifa.
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Figura 37. Localizacion de la F-actina. En la cepa control Lifeact-GFP se pudo observar una localizacién constante de
la F-actina en la punta y en los parches de la zona subapical. Barra de escala 10 um.
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Figura 38. Localizacién de la F-actina en presencia de DFMO 4 mM. Se distinguen los eventos donde la actina de la
zona apical se desvanece (flechas), afectando momentaneamente el crecimiento de la hifa (C, F y J) hasta que su
localizacidn apical vuelve a ser observada (D, E, G, y K). Barra de escala 10 um.

3.7 Cuantificacion de poliaminas

La cantidad de poliaminas se calculd a partir del andlisis de las muestras de putrescina, espermidina y
espermina en concentraciones de 20, 40, 60 y 80 mM, de donde se obtuvo una curva de concentracion

que se usod para determinar la cantidad de poliaminas extraidas de la cepa silvestre y de la mutante.
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Unicamente se llegaron a cuantificar la putrescina y la espermidina, ya que la espermina no se pudo
detectar (Anexo C). Los valores de concentracidon se promediaron (Tabla 4). En la cepa mutante se

observé una disminucion de la putrescina y la espermina (Figura 39), de acuerdo a lo esperado.

Tabla 4. Concentracidon de poliaminas en la cepa silvestre y en la cepa mutante Aodc het.

Putrescina (umoles/mg) Espermidina (umoles/mg)

WT 0.34+0.2 0.21 +0.05

Aodc het 0.17 £ 0.09 0.047 £0.02
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Figura 39. Concentracion de putrescina y espermidina en la cepa silvestre y en la cepa mutante Aodc het. Las barras
de error representan la desviacion estandar.
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Capitulo 4. Discusion

La cepa mutante homocariéon de ODC resulté ser inviable, tal como lo documentaron McDougall et al.,
1977; Davis et al., 1987, indicandonos que la enzima ornitina descarboxilasa es fundamental para el
desarrollo de N. crassa. Por lo anterior, se optd por trabajar con la cepa heterocarién, los datos
obtenidos de su caracterizacidon dieron buenos puntos para comparar el grado de perturbacion en
diferentes estadios de su desarrollo. Para la tasa de crecimiento, produccién de conidios y de micelio
aéreo los valores fueron menores, de acuerdo a la hipétesis que se planted. Sin embargo, los resultados
de la produccién de biomasa no siguieron la misma tendencia, ya que, si bien hubo una disminucién, no
fue estadisticamente significativa; la razén de esto se atribuye a que la cepa Aodc heterocarién genera
una mayor cantidad de ramas por hifa, y, en consecuencia, aumentando la masa total del micelio,
amortiguando la deficiencia en el crecimiento, resultando que los valores de la produccién de biomasa
tuvieran solo un 18% de diferencia con la cepa silvestre. Lo anterior podria confirmarse con un mayor

numero de muestras (n) de las que se cuantificaron.

El aumento en la ramificacién de la cepa Aodc resulté similar, aunque no en la misma proporcion, a lo
descrito en las cepas mutantes Acdc-42 y Arac, que poseen un fenotipo con hiperamificaciones, un
crecimiento inhibido ademas de una perdida en la polaridad (Araujo-Palomares et al., 2011).
Observaciones adicionales muestran como la mutante Aodc crece de una manera considerablemente
irregular y con micelio mas denso que la silvestre (Figura 22 y 23B), correlacionandose también con lo

observado por Araujo-Palomares (2011).

Las diferencias arriba mencionadas en la cepa Aodc heterocaridon son atribuidas a la existencia de
poliaminas que siguen siendo sintetizadas. Al adicionar putrescina en concentraciones tolerables (0.2-1
mM), le estaria permitiendo a la cepa mutante aumentar la sintesis de espermidina y espermina, y
recuperar su fenotipo silvestre, viéndose alin mds afectada cuando se adiciona la putrescina en dosis
téxicas (2 mM). Respecto a las ascosporas homocariones, al carecer por completo de la proteina ODC,
no tienen una fuente enddgena de poliaminas que sustente su crecimiento, y, por lo tanto, requieren

mayores cantidades que la heterocarion, llegando a tolerar los 2 mM de putrescina sin verse afectadas.

Con respecto a la adicion de concentraciones altas de poliaminas, hay dos factores a contemplar y que
pueden estar repercutiendo; uno es, que las poliaminas a concentraciones altas, en especial la
putrescina, estarian influyendo directamente de manera negativa sobre la actividad de la ODC

inhibiéndola, segun lo reportado por Davis et al., (1985). Por esta razon al afadir concentraciones altas
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de putrescina a la cepa heterocarion, presentd un crecimiento mas afectado, también debido a que las
poliaminas pueden ser catabolizadas en compuestos dafiinos como la acroleina, amoniaco y especies
reactivas de oxigeno (Pegg, 2013). El otro factor a considerar es el ingreso de la putrescina a través de
proteinas transmembranales, estas proteinas transportadoras tienen niveles de saturacidn, con un valor
Km de 0.6mM para putrescina (Davis y Ristow, 1988), aunque también existe un sistema no saturable,
pero de baja afinidad a poliaminas. Es posible que, mientras el sistema saturable alcanzé su valor
maximo de transporte en los experimentos, el sistema no saturable continud ingresando putrescina por
difusién hasta alcanzar un punto de equilibrio, contribuyendo a un crecimiento continuo a través del
tiempo. Sin embargo, al afiadir concentraciones altas de putrescina, la cepa disminuyd en crecimiento,

indicando los valores tdxicos para el hongo.

En cuanto a las ascosporas, éstas dejaron de crecer de acuerdo a la concentracién de putrescina exdgena
afiadida. A la menor concentracién dejaron de crecer al cabo de 24 horas y a la mayor concentracion a
las 96 horas. Esto sugiere que es necesaria una mayor cantidad de poliaminas en la cepa homocarién; sin
embargo, a un mayor tiempo de incubacién ya no respondieron al estimulo, probablemente por el hecho
de que las proteinas de los canales de transporte son sensibles a las concentraciones de iones
monovalentes. Especialmente a los iones de calcio (Ca%*), abundantes en el medio minimo de Vogel y en
el medio para aislamiento de colonia. Esto, sin dejar de mencionar la vasta cantidad de defectos

fisiolégicos originados por la delecién del gen odc.

Por otra parte, cabe mencionar que las ascosporas de la mutante nula de la agmatinasa (Aags-1), las
cuales son incapaces de sintetizar poliaminas mediante la ruta alterna, no reaccionan ante el estimulo de
la putrescina exégena (Pérez-Mozqueda, 2015). Estas observaciones sugieren que, aunque la ODC y la
AGS-1 intervienen en la sintesis de poliaminas es muy posible que sus productos participen en procesos
celulares distintos, siempre teniendo a la ruta constitutiva con una mayor participacién en la sintesis de
poliaminas tal como se ha descrito desde décadas atras y la ruta alterna puede estar implicada en

eventos de importancia en el crecimiento y desarrollo.

Los resultados de la cuantificacién de las poliaminas fueron de acuerdo a lo esperado, confirmando que,
al eliminar el gen de la ODC, al menos de manera parcial para el caso de la mutante heterocarion, la
cantidad de poliaminas generadas en la mutante es menor que en la cepa silvestre. La putrescina y la
espermidina tuvieron una disminucidn del 52% y 78%, respectivamente, en comparacién con la cepa
silvestre. Estas diferencias son mayores que las obtenidas en la mutante de agmatinasa (Aags-1 het),

donde se encontrd que la cantidad de putrescina y espermidina disminuia en 22% y 2%, respectivamente
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(Pérez-Mozqueda, 2015). Lo anterior indica que la ODC, produce la mayor cantidad de poliaminas

presentes en N. crassa.

Mediante un andlisis microscdépico a mayor aumento, se pudo observar como la cepa mutante
heterocaridon presenta deformidades en sus hifas y un Spk mas pequeio, comparado con la cepa
silvestre. Al parecer se encuentra parcialmente des-ensamblado y su dindmica no es tan estable como en
la cepa silvestre. La morfologia de las hifas se debe precisamente a la desestabilizacion del Spk, quien es
el encargado de dirigir el crecimiento celular. Claramente se observa que una deficiencia de poliaminas
repercute no solamente en la velocidad de crecimiento y demas defectos en la morfologia colonial, sino

también en la organizacidn y estructura celular.

Con respecto a las Rho GTPasas CDC-42 y RAC, se planted en un principio realizar una fusién vegetativa
entre las cepas YFP-CDC-42 y YFP-RAC con la cepa Aodc, no obstante, debido a que la mutante
homocaridn es inviable, se planted una fusidn con la cepa heterocaridn. La propuesta anterior se
descartd, ya que una mutante heterocarion arrojaria datos sesgados y no proporcionarian la informacion
necesaria para emitir un juicio certero acerca de los efectos que tienen la privacién de poliaminas en
estas GTPasas. Por lo anterior, se procedié a utilizar DFMO, con el fin de inhibir a la ODC, simulando los
efectos de una mutante nula del gen odc. El tratamiento fue previo a escanear las cepas en el

microscopio confocal.

En presencia de DFMO, CDC-42 no mostrd estar afectada en su localizacidon, sin embargo, su ubicacion
llegd a cambiar, ocupando un area mayor e incluso llegando a verse en todo el domo apical. RAC por su
parte, tuvo una dinamica en la que se observd extenderse hacia la punta de la hifa, sobre la zona de
localizacién de CDC-42, regién en donde se llegd a observar un fendmeno que fue descrito como
solubilizacion; formando una "nube" de fluorescencia en el citosol que llegd a colocalizar con el
Spitzenkorper. Ademas, la cepa YFP-CDC-42 mostrd acumulaciones de fluorescencia en la regidn distal de

la hifa, en promedio a 50um.

Estos hallazgos pueden indicar que el DFMO, al provocar la privacion de una fuente de poliaminas en N.

crassa, afecta a las Rho GTPasas involucradas en el crecimiento polarizado.

La literatura sugiere que lo anteriormente mencionado se debe al hecho de que una ausencia de
poliaminas estaria afectando a las moléculas GEF o GDI (Ray et al., 2007; Ray et al., 2011), inhibiendo la

unién de CDC-42 y RAC a GTP, volviéndolas proteinas solubles en el citoplasma en lugar de estar unidas a
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la membrana plasmatica. Los resultados obtenidos son insuficientes para asegurar que esto esté
ocurriendo, solamente se puede inferir que los defectos en sus dindmicas son debido a todos los
procesos afectados por la falta de poliaminas, desde la transcripcidon de los genes, su traduccién y su

respectiva funcion.

Con respecto a los puntos de fluorescencia encontrados en las regiones distales de la cepa YFP-CDC-42
posiblemente sean también un efecto de la ausencia de poliaminas, similar a las observaciones descritas
en epitelio intestinal de rata (Vaidya et al., 2004), donde la Rho GTPasa RAC cambia su localizacién en la
membrana hacia la regién perinuclear, previniendo su activaciéon y afectando la homeostasis del
citoesqueleto de actina. Sin embargo, cabe la posibilidad que estas acumulaciones se vean
incrementadas debido a los efectos generales que ocasiona el DFMO, puesto que se presentan aun en la

cepa control YFP-CDC-42.
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Capitulo 5. Conclusiones

e La delecién del gen odc, que codifica para la proteina ornitina descarboxilasa (ODC) genera un
fenotipo de letalidad, indicando que es esencial para el correcto desarrollo de N. crassa.

e La cepa Aodc heterocarion produce una menor cantidad de poliaminas con respecto a la cepa
silvestre.

e Lacepa mutante Aodc heterocarion presenta defectos en su morfofisiologia.

e Alinhibir la actividad ODC se afecta la dindmica de las proteinas Rho GTPasas CDC-42 y RAC.

e La actina también se ve afectada al inhibir la ODC, repercutiendo en el crecimiento de las hifas.
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Anexo A. Medios de cultivo utilizados

Medio minimo de Vogel (MMV) 500mL

Agar (opcional, solo para medio sélido)

7.5g (1.5%), 15g (3%)

Sacarosa 10g
Sales de Vogel 10mL
Elementos traza 2mL
Biotina 0.1mg/mL 1mL

Medio para aislamiento de colonia (FGS) 300mL

Volumen final 200mL

Sorbosa 5.3g
Sorbitol 48.5g
Agar 5.3g

Volumen final 100mL

Sales de Vogel 8mL
Fructosa 0.20g
Glucosa 0.20g

Medio Luria-Bertani (LB) 500mL

Triptona

58

Extracto de levadura

2.5g

Cloruro de sodio

5g

Agar

10g




Medio sintético de cruza (MSC) 500mL

Nitrato de Potasio 0.5g
Fosfato de potasio dibasico 0.35g
Fosfato de potasio monobasico 0.25g
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.25g
Cloruro de calcio 0.05g
Cloruro de sodio 0.05g
Sacarosa 1.5% 7.5g
Elementos traza 50uL
Biotina 0.1mg/mL 2.5mL
Agar 9g
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Anexo B. Datos de caracterizacion fenotipica de la cepa Aodc heterocarién

Tasa de crecimiento (en centimetros)

Horas 15 18 21 P 27 30 33 36
WT 0.40 0.89 | 1.62 241 3.40 4.35 5.33 6.37
o 0.059 | 0.16 | 0.24 0.284 | 0.357 | 0.396 | 0.478 | 0.522
Aodc het 0.25 0.52 | 0.83 1.22 1.69 2.08 2.54 3.13
(o] 0.032 | 0.08 | 0.153 | 0.185 | 0.249 | 0.307 | 0.355 | 0.307

Tasa de esporulacion

Cepa 1x108 Conidios/ml

WT 101.11
o 12.19
Aodc het 31.11
o 8.21

Produccion de biomasa

Cepa mg/50mL

WT 66.52
o 12.50
Aodc het 54.44
o 17.35




Generacion de hifas aéreas

Cepa mm
WT 10.22
o] 1.39

Aodc het 6.33

o 0.50

indice de ramificacidn

Ramas por hifa WT Aodc het

0 2 0
1 6 3
2 10 | 3
3 10 | 4
4 4 7
5 2 10
6 1 4
7 0 4
8 0 0




Recuperacién de fenotipo

Ramas por hifa  Put 0.2mM Put 0.4mM Put 0.6mM Put 0.8mM Put 1.0mM
0 0 0 0 2 1

1 0 3 1 7 6

2 2 8 6 16 16

3 9 18 18 8 8

4 15 6 7 2 4

5 6 0 3 0 0

6 3 0 0 0 0

7 0 0 0 0 0

8 0 0 0 0 0

Recuperacién de ascosporas

Crecimiento (pum) Tiempo (hrs)

Control | 300 24
0.8mM | 500 40
1.0mM | 500 48
1.5mM | 800 63
2.0mM 1000 72
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espermidina con un tiempo de retencion de 10 minutos (B) y espermina con un tiempo de retencion de 13.3

minutos (C).
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