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RESUMEN

La esporulacién asexuval del hongo Aspergillus nidulans (conidiacién)
representa un buen modelo para abordar problemas de regulacién genética y
diferenciacion celular. La clona de cDNA CANS es una de las muchas aisladas en
base a la induccion especifica de su ARNm durante la conidiacién. El gen
correspondiente a CANS predice un polipéptido de 744 aminodcidos con un alto
grado de similitud con catalasas de diversas fuentes, por lo cual fue denominado
catA (Navarro, 1995). La determinacién de la actividad de catalasa en geles de
poliacrilamida de protefnas nativas revelé la existencia de dos bandas de actividad.
La banda con mayor movilidad -electroforética representa la actividad
predominante durante el crecimiento vegetativo y se induce durante la
esporulacién. La segunda actividad de catalasa aparece después de la induccién de
la esporulacién y es predominante en esporas asexuales (conidias). Recientemente
se ha detectado una tercera actividad de catalasa, la cual se encuentra en estudio
(Kawasaki y Aguirre, sin publicar). El mensajero de cazA no se detecté en micelio
en crecimiento, pero se indujo notablemente durante la esporulacién y se acumulé
en esporas, sugiriendo que carA codificaria para la catalasa de las conidias
(Navarro, 1995).

En este trabajo nos planteamos como objetivos determinar cudl de las
catalasas detectadas estaba codificada por card, asi como el estudio de la
regulacion de dicho gen. La interrupcién de carA elimind la catalasa de las
conidias, sin afectar las catalasas presentes durante el crecimiento, indicando la
existencia de al menos tres genes de catalasa en A. nidulans. Las conidias de una
mutante cazA” resultaron mucho mds sensibles al peréxido de hidrégeno, que las
de una cepa silvestre (Navarro et al., 1996). De hecho, una parte importante de la
catalasa A se inmunolocalizé en la pared celular de las conidias. CatA parece ser
muy estable, ya que el mensaje de catA desaparecié a las 4 h de germinacién
(Navarro y Aguirre, sin publicar) mientras que la actividad de catalasa puede
detectarse hasta las 10 h (Kawasaki et al., 1997).

A pesar de que carA es un gen que se regula durante la conidiacién, la
acumulacion del ARNm resulté independiente de los genes reguladores de la
conidiacién brlA, abaA y wetA (Navarro et al., 1996). Una mutante nula en brlA es
incapaz de producir conidias, pero puede llevar a cabo el ciclo sexual y producir
esporas sexuales (ascosporas). Encontramos que a pesar de que en el micelio de
esta mutante se acumula el mensajero de catA, no fue posible detectar la proteina
correspondiente ni por su actividad enzimdtica, ni con anticuerpos especificos en
ensayos tipo “Western Blot”. Por el contrario, las ascosporas producidas por la
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mutante nula en br/A mostraron altos niveles de actividad de catalasa A, indicando
que el gen catA estd sujeto a regulacién postranscripcional.

Para estudiar los mecanismos que participan en esta regulacion, fusionamos
1400 pb de la regién reguladora 5 del gen catA con el gen reportero lacZ. Esta
fusién produce un ARNm que incluye la regién 5°del mensajero de catA que no se
traduce (5°UTR), asi como los primeros 4 aminodcidos de CatA. Una cepa
silvestre con una sola copia de esta fusién, integrada en el locus argB, presenté
una actividad baja de B-galactosidasa durante las primeras 12 h de conidiacién, la
cual se incrementd ~50 veces a las 25 h, y 620 veces en las conidias aisladas. En
congruencia con estos resultados, la expresién espacial del reportero cazA::lacZ se
restringid a ciertos tipos celulares del conidiéforo (métulas, fislides y conidias).
En cambio, en un fondo genético brlIA’, el gen catA::lacZ mostré niveles bajos de
expresion a lo largo de la conidiacién (33-94 U entre 12 y 49 h). En una mutante
en el gen stuA, en la cual el patrén celular del conidiéforo esta alterado, se detectd
un incremento de B-galactosidasa de 8.3 veces en conidias con respecto al micelio
no diferenciado, indicando que parte de la regulacién de la expresion de
catA::lacZ es independiente de stuA. También se observé una acumulacién del
mensajero de catA cuando el micelio vegetativo se incubé en condiciones de
tension oxidativa, osmética o de privacién de nutrientes. Sin embargo, la actividad
de CatA se restringi6 a las conidias producidas durante la privacién de carbono.
Nuestros resultados apoyan un modelo en el cual la traduccién del mensaje de
catA, acumulado durante la conidiacién o en respuesta a condiciones de tension,
depende de los procesos morfogenéticos involucrados en la formacién de esporas
tanto asexuales como sexuales. También ponen en relieve la existencia de
mecanismos independientes del gen briA capaces de regular la localizacién de
productos especificos de las esporas (Navarro y Aguirre, 1993).

Con el propésito de probar que la regién 5'UTR del mensajero de catA
participa en la regulacién de la traduccién, se sustituyé la mayor parte de ésta por
la regi6n 5'UTR del mensajero del gen aicA, en la fusién carA::lacZ descrita
previamente. alcA codifica para la ADHI, se reprime por glucosa y se induce por
etanol y su promotor es muy usado para sobreexpresar genes. La actividad de B-
galactosidasa derivada de la fusién catA::lacZ que contiene la regién 5°UTR de
alcA se comporté de manera semejante a la derivada de la fusién catA::lacZ
original, tanto en un fondo silvestre, como en uno briA~. Estos hallazgos son
contradictorios con la hipétesis de que la regién 5°'UTR del mensajero de carA
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regula la expresién de la catalasa en las esporas a través de un mecanismo de
inhibicién de la traduccién. Sin embargo, la sustitucién de la region 5'UTR no fue
total, por lo que las secuencias de catA adn presentes en la segunda fusién
catA::lacZ podrian ser las responsables de la inhibicién de la traduccién.

En una estrategia alternativa, decidimos poner al gen catA bajo el control
del promotor alcA, usando las regiones 5'UTR correspondientes a catA o alcA 'y
expresar las dos fusiones en micelio vegetativo. Se encontré una menor actividad
de CatA y menor acumulacién de ARNm con la fusién con la regién 5'UTR de
catA que con la de alcA, sugiriendo un papel de la regién 5'UTR de catA en la
estabilidad del mensaje. Sin embargo, parte de este mensaje fue capaz de
traducirse, lo cual podria deberse a que la inhibicién de la traduccién es
incompleta 0 a que esta no ocurre en condiciones distintas de la conidiacién.

Como se mencion6 antes, existen condiciones de tensién fisiolégica que
inducen el mensaje de catA, por lo que decidimos expresar ambas fusiones
alcA::catA en condiciones de tensién oxidativa, como son la presencia de paraquat
o durante la exposicién del micelio al aire. Con ambas fusiones se observé un
aumento notable en la acumulacién del ARN mensajero. En el caso de la fusién
alcA::catA con la region 5"UTR de alcA, dicho aumento correspondié con un
incremento claro en la actividad de catalasa A. Por lo contrario, en el caso de la
fusién alcA::catA con la regién S'UTR de catA, el aumento en la actividad de
catalasa A fue marginal. Estos datos muestran que la exposicién del micelio al aire
(condicion fisiolégica en la cual se induce la conidiacién), tiene los mismos
efectos, en términos de acumulacién del mensaje de cazA, que el tratamiento con
paraquat y que en estas condiciones la regién 5'UTR del mensaje de catA es capaz
de inhibir la traduccién de dicho mensaje. Adicionalmente, nuestros experimentos
han revelado la regulacién del promotor del gen alcA por tensién oxidativa,
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ABSTRACT

Asexual sporulation (conidiation) in the ascomycete Aspergillus nidulans
constitutes an attractive model system for studies in gene regulation and cell
differentiation. The CANS cDNA is one of several clones isolated based on
transcript induction during conidiation. The sequence of the corresponding gene
predicts a 744-amino-acid-residue polypeptide with high similarity to catalase
genes and was hence designated, carA (Navarro, 1995). Catalase activity
determination in native gels revealed two bands of activity. One of the bands
represented the major activity during vegetative growth and was induced during
sporulation. The second catalase activity appeared after the induction of
sporulation and was the predominant activity in asexual spores (conidia).
Recently, a third catalase has been detected (Kawasaki and Aguirre, unpublished).
catA mRNA is barely detectable in growing mycelia but undergoes a high
induction during conidiation, remaining stable in isolated conidia. This suggested
that catA encoded the conidial catalase (Navarro, 1995).

The purpose of this work was to determine if carA encoded a catalase and to
study the regulation of this gene. The disruption of catA abolished the major spore
catalase without eliminating the vegetative activities, indicating the existence of at
least three catalase genes in A. nidulans. catA-disrupted mutants produced spores
that were sensitive to hydrogen peroxide as compared to wild-type spores
(Navarro et al., 1996) and in fact, CatA was inmunolocalized to the conidial cell
wall. The cazA mRNA was degraded during germination (Navarro and Aguirre,
unpublished). However, catalase A activity was present for a longer time,
suggesting a higher protein stability (Kawasaki ez al., 1997),

catA mRNA accumulation was not dependent upon the developmental
regulatory genes brlA, abaA nor wetA. Using a developmental mutant affected in
the brlA gene, unable to form conidia but capable of producing sexual spores
(ascospores), we demonstrated that the cat4A mRNA accumulated during induction
of conidiation did not produce a CatA protein. In contrast, high levels of catalase
A activity were detected in the ascospores produced by this mutant, indicating that
the catA gene is posttranscriptionally regulated. The same type of regulation was
observed for a catA::lacZ translational gene fusion, suggesting that the carA
message 5” untranslated region (5°UTR) could be involved in translational control
during development. In a wild type strain, B-galactosidase activity driven from the
catA.:lacZ reporter fusion was low in hyphae, increased 50 fold during conidiation
and 620 fold in isolated conidia. Consistent with this, the spatial expression of the
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reporter gene was restricted to metulae, phialides and conidia. Conidia-associated
expression was retained in a stuA mutant, in which conidiophore cell pattern is
severely deranged. catA mRNA accumulation was also observed when vegetative
mycelia was subject to oxidative, osmotic and nitrogen or carbon starvation stress.
Nevertheless, catalase A activity was restricted to the conidia produced under
nutrient starvation. Our results provide support for a model in which translation of
the catA message RNA, accumulated during conidiation or in response to different
types of stress, is linked to the morphogenetic processes involved in asexual and
sexual spore formation. Our findings also indicate that briA-independent
mechanisms regulate the expression of genes encoding spore-specific products
(Navarro and Aguirre, 1998).

To test the importance of the 5'UTR of catA mRNA, we constructed a
catA::lacZ fusion in which most of the corresponding catA 5'UTR was replaced by
the alcA mRNA 5'UTR. alcA codes for ADHI and it is repressed by glucose and
induced by ethanol. The regulation of this new fusion was very similar to that
observed for the catA::lacZ fusion containing the 5'UTR of the catA mRNA.
These results suggest that the regions of the catA 5"UTR mRNA left in the second
fusion are sufficient for the translational regulation of catA.

In another set of experiments, we use the alcA promoter to overexpress catA
mRNAs containing either the alcA or the catA 5°UTR regions. Unexpectedly, the
second mRNA accumulated to much lower levels. However, this fact did not
prevent a partial induction of catalase A activity. These results suggest that the
catA mRNA 5'UTR destabilizes the message during growth and that, under these
conditions, translational repression is not efficient.

Since the catA mRNA accumulates during oxidative stress, we decided to
induce the alcA::catA fusions when exposing the organism to air or to the
oxidizing agent paraquat. With both fusions, a notable increase in mRNA
accumulation was observed. In the case of the catA mRNA containing alcA
mRNA 5°UTR, this increase corresponded with a clear induction of catalase A
activity. In contrast, catalase A activity was much lower when expressing the catA
message containing catA mRNA 5'UTR.
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These data show that exposure of mycelia to air (a physiological condition
for induction of conidiation) is equivalent, in terms of cazA mRNA accumulation,
to a paraquat treatment and that under these conditions the catA message RNA
5’UTR is able (o inhibit translation. In addition, our experiments have unveiled a
transcriptional regulation of the alcA gene by oxidative stress.

| / Vo. Bo%
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RESUMEN

La esporulacién asexual del hongo Aspergillus nidulans (conidiacién)
representa un buen modelo para abordar problemas de regulacién genética y
diferenciacién celular. La clona de cDNA CANS es una de las muchas aisladas en
base a la induccién especifica de su ARNm durante la conidiacién. El gen
correspondiente a CANS predice un polipéptido de 744 aminodcidos con un alte
grado de similitud con catalasas de diversas fuentes, por lo cual fue denominado
catA (Navarro, 1995). La determinacién de la actividad de catalasa en geles de
poliacrilamida de protefnas nativas revelé la existencia de dos bandas de actividad.
La banda con mayor movilidad electroforética represemta la actividad
predominante durante el crecimiento vegetativo y se induce durante la
esporulacién. La segunda actividad de catalasa aparece después de la induccitn de
la esporulacién y es predominante en esporas asexuales (conidias). Recientemente
se ha detectado una tercera actividad de catalasa, la cual se encuentra en estudio
(Kawasaki y Aguirre, sin publicar). El mensajero de cazA no se detecté en micelio
en crecimiento, pero se indujo notablemente durante la esporulacién y se acumulé
en esporas, sugiriendo que catA codificaria para la catalasa de las conidias
(Navarro, 1995).

En este trabajo nos planteamos como objetivos determinar cudl de las
catalasas detectadas estaba codificada por catA, asi como el estwdio de la
regulacién de dicho gen. La interrupcién de catA eliminé la catalasa de las
conidias, sin afectar las catalasas presentes durante el crecimiento, indicando la
existencia de al menos tres genes de catalasa en A. nidulans. Las conidias de una
mutante catA” resultaron mucho més sensibles al peréxido de hidrégeno, que las
de una cepa silvestre (Navarro ef al., 1996). De hecho, una parte importante de la
catalasa A se inthunolocalizé en la pared celular de las conidias. CatA parece ser
muy estable, ya que el mensaje de catA desaparecié a las 4 h de germinacién
(Navarro y Aguirre, sin publicar} mientras que la actividad de catalasa puede
detectarse hasta las 10 h (Kawasaki e? al., 1997).

A pesar de que catA es un gen que se regula durante la conidiacion, la
acumulacién del ARNm resulté independiente de los genes reguladores de la
conidiacién briA, abaA y wetA (Navarro et al., 1996). Una mutante nula en briA es
incapaz de producir conidias, pero puede llevar a cabo el ciclo sexual y producir
esporas sexuales (ascosporas). Encontramos que a pesar de que en el micelio de
esta mutante se acumula el mensajero de carA, no fue posible detectar la proteina
correspondiente ni por su actividad enzimadtica, ni con anticuerpos especificos en
ensayos tipo “Western Blot”. Por el contrario, las ascosporas producidas por la
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mutante nula en br/A mostraron altos niveles de actividad de catalasa A, indicando
que el gen catA estd sujeto a regulacion postranscripcional.

Para estudiar los mecanismos que participan en esta regulacién, fusionamos
1400 pb de la regién reguladora 5” del gen catA con el gen reportero lacZ. Esta
fusién produce un ARNm que incluye la regién 5°del mensajero de catA que no se
traduce (5°UTR), asi como los primeros 4 aminodcidos de CatA. Una cepa
silvestre con una sola copia de esta fusién, integrada en el locus argB, presentd
una actividad baja de B-galactosidasa durante las primeras 12 h de conidiacién, la
cual se incrementé ~50 veces a las 25 h, y 620 veces en las conidias aisladas. En
congruencia con estos resultados, la expresién espacial del reportero cafA::lacZ se
restringié a ciertos tipos celulares del conidi6foro (métulas, fidlides y conidias).
En cambio, en un fondo genético briA’, el gen catA::lacZ mostrd niveles bajos de
expresién a lo largo de la conidiacién (33-94 U entre 12 y 49 h). En una mutante
en el gen stuA, en la cual el patron celular del conidiéforo esta alterado, se detectd
un incremento de 8-galactosidasa de 8.3 veces en conidias con respecto al micelio
no diferenciado, indicando que parte de la regulacién de la expresién de
catA::lacZ es independiente de stud. También se observé una acumulacién del
mensajero de carA cuando el micelio vegetativo se incubé en condiciones de
tension oxidativa, osmética o de privacién de nutrientes. Sin embargo, la actividad
de CatA se restringié a las conidias producidas durante Ja privacién de carbono.
Nuestros resultados apoyan un modelo en el cual la traduccién del mensaje de
catA, acurmulado durante la conidiacién o en respuesta a condiciones de tensién,
depende de los procesos morfogenéticos involucrados en la formacién de esporas
tanto asexuales como sexuales. También ponen en relieve la existencia de
mecanismos independientes del gen brlA capaces de regular la localizacion de
productos especificos de las esporas (Navarro y Aguirre, 1998).

Con el propésito de probar que la regién 5UTR del mensajero de catd
participa en la regulacién de la traduccién, se sustituy6 la mayor parte de ésta por
la regién 5'UTR del mensajero del gen alcA, en la fusién catA::lacZ descrita
previamente, alcA codifica para la ADHI, se reprime por glucosa y se induce por
etanol y su promotor es muy usado para sobreexpresar genes. La actividad de B-
gsalactosidasa derivada de la fusién catA::lacZ que contiene la region 5UTR de
alcA se comporté de manera semejante a la derivada de la fusién catA::lacZ
original, tanto en un fondo silvestre, como en uno briA’. Estos hallazgos son
contradictorios con la hipétesis de que la regién 5"UTR del mensajero de catA
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regula la expresién de la catalasa en las esporas a través de un mecanismo de
inhibicién de la traduccién. Sin embargo, la sustitucién de la regién 5'UTR no fue
total, por lo que las secuencias de catA adn presentes en la segunda fusxon
catA::lacZ podrian ser las responsables de la inhibicién de la traduccién.

En una estrategia alternativa, decidimos poner al gen catA bajo el control
del promotor alcA, usando las regiones 5'UTR correspondientes a cafA © alcA y
expresar las dos fusiones en micelio vegetativo. Se encontré una menor actividad
de CatA y menor acumulacién de ARNm con la fusién con la regién S"UTR de
catA que con la de alcA, sugiriendo un papel de la regién 5°UTR de catA en la
estabilidad del mensaje. Sin embargo, parte de este mensaje fue capaz de
traducirse, lo cual podria deberse a que la inhibicién de la traduccién es
incompleta o a que esta no ocurre en condiciones distintas de la conidiacién.

Como se mencioné antes, existen condiciones de tension fisiolégica que
inducen el mensaje de catA, por lo que decidimos expresar ambas fusiones
alcA::catA en condiciones de tensidn oxidativa, como son la presencia de paraquat
o durante la exposicién del micelio al aire. Con ambas fusiones se observé un
aumento notable en la acumulacién del ARN mensajero. En el caso de la fusién
alcA::catA con la regién 5'UTR de alcA, dicho aumento correspondié con un
incremento claro en la actividad de catalasa A. Por lo contrario, en el caso de la
fusion alcA::catA con la regién 5'UTR de carA, el aumento en la actividad de
catalasa A fue marginal. Estos datos muestran que la exposicién del micelio al aire
(condicién fisiolégica en la cual se induce la conidiaci6n), tiene los mismos
efectos, en términos de acumulacién del mensaje de catd, que el tratamiento con
paraquat y que en estas condiciones la regién 5'UTR del mensaje de cafA es capaz
de inhibir la traduccién de dicho mensaje. Adicionalmente, nuestros experimentos
han revelado la regulacién del promotor del gen alcA por tensién oxidativa.



ABSTRACT

Asexual sporulation {(conidiation} in the ascomycete Aspergillus nidulans
constitutes an attractive model system for studies in gene regulation and cell
differentiation. The CANS cDNA is one of several clones isolated based on
transeript induction during conidiation. The sequence of the corresponding gene
predicts a T44-amino-acid-residue polypeptide with high similarity to catalase
genes and was hence designated, catA (Navarro, 1995). Catalase activity
determination in native gels revealed two bands of activity. One of the bands
represented the major activity during vegetative growth and was induced during
sporulation. The second catalase activity appeared after the induction of
sporulation and was the predominant activity in asexual spores (conidia).
Recently, a third catalase has been detected (Kawasaki and Aguirre, unpublished).
catA mRNA is barely detectable in growing mycelia but undergoes a high
induction during conidiation, remaining stable in isolated conidia. This suggested
that catA encoded the conidial catalase (Navarro, 1995).

The purpose of this work was to determine if catA encoded a catalase and to
study the regulation of this gene. The disruption of catA abolished the major spore
catalase without eliminating the vegetative activities, indicating the existence of at
least three catalase genes in A. nidulans. catA-disrupted mutants produced spores
that were sensitive to hydrogen peroxide as compared to wild-type spores
{Navarro et al., 1996) and in fact, CatA was inmunolocatized to the conidial cell
wall. The catA mRNA was degraded during germination (Navarro and Aguirre,
unpublished). However, catalase A activity was present for a longer time,
suggesting a higher protein stability (Kawasaki et al., 1997).

catA mRNA accumulation was not dependent upon the developmental
regulatory genes briA, abaA nor wetA. Using a developmental mutant affected in
the briA gene, unable to form conidia but capable of producing sexual spores
(ascospores), we demonstrated that the catA mRNA accumulated during induction
of conidiation did not produce a CatA protein. In contrast, high levels of catalase
A activity were detected in the ascospores produced by this mutant, indicating that
the catA gene is postiranscriptionally regulated. The same type of regulation was
observed for a catA::lacZ translational gene fusion, suggesting that the catA
message 5 untranslated region (5'UTR) could be involved in translational control
during development. In a wild type strain, 3-galactosidase activity driven from the
catA::lacZ reporter fusion was low in hyphae, increased 50 fold during conidiation
and 620 fold in isolated conidia. Consistent with this, the spatial expression of the
reporter gene was restricted to metulae, phialides and conidia. Conidia-associated
expression was retained in a stuA mutant, in which conidiophore cell pattern is
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ABSTRACT

severely deranged. catA mRNA accumulation was also observed when vegetative
mycelia was subject to oxidative, osmotic and nitrogen or carbon starvation stress.
Nevertheless, catalase A activity was restricted to the conidia produced under
nutrient starvation. Our results provide support for a model in which translation of
the catA message RNA, accumulated during conidiation or in response to different
types of stress, is linked to the morphogenetic processes involved in asexual and
sexual spore formation. Our findings also indicate that briA-independent
mechanisms regulate the expression of genes encoding spore-specific products
(Navarro and Aguirre, 1998).

To test the importance of the S'UTR of catA mRNA, we constructed a
catA::lacZ fusion in which most of the corresponding catA 5UTR was replaced by
the alcA mRNA 5'UTR. alcA codes for ADHI and it is repressed by glucose and
induced by ethanol. The regulation of this new fusion was very similar to that
observed for the catA::lacZ fusion containing the 5'UTR of the catA mRNA.
These results suggest that the regions of the catA 5"UTR mRNA left in the second
fusion are sufficient for the translational regulation of catA.

In another set of experiments, we use the alcA promoter to overexpress catA
mRNAs containing either the alcA or the catA 5’'UTR regions. Unexpectedly, the
second mRNA accumulated to much lower levels. However, this fact did not
prevent a partial induction of catalase A activity. These results suggest that the
catA mRNA SUTR destabilizes the message during growth and that, under these
conditions, translational repression is not efficient.

Since the catA mRNA accumulates during oxidative stress, we decided to
induce the alcA::catA fusions when exposing the organism to air or to the
oxidizing agent paraquat. With both fusions, a notable increase in mRNA
accumulation was observed. In the case of the catA mRNA containing alcA
mRNA 5°UTR, this increase corresponded with a clear induction of catalase A
activity. In contrast, catalase A activity was much lower when expressing the catA
message containing carA mRNA 5'UTR.

These data show that exposure of mycelia to air (a physiological condition
for induction of conidiation) is equivalent, in terms of catA mRNA accumulation,
to a paraquat treatment and that under these conditions the catA message RNA
5°UTR is able to inhibit translation. In addition, our experiments have unveiled a
transeriptional regulation of the alcA gene by oxidative stress.
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L La esporulacién asexual en Aspergillus nidulans como modelo experimental
de diferenciacion celular.

En el laboratorio estamos interesados en entender los procesos que dan
origen a la diferenciacién cefular en microorganismos. Para estudiar este
fenémeno hemos elegido como modelo experimental al hongo filamentoso A.
nidulans, el cual es manipulable a nivel genético. A. nidulans presenta tres
diferentes etapas en su ciclo de vida, las cuales se muestran en la Figura 1. El ciclo
asexual comienza con la germinacién de una espora para producir micelio. Cuando
dicho micelio se expone al aire 0 a privacién de nutrientes, algunas de las hifas
forman septos que delimitan un compartimento lamado célula pie, a partir de la
cual se forma un tallo (Clutterbuck, 1969; Skromne et al., 1995). La célula tallo se
alarga basta que forma una vesicula en la pumta y a través de numerosas
gemaciones de la vesicula se forman las métulas. Las métulas forman las fidlides,
las cuales pueden ser consideradas como células nodrizas que dan origen a las
esporas asexuales uninucleadas, también conocidas como conidias. Las conidias
son estructuras de resistencia y propagacién que se caracterizan por la
acumulacién de un pigmento verde. Con la germinacién de las conidias se
establece un nuevo ciclo asexual.

Una vez concluida la esporulacién asexual se inicia la etapa de la
esporulacién sexual. A. nidulans es bomotdlico; la reproduccién sexual se realiza
en un mismo talo (no hay sexos separados). Las esporas sexuales, también
llamadas ascosporas, estdn contenidas dentro de sacos conocidos como ascas. Un
asca madura contiene ocho esporas, ya que la meiosis es seguida por una
duplicacién mitdética. Los ascas estdn contenidos dentro de una estructura
denominada cleistotecio, el cual contiene cientos de ascas. Las ascosporas tienen
una estructura muy parecida a una concha de molusco y durante la germinacién la
ascospora se abre como una almeja para dar paso al tubo germinal. Poco se sabe
acerca de la regulacién genética de este proceso (Champe et al., 1994).

El ciclo parasexual de A. nidulans se inicia cuando dos cepas genéticamente
distintas se fusionan formando un heterocarién. En ciertas condiciones dos
nicleos se fusionan y se forman espontineamente diploides heterocigotos. Estos
pueden ser haploidizados usando diversas drogas que afectan la formacidn del uso
mitético. Durante la haploidizacién, los ocho pares de cromosomas segregan
independientemente, por lo que un haploide gencrado de esta manera puede poseer

G



INTRODUCCION

=
SECOFPOTI

L
oy & HETEROCARIONTE
ik

anastomosis de hias

CICLO PAR‘ASEXUAL PLSEE
CIN Mitosis

O7F = Haploidizaciin
= Recombinacién mitdtica

CICLO ASFXUAL

colonia maduta Whinsiz

/ A ~——
i\__# (&> fe

inicial conucha conldiSforo

Figura I. Ciclo de vida de Aspergullus nidulans. El micelio vegetativo esta constituide de células
filamentosas llamadas hifas, las cuales crecen apicalmente y por ramificacion sub-apical. El conjunto de
hifas © micello puede comtener un solo tipo de ndcleos (homocariote) o micleos diferentes
(heterocariote). En ocasiones, nidcleos genéticamente diferentes se fusionan formando cepas diploides
heterocigotos. La pérdida espontinea de uno o méis cromosomas causa 1a formacién de haploides
recombinantes (con cromosomas de ambas cepas haploides parentales) en un proceso dencminado ciclo
parasexual. El ciclo sexnal lleva a la produccién de ascas dentro de cuerpos fructiferos llamados
cleistotecios; dentro de los ascas se encuentran las ascosporas. La fase asexual del ciclo comienza con la
formacién de una célula pie que forma un tallo. Este se diferencia en la parte superior formando el
conidiéforo, el cual consiste de una vesicula multinucleada, la cual por gemacién produce métulas,
fidlides y finalmente conidias (Tomada de Martinelli, 1994).

cromosomas de ambos padres. Esta parte del ciclo de vida del hongo es muy til
para asignar mutaciones a un cromosoma. En A. nidulans se han caracterizado una
gran cantidad de mutantes afectadas en el proceso de conidiacién. Algunos de
estos genes corresponden a genes reguladores que activan o reprimen otros genes
y que actdan a diferentes tiempos y niveles.

Entre los genes reguladores del proceso de conidiacion destacan brid, abaA
y wetA 1os cuales fueron definidos y caracterizados por Clutterbuck (Clutterbuck,
1969; Martinelli y Clutterbuck, 1971) (Figura 2) y posteriormente se clonaron y
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secuenciaron (Johnstone et al., 1985; Boylan er «l., 1987, Adams er al., 1988;
Mirabito er al., 1989; Miller er al., 1991; Marshall y Timberlake, 1991).

El gen briA actiia més temprano y se requiere continuamente durante la
conidiacion, desde la formacidn de la vesicula hasta la formacion de las conidias
(Mirabito et «l., 1989). Las mutantes en el gen brlA detienen el desarrolio del
conidiéforo antes de la formacidén de ia vesicula. En cambio, el crecimiento
vegetativo y la reproduccion sexual no se ven afectados (Figura 2-B). La
expresion torzada del gen briA causa la formacidn de conidias en la punta de las
hifas en un cultivo liquido. La secuencia de brlA tiene homologia con los factores
transcripeionales del tipo dedos de zine. Este gen no se transcribe en el micelio ni
en las esporas (Aguirre, 1993).

Figura 2 Mutantes ¢n la gsporulacion asexual de A widelans. Mictofotografias de microscopia
clecitdmica de buwrida de conididtoros de la cepa silvestee (A)y mutantes afectadas en la comdiacién, B,
brin, Coaba b y DoswerA (Boylan, 1987)
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El gen abaA (Figura 2C) codifica para una proteina reguladora que se une al
ADN. Su mutacién provoca que el desarrollo del conidiéforo llegue hasta la
formacién de vesiculas y métulas reiteradas que asemejan las cuentas de un abaco,
de ahf su nombre (Aramayo y Timberlake, 1993; Andrianopoulus y Timberlake,
19943.

welA es otro gen importante para la esporulacién y a pesat de que su
mutacién no altera Ia formacion del conidi6fore. Las conidias de organismos wetA”
no alcanzan la madurez (Figura 2-D}), debido a que se hidratan con facilidad y se
lisan. La induccién forzada de este gen causa la expresién de algunos genes
especificos de las conidias, 1o cual apoya su posible papel de gen regulador. La
secuencia de este gen no se parece a ningln otro reportado anteriormente
(Marshall v Timberlake, 1991},

Las mautantes en el gen stuA producen conididforos enanos con paredes
delgadas pere con conidias aparentemente normales, Las métulas y fidlides pueden
estar ausentes, en cuyo caso las conidias se producen directamente de la vesicula
(Figura 4C, Capitulo II). Ademds, las mutantes stuA son estériles en el ciclo
sexual. En A. nidulans el gen stuA codifica para un represor de la transcripcion, sin
embargo, en la levadura se ha visto que puede actuar como un activador débil
(Clutterbuck, 1969, Dutton et al., 1997).

IL. El peréxido de hidrégeno en la tension oxidativa y Ia regulacion celular.

Fuentes de generacioén del peréxido de hidrégeno y su papel como especie
reactiva de oxigenao.

La hipétesis publicada por Hansberg y Aguirre en 1990, propone que
la diferenciacién celular en microorganismos es una respuesta a un estado
de tensién oxidativa. En el laboratorio estamos interesados en encontrar si
durante las etapas de diferenciacién de A. nidulans ocurre tensién oxidativa.

En la tensién oxidativa se incrementa la generacién de varias especies
de oxigeno reactivas, las cuales pueden generar dafio celular al reaccionar
con diversos componentes celulares como son las proteinas, dcidos
nucleicos, lipidos y azicares. La especie reactiva superdxido, se genera in
vive a través de diversos procesos, principalmente en la cadena de
transporte de electrones (Halliwell y Gutteridge, 1984). Esta especie es
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descompuesta en peréxido de hidrégeno y oxigeno por medio de la enzima
superdxido dismutasa.

Para estudiar la tensién oxidativa, en las células de A: nidulans
decidimos enfocarnos en el estudio de las catalasas. Estas enzimas, junto
con las peroxidasas, son las encargadas de 1a detoxificacion del peroxido de
hidrégeno in vivo, al llevar a cabo la siguiente reaccién:

2H202 — 2H20 + 02
mientras que las peroxidasas realizan la reaccion:
SH; +H;0, —» S+ Hzo

donde SH, representa un substrato aceptor de electrones.

El H,0, es una especie de oxigeno reactiva muy importante ya que si
no se controla, puede llegar a generar el radical hidroxilo a través de la
reaccién de Fenton. El radical hidroxilo es la especie de oxigeno mis
reactiva que se conoce.

El H,0O, intracelular proviene de diversas fuentes, generalmente a
través de la dismutacién, espontdnea o enzimdtica, del radical superéxido.
La enzima superéxido dismutasa (SOD) dismuta el radical superéxido a
peréxido de hidrégeno. La cadena de transporte de electrones de la
mitocondria es una fuente bien documentada de H,O, a través de la
produccion de superéxido (Hauptmann y Cadenas, 1997).

Otra fuente es la NADPH oxidasa de fagocitos. La oxidasa toma
NADPH y produce superéxido mientras que la oxidasa especifica de NADH
produce tanto superéxido como peréxido de hidrégeno. Por otra parte, la
xantina oxidasa y la xantino deshidrogenasa producen superéxido y
peréxido de hidrégeno, respectivamente. También la urato oxidasa, acil-
CoA oxidasa, L-gluconolactona oxidasa y monoamina oxidasa son fuentes
de peréxido de hidrégeno (Hauptmann y Cadenas, 1997).

g
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El papel del superéxido y el perdxido de hidrégeno como moléculas de
- sefializacion celular.

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden causar dafio severo a
las células (Halliwell y Gutteridge, 1984); sin embargo, su importancia no
s6lo radica en el dafio que causan. Recientemente las ROS se han propuesto
como segundos mensajeros que transmiten sefiales inter e intracelulares.
Una de las principales respuestas de una planta a la invasién de un microbio
es un aumento en el consumo de oxigeno que se conoce como explosion
oxidativa. Cuatro vias de consumo de oxigeno se encuentran funcionando
durante esta respuesta la respiracién mitocondrial, la peroxidacion de
lipidos, la reduccién bivalente de oxigeno a peréxido de hidrdgeno y la
reduccion monovalente de ox{geno a superdxido. Esta ltima via es la que
se considera mds caracteristica de esta respuesta, a través de la NADPH
oxidasa (Jacks, T.H. y Davidonis, G.H., 1996; Levine et al., 1994).

NF-xB es un factor transcripcional de células eucariotes que es
activado in vitro por peréxido de hidrégeno e in vivo por una gran variedad
de agentes, tales como los ésteres de forbol, las citocinas, etc (Meyer et al.,
1993). Se ha propuesto que algunos de estos agentes actian a través de la
produccién de especies de oxigeno reactivas (H,0,). Por otra parte, se sabe
que se requieren antioxidantes para regenerar la funcién de ciertos factores
transcripcionales. En el caso de NF-kB, las peroxirredoxinas juegan un
papel muy importante en su funcién (Jin et al., 1997; Choi et al., 1998). Las
peroxirredoxinas son enzimas encargadas de reducir los hidroperéxidos
usando como donadores de electrones a la tiorredoxina u otros tioles. Se ha
propuesto que una peroxirredoxina de humano regula la actividad de NF-xB
a través de la modulacién de la fosforilacién de la proteina IkB-o en el
citoplasma (Choi et al., 1998; Jin et al., 1997). También se ha sugerido que
los oxidantes y/o antioxidantes pueden regular la funcién de la cinasa que
fosforila a IxB; sin embargo, se desconoce como se lleva a cabo este
proceso (Jin et al., 1997).

En fibroblastos se ha reportado que una forma activa de Ras produce
una gran cantidad de especies reactivas de oxigeno, en particular superéxido
(Trani et al., 1997). La produccién de superéxido no ocurre durante la
sobreexpresion de la forma dominante negativa de Ras, Rac o en presencia
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de antioxidantes. Por otra parte, no se detectd actividad de las cinasas tipo
MAPK v la cinasa de c-Jun cuando se sobreexpresé la forma activa de Ras,
sugiriendo un mecanismo de accién de Ras independiente de la via cldsica
de cinasas (Irani ef al., 1997). En el laboratorio también hemos observado
que Ras de A. nidulans (Som y Kolaparthi, 1994) es capaz de activar a la
catalasa B cvuando se sobreexpresa. Esta induccidn pudiera estar mediada a
través de una NADPH oxidasa no descrita (Navarro y Aguirre, sin publicar).

III. Catalasas presentes en estructuras de resistencia o de vida latente.

Las especies de oxigeno reactivas tradicionalmente han sido vistas como
téxicas para la célula. Sin embargo, como se ha mencionado antes, recientemente
se ha sugerido que también pueden jugar un papel importante en el sefialamiento
celular. En este contexto resulta interesante conocer los mecanismos de regulacion
de las catalasas, dado su papel central en la detoxificacién del peréxido de
hidrégeno. A su vez, el peréxido de hidrégeno es una fuente de otras especies de
oxigeno reactivas en la célula (Halliwell y Gutteridge, 1984).

La existencia de varias catalasas sugiere multiples funciones para estas
enzimas en diversos compartimentos celulares o tejidos; durante diferentes ctapas
de] desarrollo o en distintas condiciones. La asociacién de una catalasa con
estados especificos de diferenciacién, tales como, esporas, semillas o formas de
resistencia, sugieren que dichas catalasas juegan un papel importante en la
sobrevivencia de dichas estructuras.

En Escherichia coli se han descrito dos genes de catalasas. katG codifica
para una catalasa-peroxidasa que se induce durante la fase de crecimiento
logaritmico (Triggs-Raine et al., 1988). Esta catalasa es inducida por el factor
transcripcional OxyR en respuesta al peréxido de hidrégeno (Demple y Amdbile-
Cuevas, 1991). Las catalasas HPIl y, en menor medida HPI de E. coli, se inducen
durante la fase estacionaria; sin embargo la primera no se activa por peréxido de
hidrégeno como la HPI. Su regulacién depende del factor sigma rposS, el cual
regula la entrada a la fase estacionaria de crecimiento (Hengge-Aronis, 1993;
Fisenstark, et al., 1996). Durante esta fase estacionaria se inducen
aproximadamente 43 genes que dependen del factor sigma rpoS. Entre estos genes
se encuentran las catalasas HPI, HPII y también otros genes involucrados en
resistencia a tensién, tales como las enzimas que participan en la sintesis de la
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trehalosa, un morfégeno, la glutation reductasa y algunos otros (Eisenstark, ef al.,
1996). Durante la fase estacionaria las células cambian de forma, se vuelven mas
pequefias, redondas y altamente resistentes a condiciones de tensién. Hengge-
Aronis (1993) ha sugerido que los cambios sufridos en esta etapa del desarrollo
vuelven a E. coli un organismo més complicado de lo que se le habia considerado,
y que se podria pensar en la fase estacionaria del crecimiento como un estado
diferenciado, similar al de una espora. Otras catalasas bacterianas que se inducen
durante 2 la fase estacionaria del crecimiento se muestran en la Tabla I (Tomada
de Loewen, 1997).

Bacillus subtilis es un microorganismo que ha sido muy estudiado por su
proceso de esporulacién. De las tres catalasas que se han descrito en esta bacteria
solo 1a catalasa KatX estd presente en las esporas. Esta catalasa no se induce por
peréxido de hidrdgeno y es regulada por el factor o', el cual es especifico de la
esporulacion. Recientemente se ha mostrado que la mutacién de katX hace més
sensibles a las germinulas al peréxido de hidrégeno, lo cual indica la importancia
de esta catalasa para proteger a las esporas en condiciones de tension oxidativa
{Bagyan et al., 1998).

Microorganismo Catalasa
Bacillus firmus Catlll
Bacilus subtilis KatA
Deinococcus radiodurans CatB
Escherichia coli KatE

Pseudomonas syringae CatF
Salmonella ryphimurium  KatE
Staphyloccus aureus sin nombre
Streptomyces coelicolor Catl, 4,5

Tabla I. Catalasas que se inducen durante la fase estacionaria en bacterias (Tomada de Loewen, 1957).

En plantas también se han descrito varios genes de catalasa dentro de un
mismo organismo. Este es el caso para el tabaco, el maiz y Arabidopsis
(Scandalios et al., 1997). En el maiz existen tres genes de catalasas, Catl, Cat2 y
Cai3. Estos genes presentan expresién espacial/temporal distintas y responden a
condiciones ambientales diversas (Scandalios et al., 1997). Las proteinas muestran
localizaciones diversas dentro de la célula y en diversos tejidos. La CAT-1 es la
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Ginica catalasa que se expresa en polen maduro, endospermo, aleurona y el
escutelo. Conforme avanza el desarrollo, los niveles de CAT-1 en el escutelo bajan
mientras los de CAT-2 aumentan. Ambas catalasas estdn presenten en los
glioxisomas y el citoplasma. CAT-1 y CAT-3 estin presentes en hojas y en
semillas. CAT-2 esta presente en las hojas verdes mientras CAT-1 y CAT-3 estdn
en las hojas del mesdfilo. La CAT-3 ha sido co-aislada con la fraccion
mitocondrial. En las semillas las tres catalasas estdn presentes, aunque en distintos
tejidos (Scandalios et al., 1997).

En Saccharomyces cerevisiae se han encontrado dos genes de catalasa,
CTTI1 y CTAL CTTI cosresponde a una catalasa citosélica mientras que CTA1 es
peroxisomal (Hartig y Ruis, 1986; Cohen et al., 1985). La existencia de dos genes
en este organismo se explica facilmente debido a que las enzimas tienen diferente
localizacién. Se desconoce la regulacién de estas catalasas durante la esporulacién
del hongo. El gen CTT1 se reprime por glucosa y se induce en respuesta a una
gran variedad de condiciones de tensién metabélica como som: privacién de
nutrientes, choque de calor, alta osmolaridad y tensién oxidativa (revisado en:
Ruis y Koller, 1997).

En Neurospora crassa se han encontrado tres catalasas. La cat-1 se
encuentra presente durante el crecimiento, el desarrollo y las esporas. La cat-2
aparece en esporas y condiciones de tensién por calor, mientras que la cat-3 estd
acumulada en esporas (Chary y Natvig, 1989; Lledias er al., 1998; Lledias y
Hansberg, sin publicar; Mickédn y Hansberg, sin publicar).

Las catalasas no son la dnicas enzimas antioxidantes que se encuentran
acumuladas en esporas. En cebada y A. thaliana se encontré una peroxirredoxina
en semillas. Se ha sugerido que esta enzima estd encargada de proteger a las
semillas durante la desecacién y durante la latencia (Haslekas et al., 1998).

En A. nidulans hemos descrito dos catalasas que se regulan diferencialmente
durante la esporulacién asexual. Inicialmente, la determinacién de actividad de
catalasa en geles de protefnas nativas revel6 la existencia de dos bandas de
actividad. La banda con mayor movilidad electroforética representé la actividad
predominante durante el crecimiento vegetativo mostrando una induccién durante
la esporulacién. La segunda actividad de catalasa presenté menor movilidad
electroforética, apareciendo después de la induccién de la esporulacién y es la
actividad predominante en esporas asexuales (conidias) (Navarro et al., 1996).
Recientemente, se ha descubierto la presencia de una tercera catalasa, la cual se
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acumula en Ia fase estacionaria tardia (Kawasaki y Aguirre, sin publicar). Estas
tres catalasas tienen mecanismos de regulacién diferentes ya que aparecen en
condiciones metabdlicas y de crecimiento particulares para cada una de ellas y ain
no se conoce los mecanismos que median esta regulacidn,

La clona de ¢DNA CANS fue aislada como un mensaje que se acumula
durante la esporulacién asexual. La secuencia del gen correspondiente mostré una
alta identidad con genes de catalasa por lo que fue denominado catA {Navarro,
1995). El ARNm de CANS es casi indetectable en micelio en crecimiento, se
induce notablemente durante la esporulacién y se encuentra muy acumulado en
esporas aisladas (Navarro, 19953) por lo que es muy probable que codifique para la
catalasa de las conidias. En este trabajo se planteo determinar para que catalasa
codifica catA y estudiar la regulacién de dicho gen. En otro trabajo Kawasaki ef al.
caracterizaron el gen correspondiente a la catalasa del crecimiento, estudiaron su
regulacién y lo nombraron catB. La interrupcién de este gen hace al micelio en
crecimiento méds sensible al peréxido de hidrégeno que el micelio de una cepa
silvestre (Kawasaki et al., 1997). La catalasa B ha sido localiza en la pared celular
del micelio en crecimiento. catB se induce en presencia de tensién oxidativa.
También se ha observado una induccién de la actividad de la catalasa B en
respuesta a la sobreexpresioén de Ras de A. nidulans y se piensa que esta respuesta
esta mediada a través de la NADPH oxidasa, ya que al sobreexpresar la forma
activa de Ras en presencia de un inhibidor de'la. NADPH oxidasa no se observa
dicha induccién (Navarro y Aguirre, sin publicar). Este resultado sugiere que la
activacién de catB puede deberse a una tensién oxidativa provocada por Ras de
acuedo a lo que encontrd el grupo de Irani et al. (1997).



JUSTIFICACION

Este trabajo es parte de un proyecto general que pretende comprender la
regulacién de la respuesta a la tension oxidativa en eucariotes. En el laboratorio
trabajamos con el hongo filamentoso A. nidulans porque es un sistema
experimental en el cual se han desarrollado una gran cantidad de herramientas
metodolégicas a nivel de genética cldsica y molecular. En particular, estamos
mteresados en estudiar la diferenciacién celular en microorganismos como una

respuesta a la tensién oxidativa, de acunerdo con la propuesta de Hansberg y
Aguirre (1990).

HIPOTESIS

Para estudiar la tensién oxidativa en A. nidulans elegimos a las catalasas
como modelo de estudio. En particular este trabajo se centra en el estudio de un
gen de catalasa. La clona de cDNA CANS codifica para una catalasa denominada
catA; esta clona fue aislada como un transcrito que se induce durante la
esporulacién. De acuerdo a los geles de actividad de catalasa se encontré una
banda de actividad que se induce durante la esporulacién, por lo que se piensa que
catA codifica para esta enzima. El objetivo general de este trabajo es estudiar los
mecanismos de regulacién del gen catA.

OBJETIVOS PARTICULARES

I. Evaluacion del efecto de la interrupcion del gen catA.

II. Caracterizacién de mutantes afectadas en el gen cazA en cuanto a su
sensibilidad a la tensién oxidativa.

II1. Determinacion de la localizacién celular de la catalasa A.

IV. Estudio de la regulacién de la expresién del gen cazA durante la diferenciacién
celular v en condiciones de tensién medio ambiental.

V. Estudio de los mecanismos de regulacién de la expresién del gen carA,
utilizando fusiones con el gen reportero lacZ de E. coli, el promotor inducible del
gen alcA, asi como mutantes afectadas en la esporulacion asexual.
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MATERIALES Y METODOS

I. Medios de cultivo de A. nidulans y de E. coli y cepas utilizadas en este

trabajo.

El medio de cultivo empleado para crecer A. nidulans es el descrito por
Kifer (1977) adicionado con los requerimientos necesarios para cada cepa. Para
las cepas briA” se usé tartrato de amonic 20 mM (3.68 g/) como fuente de
nitrégeno. Los medios de cultivo y el material se esterilizaron a una presién de

1.4 Kg/em®, a 121°C por 20 min. En la Tabla I se describe el genotipo de las cepas
utilizadas en este trabajo.

biAl, catA (~I1500 p) (alcA l)::lacZ (argB*/argB::CAT):
metGl; veAl

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

CEPA GENOTIPO ORIGEN
AJCI.1  |biAl; briAd, veAl Boylan er al. 1987
CRN1 catA (~1500°" p/l)::lacZ (argB*/argB::CAT); metGl; niiA4,|Este trabajo. TRN3

' briAl7, veAl X CRNI.

CRNIQ  1biAl; argB2; pyroA4; niiA4, briAI7, veAl J.C.

CRN2  istudl, pabaAl, catA (~1500 pll)-lacZ (argB /argB::CAT); |Este trabajo.TRN3
trpC801, veAl X UL7.

CRN3 medA26, pabaAl, catA (~1500 p/l)::lacZ {argB"/argB::CAT); | Este trabajo. TRN3
trpC801, veAl X Ul-24.

CRN6  |pabaAl, AargB::trpCAB, catA::argB, trpC801, niidd, brlAl7,)Este trabajo. TRN1
veAl X CRN10.

CRN7 catA (~I500 p} (alcA I)::lacZ (argB*/argB::CAT); metGl;|Este trabajo.
niiAd, briAl7, veAl CRN10 X TRNS.

CRNS pabadl: catA (~1500 p/l)::lacZ (argB'/argB::CAT); niiA4,|Este trabajo. TRN3
briAl7, veAl X CRN10.

CRN9 pabaAl; | catA (~1500 p) (alcA I)::lacZ (argB*/argB::CAT); | Este trabajo. TRNS
niiAd, brliAl7, veAl X CRN10.

FGSC-26 L biAl; veAl FGSC

PW1 bidl; argB2; metGl; veAl P. Wegleaski

RMSO011 YpabaAl, yAZ; AargB::trpCAB; veAl, trpC801 Stringer et al. 1991

TLKI12  |pabadl, yA2; AargB::trpCAB; AcatB, trpC801, veAl Ka;'asaki, et al.

1997

TRN1 pabaAl, yA2; AargB: trpCAB caiA::argB; rpC801, veAl Este trabajo.

TRN2 | | bidl; catA (~1500 p/l)::lacZ (argB*/argB::CAT); metGl; veAl |Este trabajo.

TRN3 biAl; catA (~1500 p/l)::lacZ (argB*/argB::CAT), metGl; veAl |Este trabajo.

TRN4 biAl; alcA (500 p) {catAl) - (argB /argB::CAT); metGl; veAl | Este trabajo.

TRNS

Este trabajo.




METODOLOGIA

TRNG biAl, catA (~1500 p) (alcA I):.:lacZ (argB*/argB::CAT);|Este trabajo.
metGl; veAl

TRN7 biAl, alcA (~450 p/l)::cath (argB*/argB::CAT); metGl, veAl |Este trabajo.

TTA292 | biAl; argB::alcA(p)::briA; metGI; veAl Adams et al. 1988

TTAPTAS | BiAlL; alcA (p)::fabM::argB; AargB::trpCAB; metGl; veAl,jMarhoul, JF. and
trpC801 ~ Adams, T.H, 1995

Ul-24 medA26, pabaAl, YA2; trpC801, veAl Bruce Miller

Ul-7 stuAl, YA2, pabaAl; trpC801, veAl Bruce Miller

Los cultivos conidiantes de A. nidulans se crecieron segin la técnica de Law
y Timberlake (1980) con las modificaciones de Aguirre, ef al. (1990). Los medios
s¢ inocularon a una concentracién de 5 X 10° conidias/ml en un matraz
Erlenmeyer y se incubaron a 37° C, por 18 h, con una agitacién constante de 300
rpm. Para inducir la conidiacién, se filtraron de 50 a 100 ml de cultivo y se
expusieron al aire, y se tomaron muestras en diferentes tiempos. Las muestras se
secaron en toallas absorbentes, se congelaron en nitrégeno liquido y se guardaron
a-70° C.

Para estudiar esporulacién en liquido se siguié el procedimiento desctito por
Skromne et al., (1995). Se inocularon esporas en matraces a una densidad de 5 X
10° conidias/ml, se crecieron por 18 h a 37° C y agitacién constante de 300 rpm.
Es importante conservar la relacién de medio y aire en el matraz, por lo que, en el
caso de matraces de 250 ml se usaron 50 mi de medio y en el caso de matraces de
21 se usaron 400 ml de medio. Después de 1a incubacién, el cultivo se filiud y se
lavé con 50 ml de medio minimo (mm) sin carbono o sin nitrégeno y se transfirié
a un matraz con el medio. La incubacién se continué por 24 h m4s en las mismas
condiciones. Se colectS el micelio filtrando por Miracloth; las esporas pasan a
través del Miracloth, por lo que para colectarlas se usaron filtros Millipore de 0.22
M.

La induccién de la transcripcién del gen alcA se hizo creciendo 15 h en mm-
glucosa, conservando la proporcién 50 ml de medio en un matraz de 250 ml
Posteriormente se transfirié el micelio a medio con 200 mM de etanol (sin
glucosa), por 3 h (Adams y Timberlake, 1990).

Para probar condiciones de tensién metabdlica, los cultivos se crecieron de
la misma forma por 12 h (50 ml de medio en matraces de 250 ml) y después de
este tiempo se transfirieron a medios con diferentes tratamientos y se incubaron
por 2 6 3 h mds, dependiendo del tipo de estrés (Kawasaki et al., 1997). Se usé
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dcido drico (0.8 mg/ml) como dnica fuente de nitrégeno por 2 h; sorbitol 1 M por
3 h; paraquat 5 mM por 2 h; perdxido de hidrégeno 0.5 mM (se agregé cada 30
min por 2 h); choque de calor a 42° C; cloruro de sodio 1 M por 3 h; etanol al 4%
como (nica fuente de carbono por 3 h y privacién de carbono o nitrégeno por 3 h.

Para los cultivo de E. coli se empleé el medio de Luria-Bertani (Sambrook
etal., 1989).

11. Técnicas de Biologia Molecular.

Las hibridaciones tipo Northern y Southern Blot se hicieron siguiendo
técnicas estdndares (Sambrook et al., 1989); para una descripcién més detallada
ver Navarro (1995). La extraccién de ADN gendémico se hizo de acuerdo con
Timberlake (1980). El ARN se obtuvo con el estuche TRIzol (GIBCO BRL,
USA).

La secuenciacién de ADN se realizé con el método de terminacién de
cadena de Sanger et al. (1977), de acuerdo al protocolo del estuche de Sequenase
Versién 2.0 de la compafifa USB (USA). Para mayor detalle ver Navarro (1995).

Los vectores se purificaron utilizando el procedimiento de purificacién por
columnas de Qiagen y de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Las células
competentes (XL1-Blue) se prepararon seglin Inoue et al. (1990). Las
transformaciones de E. coli y minipreparaciones de plasmidos se hicieron con
técnicas estdndares (Sambrook ef al., 1989).

Las sondas para hibridacién se obtuvieron de la siguiente manera. Para
hibridar con catA, se digiri6 el plasmido CANS (Navarro et al., 1996) con Pstl y se
usé la banda de 1.5 kb. Para lacZ se digirid el pldsmido pRENS (Navarro y
Aguirre, en prensa) con Pstl/EcoRI y se utiliz6 la banda de 3 kb. En el caso de
actina se us6 la banda de 2 kb proveniente de la digestién con Kpnl y BamHI del
pSF5 (Fidel et al., 1988). Para argB se usé 1a banda de EcoRI de 1.7 kb del pDC1
(Navarro y Aguirre, 1998). Finalmente, para alcA se utilizé una banda de 3 kb del
pldsmido pJA1 digerido con EcoRI y Xhol.

La transformacién de A. nidulans se llevé a cabo de acuerdo con Yelton et
al., (1984) y se emplearon 5 ug de ADN para transformar.

A continuacién se describen con detalle algunas técnicas de Biologia
Molecular importantes para el laboratorio.
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A. Extensién de Oligonucleétidos (Primer extension, segiin Sambrook
et al., 1989).

Los oligonucléotidos se cuantificaron usando 2 ul de la muestra
original en un volumen de 1 ml de agua. Se ley6 la densidad éptica (OD) de
la muestra en el espectrofotémetro a2 260 nm. Para conocer la concentracion
del oligonucléotido se aplicé la siguiente formula:

concentracion (pmol/ul) = ODyg X 500* / (0.01 X N)

en donde * es la dilucién usada (en este caso 500) y N es el nimero de
nucleétidos del oligonucléotido.

I. Fosforilacién de oligonucléotidos.

1. Se mezclaron en un tubo los siguientes componentes:

Agua (DEPC) -
PNK Buffer 10X 1wl
Oligonucléotido (5 pmol) Sul
Y ATP* 2.7 u
PNK (BRL) 1wl
Vol. Final 10l

* Amersham, Redivue Y’ ATP*, 6000 Ci/mmo}, 10mCi/ml.

2. Se incubd 1 hora a 37° C.

3. Se limpi6 el oligonucléotido por columnas NENSORB™20 (Dupont)
siguiendo las indicaciones del fabricante. La muestra colectada se dej6 secar
en el SAVANT por 1 b a temperatura media y se resuspendi6 en 10 pl. Para
cuantificar la cantidad de marca incorporada al oligonucléotido se pusieron
2 ul del oligonucléotido en 1 ml de liquido de centelleo y se llevaron a un

contador de centelleo. Se usaron oligonucléotidos marcados con 2 000 000 a
3000 000 cpin.
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II. Reaccidn de Transcriptasa Reversa.
1. Alineamiento de} oligonucléotido.

En un tubo se mezclaron:

Agua (DEPC) e

ARN 20 pg de ARN total 0 5 y1g de Poly A +
NaCl 2.5M * 1.66 ul
Tris-HC1 1 MpH 8 * 0.66 pt

QOligonucléotido 0.5pmol  1-2 Ml

Vol. Final 22321l

* Se preparan con agua tratada con DEPC.

2. Se incubé por 3 min a 90° C y se dej6 bajar 1a temperatura lentamente
hasta 42° C. Esto se puede hacer poniendo un bloque térmico a 90° C y
después sacar el bloque y dejarlo enfriar sobre 1a mesa.

3. A la mezcla de reaccién se e agregé lo siguiente. Cuando hay varias
reacciones se preparé la mezcla para todas en un solo tubo y se tomo la
cantidad necesaria y se agregé a cada tubo de reaccién:

ARNGsin (Promega) (100 U/ul) 0.51l

RT Buffer 5X (BRL) 7.2ul
DTT 10 mM 3.7l
dNTP's 2mM 1 ul

Transcriptasa rev.* (18 U/uly 0.5 ul
* Superspcript Reverse Transcriptase, GIBCO, BRL.

4. Se incubd 1 hora a 42° C.
5. Se precipit6 la reaccién con 10 41 AcNH, 10M pH 4 (segin Sambrook et

al., 1989)) y 100 pl de Et-OH absoluto. Se agitd la mezcla y se incubé toda
la noche a -70° C.
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6. Se centrifugé por 15 min a 4° C en una microfuga. Se retiré el
sobrenadante y se lavé Ia pastilla dos veces con 100 pl de etanol al 70%.
7. Se dej6 secar la pastilla y se resuspendi6 en 4 pl de agua (DEPC) y 4 |l -

de “Stop Solution” (Kit de Sequenase}. Se cargaron 4 Wl en un gel de
secuencia.

Observaciones:

- Para evitar bandas inespecificas se recomienda disminuir la concentracién
de oligonucléotido.

- El oligonucléotido que se usé fue de 20 bases, la longitud de este
oligonucléotido es adecuada aunque durante su disefio debe evitarse que
forme hibridos con el mismo y por lo tanto no se secuestre. También debe

cuidarse que no haga hibridaciones inespecificas dentro del mismo gen con
el que se esta trabajando.

- Para lograr una banda mds definida se pueden variar las concentraciones
de ARN.

-Se recomienda hacer una reaccién de secuencia usando el mismo
oligonucléotido marcado para ver que la fosforilacién ha funcionado, asi
como, una reaccién de secuencia convencional con 8.

- Es importante tomar todas las precauciones necesarias para trabajar con

ARN y radioactividad. Usar guantes y usar soluciones preparadas con agua
tratada con DEPC.

B. Amplificacién de extremos 3" de ARNm usando el estuche 3" RACE
de GIBCO BRL (USA).

Para sintetizar el cDNA de catd, se usé 1 |ig de ARN total de
conidias en un volumen total de 10 pl. Se agregé 1 ul de una solucién 10
uM del oligonucléotido AP (se encuentra en el estuche). Se calentd 10
minutos a 70° C, se enfrié en hielo por 1 min y se centrifugé. Se agregaron:

10X PCR Buffer 2pul
25 mM MgCl, 2l
10 mM dNTP’s 1 pl
0.1 MDTT 2ul
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Se incubé la mezcla a 42° C por 5 min. Se agregé un pl de
transcriptasa reversa (SuperScript II RT) y se incubé a 42° C por 50 min.
Posteriormente se calenté a 70° C por 15 min, se enfrié a temperatura
ambiente y se cenfrifugd. Se agregd 1l de Armnasa H (Promega), se mezcld
¢ incubd por 20 min a 37° C.

Una vez que el cDNA estuvo sintetizado se procedié a amplificarlo
por PCR utilizando 2 pl de la mezcla de cDNA. Se hizo la siguiente mezcla

(ul):

Agua

Buffer PCR 10X

dNTP 10 mM

oligonucléotido, cat28 10 uM
oligonucléotido, AUAP 10 uM

cDNA

Taq Polimerasa (Promega)

36.5 ul
Sul
3ul
id
1ul
1ul
2l
0.5ul

Se calent6 de 1-2 min a 94 ° C toda la mezcla sin la Taq, después se
agreg6 y se continuo con el PCR. El volumen final es de 50 pl.

Programa:
Paso Temperatura | Tiempo
1. 94°C 3 min
2. 94°C 30 seg
3. 50°C 30 seg
4 72°C 2 min y

30 seg

5.1Ir al paso 2, -- --

30 veces
6. 4°C -

Después de terminada la reaccién de PCR, se tomaron 10 il y se
corrieron en un gel. Después de observar el producto de PCR del peso
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esperado, este s¢ limpié con las columnas Wizard de Promega segin las
instrucciones del fabricante. Después se digirié con las enzimas EcoRI/Sall
y se clond en un BKS(-). Una vez clonado ¢l producto de PCR, se llevé a
cabo su secuenciacién por el método de Sanger.

IIE. Construccién de plasmidos.

Para construir una fusién entre el promotor y la regién 5°UTR de alcA con

la secuencia codificadora de carA (pREN21) se disefiaron los siguientes
oligonuclettidos:

past30140: GGA CTA GTT GAT AGT TCC CAC TTG TCC G
past30525: GAA CTA GTA GCC ATT TTG AGG CGA GGT GAT AGG

Estos corresponden al extremo 5° del promotor de alcA (past30140)
representados en el pldsmido pAST30 y al extremo 3~ de la regién 5UTR del
mensajero de alcA (past30525) (Son y Kolaparthi, 1994). Al oligonucléotido
past30140 se le agregé un sitio de corte para la enzima Spel (secuencia subrayada)
y al otro oligonucléotido se le agregaron 14 nucleétidos que incluyen el codén
ATG del gen de catalasa A y el sitio de restriccién Spel presente en carA. Se
hicieron amplificaciones por PCR usando estos oligonucléotidos y como templado
el pldsmido pAST30. Se usé la enzima elongasa (GIBCO BRL, USA), esto es muy
importante ya que esta es una mezcla de Taq polimerasa y otra polimerasa
termoresistente con actividad de exonucleasa capaz de reparar errores durante la
amplificacién. Para amplificar este producto se hicieron curvas de cloruro de

magnesio, agregando los componentes de Ja mezcla como se indica a
continuacién:

Mg(Cl, 1mM 1.5mM 2 mM
(Y oy (ul)
Agua desionizada 30 30 30
Buffer A 5X 10 5 0
dNTPs 10 mM 1 1 1
PAST30 1 ng/ul 5 5 5
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past30140 100 ng/pl 1.5 1.5 1.5
past30525 100 ng/pl 1.5 1.5 1.5

El volumen final fue de 50 pl. Después de calentar a 94° C 1-2 min, se

agregé 1 pl de elongasa y se continué con los ciclos de PCR con el signiente
programa:

Paso Temperatura | Tiempo
l. 94°C 3 min
2. 94° C 30 seg
3. 40°C 45 seg
4, 72°C 4 min
5.1Ir al ndmero 2, 25 veces | -- --

6. 4°C --

Con 1.5 mM de MgCl, se obtuvo el producto esperado (aproximadamente
400 pb). Se limpi6 el producto con las columnas Wizard, se coxté con Spel y se
ligé en el pldsmido BKS(-). La ligacién se hizo usando el estuche de ligaciones
rapidas de Boehringer, la mezcla de ligacién se incubé toda la noche a 16° C. Se
obtuvieron mds de 300 transformantes, se hicieron 10 minipreparaciones y se
obtuvieron 7 clonas con ¢l inserto. Se tomé 1 clona, se secuencié por el método de
Sanger para ver que no tuviera errores y se subcloné en el pldsmido pREN10 que
contiene la regién codificadora de catA y el marcador selectivo argB. Se revisé
que la construccién quedara en el marco correcto de lectura y a este pldsmido se le
1lamé6 pREN21.

Para construir el pldsmido con las regiones promotoras de alcA y la
secuencia correspondiente a la regién 5°'UTR y la regién codificadora de catA, se
disefiaron dos oligonucleétidos. Uno de ellos contenia secuencias reguladoras 5°
de alcA, justo antes del inicio de la transcripcién (pren111001), y el otro 10
nucledtidos antes del primer inicio de la transcripein de catA (prenl1197). La
secuencia de los oligonucléotidos se muestra a continuacién:

prenlll197 pAT AAC CTT AATTTT CTG CAGCCAG
prenl 11001 pGT TGG TGA GAC TGA GAA CC
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Estos oligonucléotidos se mandaron sintetizar fosforilados para poder
ligarlos después de un PCR inverso, utilizando como templado el pldsmido
pRENI11 (ver apéndice al final de la tesis). Este pldsmido contiene una fusién
completa entre el promotor de alcA y 1400 pb de las regiones reguladoras, la
regién S"UTR y las secuencias codificadoras de catA.

Se esperaba un producto de PCR de aproximadamente 3600 pb por lo que se
hicieron curvas de DMSO y glicerol.

DMSO (%) 15 20 25 2 2
Glicerol (%) 4 4 4 3 5
Agua (estéril) 252 25 247 26 24
Buffer A 5X 0 0 0 0 0
Buffer B 5X 10 10 10 10 10
dNTP’s 10 mM 1 1 1 1 1
PRENI11 1 ng/pl 5 5 5 5 5
pren11197 100 ngful 15 15 15 15 15
pren111001 100 ng/ul 15 15 15 15 15
DMSO (concentrado, ) 08 1 1.3 1 1
Glicerol (50%, pl) 4 4 4 3 5

Volumenes en .

Se calenté a 94° C de 1-2 min, se agregd un pl de elongasa y se continué
con el PCR. El volumen final fue de 50 pl. El programa de PCR que se usoé fue el
mismo que se describié anteriormente. El producto de PCR esperado se obtuvo
usando 2% DMSO0/4% glicerol, 2.5% DMSO/4% glicerol y 2% DMSO/5%
glicerol. Los productos de los tres tubos se purificaron por columnas Wizard, se
liofilizaron por 30 min en el SAVANT y se resuspendieron en 10 pl de agua. 4 ul
del producto se ligaron toda la noche segun el protocolo anterior.

Se obtuvieron 7 transformantes de E. coli, de las cuales se secuenciaron dos
para confirmar las regiones promotoras de alcA y 5'UTR de catA. Se subcloné el
producto de PCR usando sitios para Spel en el vector pRENLQ. Se checd por
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secuencia que la construccién estuviera en el marco de lectura correcto. A este
pldsmido se le denominé pREN20.

IV. Determinacion de la actividad de f3-galactosidasa y catalasa.

Los extractos de proteina se obtuvieron de micelio liofilizado o esporas
purificadas. El micelio se rompié usando una espdtula y perlas de vidrio y las
esporas con 8 ciclos de 1 min en vortex y un min en hielo. Se agregdé un volumen
de perlas por un volumen de amortiguador/micelio, se rompié en tubos de pléstico
de 10 ml. Para romper las esporas se usaron perlas de vidrio (Sigma, didgmetro
710-1, 180 um). Se usé un amortiguador con HEPES 20 mM, DTT 1 mM pH 7.2.
Después de romper, las muestras se centrifugaron por 15 min a 12 000 rpm y a 4°
C, se hicieron diluciones 1:50 y la proteina se cuantificé con el método de
Bradford (1976).

El gel nativo para proteinas se preparé al 8.5% segiin el método de Laemmli
(1970) sin B-Mercaptoetanol, sin SDS y sin hervir las muestras. Para la tincién del
gel por actividad de catalasa se utilizé ¢l método de Harris y Hopkinson (1976)
modificado por Chary y Natving (1989).

Para la determinacion de la actividad de B-galactosidasa se siguié el
procedimiento de Miller (1972). Esta técnica se basa en la hidrélisis de
ortonitrofenil-B8-D galactopiranosa (ONPG) por accién de la B-galactosidasa, lo
cual genera un compuesto cromogénico (ortonitrofenol) que se cuantifica leyendo
en el espectrofotémetro a 420 nm.

V. Inmunolocalizacién de catalasa A.

El anticuerpo que se usé para reconocer a la catalasa A fue donado por el
laboratorio del Dr. Wilhelm Hansberg. Este anticuerpo fue hecho por Fernando
Lledias utilizando a la catalasa comercial de A. niger (SIGMA, C-3515) para
inmunizar conejos. Después de probar que este anticuerpo fue capaz de reconocer
a CatA se utilizé para inmunolocalizar a esta enzima.

Se utilizaron conidias de la cepa silvestre FGSC-26 y la cepa mutante catA’
TRN1. Estas conidias se fijaron con glutaraldehido al 3% disuelto en
amortiguador 0.1 M de cacodialato de sodio pH 7.2, se deshidrataron en series de
etanol v se embebieron en resina L-white. Los cortes se trataron con una
diluciones de 1:50, 1:100 y 1:500 del anticuerpo en BSA 1% (Suero de albumina
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de bovino). Posteriormente los cortes se incubaron con anticuerpos marcados con
oro (SIGMA, Protein A-10 nm colloidal gold labeled). Se siguid el protocolo para

inmunolocalizar proteinas con la técnica de Proteina A-Oro {(pAg) reportado por
Roth (1985).

28



RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados de esta tesis se presentan en cuatro capitulos:

Capitulo I. Contiene los resultados de la interrupcién del gen catAd, la
caracterizacion de la mutante correspondiente, la regulacion del gen catA a nivel
de la acumulacién del mensajero durante la esporulacién y la demostracién de que
esta acumulacién es independiente de los principales factores transcripcionales
que regulan la esporulacion asexual en A. nidulans. Estos datos estdn incluidos en
un articulo publicado en la revista “Current Genetics” (Navarro et al., 1996). En
este mismo capitulo se describen datos no publicados sobre la regulacién del

mensajero de carA durante la germinacién y la inmunolocalizacién de la catalasa
A

Capitulo II. En este capitulo se reporta la regulacién del gen catrA a nivel
postranscripcional. Con ¢l uso de un reportero se pudo definir que la regién
5'UTR de catA es responsable de la inhibicién de la traduccién del mensajero,
hasta el momento de la formacién de las esporas. También se muestra que el
mensajero de catA se acumula en condiciones de tensién oxidativa, osmdética y en
limitacién de nutrientes. Estos resultados se encuentran descritos en un manuscrito

que se encuentra en prensa en la revista “Journal of Bacteriology” (Navarro y
Aguirre, 1998).

Capitulo III. Incluye resultados no publicados, encaminados a entender el
mecanismo de regulacién postranscripcional del gen catA. Durante el curso de
estos experimentos se encontré que el promotor del gen de alcA es sensible a
tensién oxidativa. Este tipo de regulacién no ha sido descrito antes y nos parece
importante describirlo.

Capitulo IV. Incluye la secuencia de las regiones reguladoras de carA contenidas
en la fusién carA::lacZ. Dentro de esta regién se encontraron algunas secuencias
que presentan parecido con cajas consenso de unién a varios factores
transcripcionales. También se encontré otro gen que no muestra similitud con
ningiin otro contenido en las bases de datos y que se regula durante la conidiacién.
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Capitulo L. Resamen del articulo:
Navarro, R.E., Stringer, M.A., Hansberg, W., Timberlake, W.E. y Aguirre, J.
1996. catA, a new Aspergillus nidulans gene encoding a developmentally
regulated catalase. Curr. Genet. 29:352-359.

La esporulacidn asexual de Aspergillus nidulans también conocida como
conidiacién es un buen sistema para estudiar la regulacién genética y el desarrollo.
La clona de c¢cDNA conocida como CANS es una de muchas aistadas como
transcritos que se inducen durante la conidiacién. En este articulo presentamos la
caracterizacién molecular del gen correspondiente a la clona CANS, demostrando
que codifica para una catalasa regulada durante el desarrollo, por lo cual se le
denominé catA. Este gen codifica para un péptido de 744 aminodcidos que
muestra una alta similitud con catalasas. La similitud de catA con catalasas de
procariotes es mayor que con catalasas de otros hongos. El mensaje de catA es casi
indetectable durante el crecimiento del micelio, se induce durante la esporulacién
y la mayor acumulacién se presenta en conidias aisladas. Sin embargo, la
expresién de catA no depende de los genes reguladores de la esporulacién briA,
abaA o wetA. Las determinaciones de actividad de catalasa en geles de proteina
nativos revelaron la existencia de dos bandas de actividad. Una de estas bandas
representa la mayor actividad durante el crecimiento vegetativo y se induce
durante la esporulacién. La segunda actividad de catalasa aparecié después de la
induccién de la esporulacién y fue predominante en esporas aisladas. La
interrupcion de catA eliming la actividad mayoritaria de catalasa en conidias sin
afectar la actividad de la catalasa vegetativa, indicando la existencia de por lo
menos dos genes de catalasa en este hongo. Las mutantes sin catA producen
esporas que son mds sensibles a un tratamiento con peréxido de hidrégeno, en
comparacién con esporas de una cepa silvestre.
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Abstract  Aspergdfes mdelany asesuad sporulation teo-
midiation) v g model system tor stedy ing gene egulation
and deselopment The CANS <DNA s one ol several
clones molated based on transernipt iducuon duting coni-
diation. Here we present the molecular characterization of
its corresponding gene. demonstrating that it encodes o de-
velopmentally regulated catalase. designated catd The
cetA Tdd-amuime-acid-residue polypepude shows sigmili-
cant identity to other catafases [tssimilanty 1o prohanyouc
citalases 1w greuter than to other fungal catalases qard
mRNA i baiely detectable in growimg mycelia, highly in-
duced duning sporulation. and present in 1olated spores
However, ¢entA expiession s not dependent on the devel-
opmental regulatory genes briA. «bad and welA, Direct
catalase setivity determumanon m native gels revealed the
existence of two bands of uctivity. One of these bands rep-
resented the nugor activity dunng vegetanive growth and
wis induced durmg sporulation The second catalase ae-
tivity appeared atter the induetion of sporulanion and was
the predominantactivity i spores Discuption of catA abol -
wshed the major spere eatalase without eliminating the veg-
eratrve aetivity. mdicating the existence of atleast two cat-
alase genes in A addidens, catA-distupted mulants pro-
duced spores that were sensitive to H,0y, as compared o
wild-type spotes. The mnerease in the activity of the vege-
tative catalase and the appearance of a second catalase dur-
g aserudl sporulation is consistent with the occurrence
of an oxidative stiess during development.
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Introduction

The asexual reproducuive pathway (conidiation) of the fil-
amentous fungus Aspergilfus needitfuns 1s 2 good model
system for studying development and gene regutation. This
process 15 mitiated when non-differentiated mycelia are ex-
posed to wir or starved for nutrients in liguid culture (Clut-
terbuck 1969 Adams et al, 1988, Skromae et al 1995) and
culminates with the formation of asexual spores (comdiz}
formed on specialized structures, called cenidiophores
Genetic and molecular studies have identified several reg-
ulatory genes that play fundamental roles in this process
{Clutterbuck 1969; Timberlake and Clutterbuck 1994). It
has been estimated from mutanional studies that 40-150
loci are required for spore production, whereas molecular
studies indicate that perhaps over 1000 diverse mRNAs
preferentially accumulate during comidiation (for a review
see¢ Timberlake and Clutterbuck 1994) The discrepancy
between these esnumates suggests that many genes may
have subtle or redundan: functions during comichation,
making it difficult or impossible to detect their mutant phe-
notype. The existence of a large collection of cDNA and
genomie clones correspending te developmentally regn-
lated genes (Zimmermann et al. 1980: Boylanet al 1987),
i conyunction with gene-disruption technologies, provides
an approach for understanding the contributions of previ-
ously umdentfied genes ta cell differentiation and devel-
opment. This approach led to the discovery of the radA and
den A genes, encoding spere-specific. cell wall-associsted
hydrophobic proteins, catled hydrophobins (Stringer et al.
1991 Stringer and Timberlake 1995}

Partia) sequencing of the CANS ¢DNA clone, ¢orre-
spondmg 1o an anoaymoeus, developmentally regulated
transenipt (Bovlan et al. 19873, tevealed a ingh degree of
dentity o catalases, suggesiing the presence ol & comdi-
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ation-specific catalase. Catalases are ubiquitous enzymes
responsible for H,O, detoxificatron, preveating the forma-
ton of the very reactive hydroxyl radical (Halliwell and
Guuertdge 199G). Our work has implicated reactive oxy-
genspecies in inducing and coatrelling conidiation in Neu-
rospora crassa {Toledo and Hansberg 1990; Toledo et al.
1991; Hansberg et al 1993; Toledoet al. 1994) and micro-
bial cell differenttation in general (Hansberg and Aguirre
1990). Thus, the existence of a sporulation-specific cata-
lase might be related to mechanisms through which the or-
ganism reacts to oxidative stress duning sporulation. Here
we demonstrate that the CANS gene encodes a develop-
mentally regulated catalase, designated catA, whose ex-
pression 15 independent of the key developmental regula-
tory genes, brid, abaA and werA. The CatA polypeptide
accumulates preferentially in conidia. Disruption of cqid
had no detectable effect on sporulation, but did lead to for-
mation of comdia that were sensitive to H,O,. Thus, the
likely role of CatA is o protect spores from H,O, damage
prior to or during germnation. We also present evidence
for the existence of another catalase which is the major ac-
tvity in vegetative cells that is alsc induced during asex-
ual sporulation, suggesting that the H,0, production in-
creases during A. rudulans development.

Materials and methods

Strawns and growth condiions The A, aidulans strans used were
RMSOC1L (pabaAl, vA2; AargB..trpCAB. veAl. trpC801. Stringer
eral 1991), FGSC26 (bid ], veAl, Fungal Genetics Stock Center).
AICL.22 (biAl: veAl. wetAS: Clunterbuck 1969). AJCT.1 (biAl:
bridl, veAl: Boylan ct al. 1S87), TACBO (A1, briA42. veAl, Mir-
abito et 21, 1989), SIAL7 (pabaAl; brid/lacZ; abaAZ, veAl; Aquure
1993). TOS! and TOS2 (pabad ), vA2: AergB11rpCAB, carA varg8,
1rpCBOY, veAl; this work) Strains were grown in supplemented min-
imal-nitrate medwsm (Kafer 1977). For developmental cultures, co-
mdia or ascospores were used to moculate haud eultures which were
grown for 18 h at 37°C Myeelia were filtered and exposed to air
as deseribed by Aguirre (1993}, The restrictive temperature for the
werAG and briA42 wemperature-sensinive developmental mutants was
42 °C., Hydrogen peroxide sensitivity was tested by incubating a spere
suspension contmning 1% 10% spores/ml with different HyO, concen-
trations for 20 min. Thss suspension was diluted 1,100 and plated on
standard medizm The number of colony forming umts (CFL) was
determined after 2 days at 37 °C The HaO, sensitivity of catA-dhs-
rupted straing TOS |/TOS2 was also assayed i Petrs dishes by spread-
g 100 pl of a 200-mM H,0, solutien just betore spere plating

Nuclewc aced sequencing and sequence comparisons, A chremoseme-
specific genomic hbrary (Brody et al 1991) was sereencd under very
stringent conditions with the Pul insert fiom pCANS Hybndizing
conmids WTE0S, W2C09 and SW22C(T were volated {rom chro-
maesome I The cDNA elone pCANS and subelones frem it corre-
spondmg genomic version (POS1 and pQOS2Y were sequenced on
both strands by usig ohgonucleotide primers, as indicated m g 1L
by wsing standard  dideoxynugleotsde  chum-erminaon  rede-
vom (Sanger et al, 1977 Transeription-imitaation sifes were deter-
mined by pruner exlension reactions with the ohigonucleotde
SLGTGTCGTGGC TAATATCGAC-3 snd standard protecols (Sum-
brook ctal 1989) The genonie sequence s avatable at GenBank
{aecession number 13780 Sequence similanty and catalase ahign-
ments were done with the GCG programs FASTA, PILEUP and
PRETTY (Devercux et al 1984 Fvolutionary analysis of selected
citalises way done wath the programs DISTANCLS and GROW-
TRLL (rom GG
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Clone constrae tion and A, mdulons transformanon Standard tech-
niques were used for plasmiG constructions {Sambrook et al 198%).
Cloming snd selecnon of pCANS have been reponed (Boylan et al.
19%7). Two overlapptng fragments of the genomie cosmud W22C0}
were subcloned into pBluescripttl KS- {Stratagene, La Jolla, Cahf ),
2 5-kb Apal fragment m pRENT and a d-kb Sacl fragment in pOS1
{see Fug 1} A plasmud used to duscupt catd, pRENZ, was genetated
from pOS kA by replacing the Spkl-Kpnl fragment with a Sphl-Kpnk
argh fragrent from pDCI (Aramaye e al. 1959) Strain RMS01
was transformed with pREN2 by standard techmques (Yelton et al.
1984}, Two transtormants were analyzed by Southern bioinng and
shown 10 contain pREN2 single integrations {TOS| and TOSZ)

Nucleie acid rsolation and kybridizanion analysis Total DNA was
otated as described by Timberlake (1980). Total RNA was wsolat-
ed by using 2 RNaid plus ki {Bio-1¢1, La Jolla, Calif.) DNA sam-
ples were digested with restnenon enzymes and fractuonated in ag-
arose gels, RNA was fractionated in formaldehyde-agarose gels. Gels
were transferred to Hybond-N Nylon membranes and hybridized as
suggested by the manufacturer { Amersham). The Psil cDNA inseri
from pCANS was 32P-labeled by using random primers (BRL) and
used as the catA-specific probe. An argB-specific HiadIil fragment
was used as an RNA loading control

Catalase activiry determination in native polyacrylamide gels. Pro-
lein extracts were prepared by resuspending ground, Tyopiulized my-
celiz or freshly collected conwdia [purified by Muacloth filtration
(Calbiochem) and centrifugation] 10 20 mM HEPES; 1 mM PMSF;
I mM DTT. Comdia and unfractionated comdiating cultures were
vortexed in this buffer with glass beads for 1 mumn and cooled on wce
for another | min for a total of erght cycles. After removing cell de-
bris by centnfugauon in a microfuge for 15 mun at 4 °C, the total pro-
1¢ip concentration was determuned (Bradford 1976) Equal amounts
(25-40 pg) of protetn were loaded onto native polyacrylamide gels
prepared wuth an 8% resoluuion gel and a 5.1% stacking gel. Gels
were run at 100-120 V at 4°C wn a Miniprotean If Cell (Bio-Rad)
until 1 h after the bromophenol dye reached the end of the gel. Cat-
alase activity was detected as desenbed (Harms and Hoplinson 1876,
Chary and Natving 1989)

N

Results
CANS3 encodes a catalase

The CANS cDNA clone (Boylan et al. 1987, Stangerct af.
1991) was hybndized to a chromosome-speciiic cosmd lr-
brary (Brody et al. 1991) to detect corresponding genomic
clones. Three cosmids were identified. The restriction map
of onc cosmid was used to subclone the CANS-coding
sequence (Fig. 1). The nucleotide sequence of CANS and
its corresponding gene contaired a single ATG-inttiated
open reading frame, internzpted by 2 49-bp intron (Fig. 2),
predicting & 744 amino-acid  residee  polypeptide
(M, =83969). A search of GenBank indicated 2 high de-
arce of sequence similarity 1o catalases from many differ-
cnt organisms. We therefore provistonally desegnated the
gene carA. The three carA-containing cosmds were previ-
ously sssigned to A nidutans chremosome TIT (Brody et al.
1991). We confirmed this location by probing chromo-
somes separated by CHEF gel electrophoresis (Brody and
Carbon 1989) with the ¢cDNA CANS clone (data not
shown). In fuct, the « atA-containing cosmd SW22C01 has
beer included in the physical map (Wang et al. 1994) for
chromoesome I tn the sume contig as the ereA gene.
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Fig. 1 Transcripuonal orgamizanen of the CANS locus. The genom-
1c region shown was derived from a cosmud 1solated from an A, nid-
wlans chromosome [I-specific genonuc hibrary (Brody et al. 1991).
The coding region was localized by Southern-blot analysis with the
insert from the cDNA clone pCANS. Regions from the genomic sub-
clones pREN1 and pOS1A, as well as the partal cDNA, indicated
by vernical donted lines, were sequenced with synthetic oligonucleo-
ude primers as indicated by arrows

Fig. 2 The DNA and deduced

CAPITULO L

Figure 3 compares the deduced cazd protein sequence
to catalases from A. niger (catalase-R), maize (catalase I),
E. coli (catalase E), Bacullus firmus {catalase A), bovine
aad veast (catalase A). These catalases were chosen by
thewr higher similarity to CatA and to represent one se-
quence each from bacteria, fung, plants and animals. The
highest degree of similarity between these proteins occurs
1n their central regions. The amino acids corresponding to
those praposed to be in the active site of bovire catalase
{His-74, Ser-113 and Asn-147; Fita and Rossman 1985)
are indicated by astensks. The heme-binding ligand (Tyr-
357) and all but one of the amino acids that interact with
the heme group {indicated by arrows; Murthy et af. 1981)
are conserved in all the aligned catalases, including CatA.

catA mRNA accumulation 1s regulated during
development independently of the regulatory genes
briA, abaA and weid

Total RNA was extracted from developmentally induced
cultures and used for Northern-biot analysis with a cad

peptide sequences of cazA. The

potenual TATA box in the non-

ATATAAN

translated region and the con-
sensus splice signals are under-
lined. The single mtron derived
from cDNA scquencing is tndi-
cated by lower case letters,
Transcription inttiation Sites de-
termaned by prmer exiension
are mdicaied (*) The Gene-
Bank accession number for thus
sequence 15 U37803

urac—lccm:arrocc;:cm
] T
mmmma'rmm
x o o
oacccc'lccmcﬂcum

mmuraocmmnw
mmﬂlmﬂfmm
mw.-:a.ccc}rcuaua;t
a::ucafccocmmm
u‘:‘n-mcnm:cuqnﬂ'tcc;c
x;-r-m:mamcmmrm

oer lﬂ'ﬂ AN

mnﬂmm.\mu—:mmcﬂmmm cax oca
A @ X ¢ G A 1=
ncmmanmawlnm:ucu:maﬂn’:mmmmm
W D T 1 T D Q &
mm;&mmmuﬂ*mmmmmmmmmmm
v A I t* D P D E ¥ L R V T ¥ & T [
CAC AT OCG COA CAG COC ATC CAT CGT TIC QAC CACT GbG COC ATC COT GG €60
X I A XK ¥ A ™ F D x M
GGG GCC TAC 0GC AAT TTC ACC CTC ARG QAG AAC ATC QAR GAT TTG ACC TAT 0CT
G A ¥ u T 5 I P % T A 118
COC AAC ACC CCC UIG T1C 619 CGT TTC TCT ACT OTC CAD 30T AQC 00 00U AT
* ¥ T % ¥ ¥ % % 3 T ¥ 4 & 40
mmmmmuamrmmmmmu!mufaﬂm
LI o a 163
xnmuroc:ammmocrmm ﬂﬂ Mﬂoﬂmnlﬂumﬂotgn
I &« b a 1 K ¥ F
mmmmmammmmmmmmwwmcnm
A VvV K 7 K R v o A Q@ T A X R 202
THA CAC SO GAA OCC ACY CAC AN TTC ATG TGN G00 ATA TST GAG CoC TC
¢t XK » % A T ¥ A F N W a4 & D A I 127
CLO OOT TTC OOT OTT AKC ACO TTC TCO CTA O7C ARC AMG GAG OUT AMG
Q@ 9 2 ¢ v ®m T ¥ 3 L ¥ W K K @ K RN X m
GCT CAC CTC GUA 030 CAC TCY CIC OTC TOG GAC SA0 0CC CT9 MG €10
T B L & ¥V LY D X L A & M
AXG OAC CTO ATG G20 QCC ATC GAT AMS ARG GOC TAT COC BAG TOG GMC TIT
D L M A I D X ® A w D P A 07
QAT CAG GAC AAQ TIC Q10 TIT GAT ATC TTC GAT OCC ACC MiG OTC 7G4 CCO
> & D K ¥ E T I *r D A T E V W F R M7
OTC 00C GAG OFC AN CTO AAC $OC AAC ATC GAS GAG TIC ITC OOC QAR
vy 4«4 £ . x L ¥ % ¥ I B ¥ ¥ ¥ P E T k 2
CAT ATC G970 <GCT QUF ATC GAC TTC 7CT GAC GAC CCS CIT &TC CAG GaC anc
L3 P ¢ I D ¥ 8 D Q4 A M I
A%T AQT COT CTA OOT OTG AAC TOG GAA Ghk AT ©CC ATG MAC CQR CCT Toc
I = L ¢ % X E LI I -]
GAC GAl GAT AR COC CAC €00 ATC AGE ARG QOC ACD 071G AAC TAT TG CTC MAC
D @ A5 K R k X * K v LA AL 1
OCT AGC GAG ALG GO TIC AAD TGO CAC CCA O0C GO0 ATY MR GOC COC ARG QOC
A # D K Q@ T X ¥ ¥ A F I T O K K R 48
M0 GAk TAE CAS AME CAQ 00 CAQ OTT TTC TAT AAC TO CTC L& GAR 02C
x = Y ¥ M Q A 4 L ¥ ¥ R 8 L & X Vv BT
TTT TCC TTC Q10 §TT QC CAC TOT GAC OAC GO ATC 4T TAC QA COC
s Fr X L c D ® I 2 R L A M2
AT CIC COC CTG OCT CAA GCC @0 OCC QL0 ATO G 002 Q00 COC ATY
o L P L A Q A V¥V L ¢ A B F ¥ T 317
mmnummmmmmmmﬂcmmmm
° T & ¥ x L 8 Q ¥ K * o 332
h\cu!:“cmmmcncmﬂa:m:occrrcn‘rmcnam
I 1 I ¢ D & Y D ru HE X A A I
mmmufmucmancmlm?mmmaﬂcmmw
P L R K W E Q S = 5 K #02
occmmma'.rnuccocawcoc‘:ccmal‘mmmcomm
P D M KT D A T F X 437
mmmmmmccmlﬂmncma.ﬁnccmmmm
¥ L Q X M 0 @ R T F O N 2
mwmmmmmmmmmmnrmawoﬂcm
g % % A @ L X Vv L 9 M VvV X o ¥ g €7
GRA £OC OTC GAA TOX TAT GIT OFT T ACA GOT COFF GOA CCA GAG A6C 00
I rFr v oA w v T A B o F 13 A B TR
OTQ €TC ARD GAC OCC OFF QAT THC MCA AOC AMA TTGC PYT FAC CAO ATC 20T
¥ L X D A @ D F T & K K 7 g ¥ = @ 7ar
TIG QAT OGA TRO KT TCO ACO QFT OCO TTC Tak TCTCAST
L B &6 L A 8 T V¥V & f s Taa

TTTATTATOQAT

ATCTTCTTCTCACAM T AMCTAGCATE



355

5 careviriee {mn.......”.
a |BLC} .
2
a Civaish Senibvon arTdSovart
z "‘gx Ipesgenesf WITHsGaZVw OODAALEVGQ . .RGPILLE
A p-v-clwlq cpyladamet 4y dn tLyvndigsy NTTJIGTPIs P.quSlkadp ...RGETLLE
Cona - o~ -H-KBQ---- ------ %--- LTIN-C-¥i- D--~SLEVG- ---RGPTLLE
} * * ' 220
5, vareviriie ‘muwmmm PorgnIfgin PEARGEGARG YFRVIDDItD icussnFski GRITKGLERF STVGGLXGSA DIVRDDROFM SXFYTERGND, DWUYINTRUY PIrDnsf¥Eh
¥ taurus (BLC} DVYVFLDeMAH FDTERLVERY VHAKGAGASG YFEVCEDItr YsXAkvFedl GRrTPIAVRY STVAGESGER UTVIDDRGFA YEFITRDGHW DLV@UTIPIF F1cTAL1FRe
B fioms {kacth)  DYRFREKMtH FDEERIPERT VEARGTaALG eFQVYDsmkE FTRAKFLQDP avETFVIVRF STVaGekGSA ETVEDRRGFA tEFYTREGNY FVF PICOAIKFFD
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5 carevisiae (c‘ru.} m
™ fragment as a probe. Figure 4 A shows that catA mRNA
was not detected before induction of conidiation (lane §),
pegan 1o accumulaie at about 12 h (lane 3), and was in-
creased at 25 h {Jane 4), caiA mRINA was also present in
Fin. 3 Comparison of A mdulans CatA with other catalases. The isolated conidia {iane 5). Given that the ﬁrslt SpoTes were
arganisms and sequenee saurces arer S, cerevesine catalase-A (Co- formed at about 10 h, this pattern of regulation correlated
hen et al 1988}, bovine liver catalase (Schrocder et al 1982). Bact-  catA expression with spore formation.
Ay fermen catalanes A (EMBL/GeneBank p30266), £ coli HPII (von To address the guestion of whether catA regulation de-
Owsowskiet al 1991), Zea moys catulase-[{Redinbaugher al 1988).  popgad on key comdiation regulatory genes (Timberlake
and A, neger catalasesR (Fowleretal 1993) Sequences were ahigned S
wang the GCG progiams PILEUP and PRETTY (Devegreux etal. and Clutierbuck 1994), iotal RNA from briA42, abaA2 and
19843 Capural fereess represent identical or conserved amino acds,  wetAG mutant strains that had been induced 1o conidiate
The consensis sequence was defined as iny amino acid idenuical or  for 25 h at 42°C was analyzed by Northern blotting with
S o o f e digged s A S0 cash-spaii probe caid mRNA w1t dfeci b
Rossman 19853 or be imvolved m hunc binding (1) (Murthy et al fore 1ndL}ct10n of comduation {datz not 5hf)wn)| but was
19811 are indicated present in all three mutants at 25 h of development
{Fig. 4 A, lanes 6-8). The sume result was obtained when
null heiAl, wubaA2 and the emperature-sensinve mutant
wesfAG were induced to conudiate at 37 °C, Sice brid is
necessary For abad and wetA expression (Timberlake and
Clutterbuch 19043, this tesult indicates that coniduy torma-
tion 1s not arequired event [or ¢ arA banseripton amd shows

% Diger tcatRy

Conaansus
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12 34 5 6 7 8 B

CatA —=

CatB —

Fig. 4A.B Developmental regulation of catalases A total RNA ex-
tracted from growing myccha (ene /), myceha induced to condi-
ate for 6, 12 and 25 b (lanes 2—. respectively) or from isolated co-
nidua (fure 5) was fractionated m formaldehyde-agargse gels, trans-
ferred to a Nylon membrane, and hybridized with the Psi fragment
from pCANS Lanes 6-9 contwned otal RNA from the developmen-
tal mutants bria42 {lane 63, abuA2 tlane 7). welAs ({lane 8), and the
rekevant wild-type strain FGBC26 (lane 9) which were nduced 1o
conrchate for 25 hat42°C. As a loading control, the same membrane
was hybridized with an e gB-speetfic probe B cell-free sofuble pro-
tein extracts prepared from mycehia before or duning conidation or
from solated contdia were separated 1n a rative polyacrylamide gel
and stamed to detect catalase acuvity (fane nanthers 15 as in A).
The different tmes of development correspond 1o the following mor-
phologics' samples from O b of development (18 h of growth) con-
tamed growing hyphae., 6 h, comdwophore sialks, 12 h, comdiophores
and inumature conidia; 25 h, mature comdiophores and conidia

that the developmental regulation of catd depends on un-
known genes different from briA, abuA and wetd.

Two differentially regulated catalases exist
in A. nidulans

The occurrence of multiple catalases withmindividual spe-
cies is well documented (Loewen et al. 1985: Chary and
Natvig 1989; Marchler et al. 1993). We therefore invesu-
gated if A, nedulany also contauned more than one catalase.
Protein extracts were prepared from cells that bad been in-
duced to sporulate for different times, fractionated w na-
tve polyacrylunude gels, and stained to detect catalase ac-
uvity (Chary and Natvag 1989). Figure 4 B shows thatiwo
bands of catalase activity were detected, The faster-magiat-
g band sctuvity mereased during development, represent-
ing the major activity in samples from 0-25-h, but was a
mnority component i solated spores By contrast, the
stower-mohihty band actvity was barely detectuble m
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Fig. 5A,B Disruption of the catA gene A plasmid pREN2 was con-
structed by using the ag8 gene as a selectable marker and the Apal-
Sphi catA fragment. which deletes 635 2mino-2eid residues from the
amino terminus and 127 amino-acid residues from the carboxyl ter-
minus pREN2 was used to transform the argB-deleted strain
RMSO1 1 to arginine Jndependence. B total DNA from strains FGSC-
26 (lanes !, 5 und 9). RMSO11 tfanes 2, 6 and J0), ransformants
TOS| {lanes 3. 7 and 11} and TOS2 (lanes 4. 8 and 12) was digest-
cd with the indicated restriction enzymes and used for Southern-blot
analysis using the Pstl catA fragment from pCANS as a probe Prob-
ing with the argB gene {data not shown) gave results also consistent
with the integrauon event depicted in A

025 h samples but represented the major activity in iso-
lated comdia.

The correlarion of enzyme activity and catA mRNA
with conidia was cobsistent with cazA enceding the major
catalase found 1n ssolated spores. To determine if this was
the case we disrupted the card gene. Plasmid pRENZ, con-
taining the A. mdulans argB gene as a selective marker and
an internal fragment from catA (an Apal-Sphl coding frag-
ment lacking the fizst 65 armno acids from the putative pro-
tern armino-terminus and the last 127 amino acids frem the
carboxyl-ternunus). was used o transform strain RMSO11
to arginime independence Figure 5 A summarizes the event
expected upon ntegration of pREN2 at catA. Figure 5B
shows a Southern-blot aralysis of two independent trans-
formants (TQS1 and 2) containing a single copy of plas-
mid pREN2 at the catd locus. The band pattern was fully
consistent with the predicted integraton event.

[solated comdia from the two transfoermants were used
1o prepare protein extracts that were then analyzed for cat-
alase actvity i natrve gels. Fuygure 6 A shows that comdia
from FGSC26 and from RMSO11 contained the two bands
of activity previously detected. with the slower-migrating
hand bemng the majos activity This band was absent from
the transformants TOS | and TOS2 By contrast, the faster-
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CatA =i
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Fig. 6 A, B Effects of card distupnion on catalase activity A pro-
tein extracts were prepared from 1solated comdia from FGSC26 (s),
RMS0! 1, and the catA-disrupted strains TOS1 znd TOS2 Proteins
were fracnonated in native polyacrylamide gels and used to deter-
mine catalase activity An I8-h growth sample from strain FGSC26
was mcluded as a reference (lgfi lane) B the carA-disrupred strain
TOS1 was grown for 18 1 (0} and induced 1o sporulate for 25 h. The
cortesponding protein extracts were processed for catalase activity
determination as before. Spore samples from strains FGSC26 and
TOS! are included as a reference (5} Developmental changes were
as incheated in Fig. 4
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Fig. 7 Comdia from carA-disrupted strains are seasstive to Hy0,.
Conidia from straip RMSO011 and the catA-disrupted stratn TOS1
were used Lo prepare Spore Suspensions cortamming 1 % [0° spores/m]
and the wmdicated HyOp concentrations These suspensions were in-
cubated at room lemperature for 20 min, diluted 100 times and then
plated on standard minimal mediom, The number of colony forming
untts (CFU) was determmed after 2 days at 37 °C The results shown
are mean valees from two independent experiments (100% survaval
corresponded to 1091 and 1264 colonies for strans RMS01! and
TOS1, respectively) The HyOy senmitivaty of catd-disrupted strans
can also be assayed 1n Petrr dishes (see Materials and methods)

mugrating catalase was present, although reduced, n the
two transformants.

To determune if disruption of carA affected the other ma-
jor catalase, transformant TOS1 was grown 1n liquid cul-
wre for [8 h and then induced to sporulate. Figure 6B
shows that the catalase acuvity present i growmg culiures
was not affected by carA disruption, Indeed, 1t was dlso in-
duced during development as lound for a card™ stram
(Fig. 5

{catA™)

TOS2
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Phenotype of catA™ mutants

Because CatA activity accumulated preferentiatly in co-
mdia and we did not observe cbvious alterations in the pat~
tern of conidiation, we looked for phenotype associated
with spore functions {i.e., spore longevity, resistance to
stress, germination, etc.). The conidia from the cartd™
strains appeared normal and germinated efficient!y under
standard growth conditions. However, they were killed by
a 20-min incubation with 100 mM H;0,, a condition that
virtually did not affect the spores from catA* strains
(Fig. 7). This sensitivity to H;0, was also observed in
Petri dishes overlaid with 100 pt of 200 mM H, O, prior to
spore plating.

Discussion

The data presented in this paper show that the developmen-
tally regulated A, nidulans CANS ¢DNA clone defines a
gene, which we destgnated card, that encodes a catalase
that accumulates preferentially in conidia. The conelusion
that this represents a novel genetic locus is based on the
absence of previous published descriptions of (1) genes en-
cothng catalase in A. nidulans or (2) chromosome-1II genes
whose mutant phenotypes resemble those of the carA™ mu-
tants we produced by gene disruption. cazA is regulated, at
least 1n part, at the level of transcript accumulation. carA
mRNA was barely detectable in vegetative cells and in-
creased during conrdiation beginning at a time correspond-
ing 1o conidram formation. Both catd mRNA and Cat
protein prefercntially accumulated in isolated spores.
However, accumulation of carA mRNA was not dependent
on briA, a gene encoding a major transcriptional regulator
of conichation-specific genes (Clutterback 1969; Adams et
al. 1988, Chang and Timberlake 1993), nor on two other
developmental regulatory genes, abaA and wetA (Clutter-
buck 1969: Mirabito et al. 1989; Marsha!l and Timberlake
1991: Andrianopolous and Timberlake 1994). The wetA
gene has been shown to be mvolved in the regulation of
genes whose mRNA, Iike the catA mRNA, accurnubates in
sporgs (Boylan etal. 1987; Marshall and Timberlake
1991). Thus, the developmental expression of catd does
not require conpdha formanion and presumably depends on
unknown genes acting separately from briA.



358

catA1s amember of 2 growing class of A. medulans genes
that are developmentally important but had not been iden-
ufied by classical mutational approaches, perhaps due to
the fact that the mutant phenotypes are too subtle to be
readily detected in major mutant screens. This may explain
the long-standing discrepancy between the aumber of co-
nidration-specific genes estimated from mutational versus
molecular analyses (see Timberlake and Clutterbuck
1994}, Moreover, 1t suggests that continued studies of
anonymous genes in this system may provide important in-
sights iato the subile contributions 1o form and physiology
made by the hundreds of developmentally regulated genes
knowa to exist (Zimmerman et al. 1980).

The deduced CatA polypepuide contains 744 amino-
acid residues and has sigmficant sequence similarity with
many other catalases (Fig. 3; data not shown). CatA, A. ni-
ger catalase-R {Fowler et al. 1993), and £. col: catalase
HPIl (encoded by the katE gene; von Ossowski et al. 1991)
are larger than other reported catalases. Notably, the CatA
polypeptide 1s most similar to £ cofi HPII (von Ossowsk:
et al. 1991) than to other fungal catalases. In fact, evolu-
tionary analysis of several catalases, using different algo-
rithms from the GCG programs DISTANCES and GROW-
TREE, always grouped together E. colt and A. nidulans
(data not shown), suggesting a common origin for the katk
and catA genes

E. coli stationary phase cells can be considered as a dif-
ferentiated state resulting from a specific pattern of gene
expression that includes katE, and depends on the rpoS
gene (Loewen et al. [983; Hengge-Aroais 1993). In Zea
mayjs, three different catalases regulated in the ussues of
developing seedlings are known (Rendinbaugh et al.
1988). Other catalases are associated with developmental
processes, such as the B. subtillis catalase 2, which accu-
mulates 1n stationary phase cells and spores (Loewen and
Switala 1987}, and ¥ crassa caialase-3, which, like CatA,
accurnulates in comdia (Chary and Natvig 1989). Thus, de-
velopmental regulation of catalases is likely to be wide-
spreadin prokaryoies and eukaryotes. Spore-associated ca-
talases have been proposed to provide protection from
H,0; gencrated by visible and ultraviolet light irradiation
or other forms of environmental stress (Chary and Natvig
1989). Catalase and other antioxygenic enzymes have also
been correlated with conidial longevity (Munkres 1990).
In the case of A. nidulans CatA, the enzyme provides co-
mdia with protection from the toxic effects of H,O,
(Fig. 7), a compound that can be present in many of the
natural substrates for this organism (e.g . decaying vege-
tation) or ¢an be generated from the catabohsm of differ-
ent compounds, thus providing a potential selective advan-
tage. The likely presence of spore-associsted catalases in
fungal plant pathogens 18 potentially relevant for the plant
mfecuon process, since it has been shown that plant
systemic acquired resistance involves a sustamed increase
1m HyO, concentration {Chen et al. 1993)

The selective advantages that might be provided by dif-
ferentrally reguisted expression of multiple catalises isun-
clear In thus regard. we detected o second eatabase activ-
wy i AL medulans that was present in vegeiative cells and
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also increased during comdiation. Moreover, asecond cat-
alase gene from A. nidulans has been cloned from a chro-
mosome VIilI-specific library and has been sequenced
{Richard Diamond et al., personal communication). The
pedicted polypeptide shows 2 high degree of identity 10
CatA and very likely corvesponds to the CatB activity de-
tected in our experiments. Determination of the physiolog-
ezl functions of this second catalase will require further
experimentation.

The observed increases in catalases during A. ridulans
conidiation might reflect enhanced production of H,O, and
other fortns of activated oxygen duning developement, con-
sistent with the proposed occurrence of a hyperoxidant
state during microbial cell differentiation (Hansberg and
Aguirre 1990). In this proposal, activated oxygen species
are important not only to inactivate growth-related func-
tions {Toledo et al. 1994) but also to regulate gene expres-
sion, as has been shown in bacteria (Allen 1993), plant sig-
ral transduction (Chenet al. 1993), human T cells (Schreck
etal. £991), and during apoptosis (Hockenbery etal
1993). A. nidulans offers an excellent experimental system
for investigating the role of activated oxygen species in
regulating cell growth and differentiation.
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CAPITULO I
Regulacién del mensaje de catA durante Ia germinacién.

Durante la germinacion la actividad de la catalasa A va disminuyendo
gradualmente, reduciendo su actividad notablemente después de 10 h de
germinacién, y es casi indetectable a las 18 h de crecimiento {(Kawasaki et al.,
1997). Para saber como se regula el mensaje de catA durante la germinacidn,
repetimos el experimento de Kawasaki et al. (1997) pero en esta ocasién para
hacer un andlisis tipo “Northern blot”. Como se observa en la Figura 8 de este
capitulo, ¢l mensaje de catA desaparece rédpidamente durante la germinacién.
Encontramos niveles muy bajos de mensaje a las 2 h y siendo indetectables a las 4
h. Estos datos indican que la actividad de la catalasa A observada después de 2 h
de germinacién no parece provenir de sintesis de novo, ya que el mensajero
correspondiente pricticamente desaparece después de las 4 h. A su vez, esto
sugiere que la catalasa A es muy estable durante la germinacién y que su actividad
se va diluyendo conforme crece el cultive. Aunque no se descarta la posibilidad de
sintesis de novo proveniente de ARNm en tan bajos noveles que resulte imposible
detectar en ensayos tipo Northern blot.

2 4 6 10 18
Mo T catA

Figura 8. Acumulacién del mensajero de caiA durante la germinacién. Conidias de la cepa silvestre PW1
se germinaron en medio minimo suplementade. Se colectaron muestras a los tiempos indicados (horas).
Se extrajo ARN total de las muestras y se cotrié en un gel desnaturalizante para ARN, el cual se
transfirié a una membrana de nylon y se hibridé con una sonda especifica para catA. Para mostrar la
cantidad de ARN cargada en cada carnl se muestra una foto del ARN ribosomal 255, Los tiempos
indicados corresponden a las siguientes mosfologias. 2 b, conidias hinchadas; 4 h, conidias hinchadas con
tubos germinales pequerios: 6 y 10 h, hifas creciendo activamente y 18 h, hifas en fase preestacionaria.
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Inmunolocalizacién de la catalasa A.

Como en A. nidulans existen por lo menos tres catalasas una posible
explicacidn de esta redundancia genética es que estas catalasas esten destinadas a
compartimentos celulares diferentes. Por esta razén decidimos inmunolocalizar a
la catalasa A.

Para saber en donde se encontraba localizada 1a catalasa A en las conidias,
decidimos hacer experimentos de inmunolocalizacién. Se utilizé un anticuerpo
hecho por Fernando Lledias, en el laboratorio del Dr. Wilhelm Hansberg, dirigido
contra una catalasa comercial de A. niger (SIGMA, C-3515). En la Figura 9 se
muestra que este anticuerpo es capaz de reconocer un antigeno en un gel de
proteinas nativas, el cual comigra con la actividad de catalasa A (no se muestra) y
se encuentra ausente en una mutante catA” {cepa TOS1).

™~
F
&

1Y)

A
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& &

Figura 9. Deteccidn de catalasa A en un ensayo tupo “Western Blot”, utilizando extractos de conidias y
un anticuerpo dirigido contra una catalasa comercial de A, niger. Se prepararon extractos de proteina de
conidhas de la cepa silvesire RMS011 y la mutante catA’, TOS 1. Se corrieron 40 pg del extracto ¢n un gel
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CAPITULO L

de proteinas nativas, el cual se electrotransfind a una membrana de nitrocelulosa, 1a cual se incubd con
una ditucién de 1:100 del anticuerpo

Figura [0 Inmunoclocalizacién de la catalasa A en conidias Conidias de la cepa silvestre FGSC-26 vy la
mutante carA”, TRNL se fisaron ¢ incluyeron en resina “L-white”. Distintos cortes se incubaron en
presencia de una dilucién 1-100 del anticuerpo. Posteriormente, se lavaron con BSA al 1% y se
meubarca con un segunda anticuepa que contiene ta proteing A acoplada con oo y se repitd el lavado
Se observaren lox cortes en el microscopto electrdruco. A, comdia de la cepa FGSC-26 sin anticuerpo
poimarie B, comdia FGSC-26 con anticuerpo primanio C, canidia de la mutante card |, sin anticuerpo
prmaric. D, conidia de T cepa card con anticuerpo primario La Mecha en B indica las particulas de oro

en la pared celular de una comda



CAPITULO I

Para inmunolocalizar a la catalasa A se hicieron cortes de conidias de la
cepa silvestre y de una mutante catA” y se incubaron con el anticuerpo. Como se
observa en la Figura 10 B, una parte importante de la catalasa A se detect6 en la
pared celular de las conidias. Es claro que parte de la catalasa A debe estar
lacalizada en el citoplasma, ya que todas las muestras analizadas en geles nativas
provienen de extractos crudos de proteina soluble. Aunque en la cepa catA’
también se observan algunas particulas marcadas con oro, estas no se encuentran
locatizados en ningilin lugar especifico (Fig. 10 D). Cortes incubados sin el
anticuerpo primario no presentan particulas marcadas con oro, por lo que la
reaccion es especifica (Fig. 10 A y C). La catalasa A presenta una secuencia semi-
conservada en el extremo amino terminal que podria estar implicada, como
péptido sefial, en la exportacién de la protefna a la pared celular (Calera et al.,
1997). La localizacién de parte de la catalasa A en la pared celular de las conidias
es consistente con el papel protector que dicha catalasa ofrece a las conidias en
contra de peréxido de hidrdgeno exdgeno (Navarro et al., 1996). A pesar de que la
mayoria de la catalasa A se inmunolocalizé en la pared celular es importante
sefialar que parte de ella también se encuentra localizada en el citoplasma ya que
todas las preparaciones para medir catalasa se obtienen de extractos crudos.

Definicién del sitio de poliadenilacion del mensajero de carA.
La regién 37 que no se traduce de los ARN mensajeros puede tener regiones

importantes para la regulacién de sus mensajes, por esta razén decidimos
determinar esta regién en el mensaje de carA.

TTATCTCACT GCCTCGGTAC TTGTATTTCC TTTATTATGCE ATTACCCCCC AGGCGTTGGC TGTTTCGACC
# L]
TATATGTATC CGTAARCGARGT ATATGACTGA ATGCAGTATA TCATAATTAC TATACTCAAM TCTTCTTCTC

Figura 1. Sitic de poliadenilacién del mensajero de catA. El sitio de poliadenilacién de catd se
determiné sintetizando ¢cDNA con el cligonucléotido cat28, Posteriormente, se amplificé el ¢cDNA. por
PCR usando cl oligonucléotido cat28 y AUAP (BRL). El producto de PCR se cloné y se secuencié.
Subrayado se muestra el codén de termino. Con un signo de mimero (#) y en negrillas s mucstra el sitio
de termino de la clona CANS (Navarro et al., 1996) y con un asterisco y en negrillas el sitio de
pohadenilacién determinado en este experimento.
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CAPITULOI

Para localizar el sitio de poliadenilacién del mensajero de catA se us6 el
estuche de GIBCO BRL (USA) “3” race system for rapid amplification of cDNA
ends”. Se usé el oligonucléotido cat28 (ggcgaattcatggetactagtatcaccge) para hacer
c¢DNA usande ARN total de conidias. Este oligonucléotido tiene un sitio de
restriccién para EcoRI y el ATG de catA. Con este oligonucléotido y el uso det
oligonucléotido AUAP, que es complementario a parte de la secuencia del
oligonucléotido AP que se usa para hacer el ¢cDNA, se amplificé la regién
codificadora de catA.

Se obtuvo un producto de PCR de aproximadamente 2400 pb usando los
oligonucléotidos cat28 y AUAP. Se cloné el producto de PCR usando los sitiog de
restriccién EcoRI y Sall en el vector BKS(-). Se obtuvieron 6 transformantes y se
secuenciaron tres. A la clona 7 se le denominé pREN22 y contiene el cDNA de
catA desde el codén de inicio hasta el sitio de poliadenilacién. El sitio de
poliadenilacién se muestra en la Figura 11.
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Capitulo II. Resumen del articulo:
Navarro, R.E. y Aguirre, J. 1998. Posttranscriptional control mediates cell
type-specific localization of catalase A during Aspergillus nidulans
development. J. Bacteriol. En prensa.

En el hongo Aspergillus nidulans se han identificado dos genes de catalasa
regulados diferencialmente. El gen carA pertenece a una serie de transcritos que se
inducen especificamente durante la esporulaci6n asexual o conidiacién, y codifica
para una catalasa acumulada en conidias. Usando una mutante del desarrollo
afectada en el gen briA, que es incapaz de formar esporas asexuales (conidia) pero ‘
capaz de formar esporas sexuales (ascosporas), demostramos que el mensaje de
catA acumulado durante la induccién de la conidiacién no generd el péptido CatA.
Por el contrario, se detectaron altos niveles de actividad de la catalasa A en las
ascosporas producidas por esta mutante, indicando que el gen catA es regulado a
nivel postranscripcional. Este mismo tipo de regulacién se observé para una fusién
traduccional catA::lacZ, sugiriendo que la regién 5°que no se traduce (5'UTR) del
mensajero de catA pudiera estar involucrada en el control de la traduccitn durante
el desarrollo.

En una cepa silvestre, 1a actividad de B-galactosidasa derivada de la fusién
catA: :lacZ fue baja en hifas, se increment6 50 veces durante la conidiacién y hasta
620 veces en conidias aisladas. En congruencia con estos resultados, la expresion
espacial del reportero se localizé en métulas, fidlides y conidias. Esta expresion
del gen reportero asociado a las conidias se mantuvo en una mutante stuA, en la
cual el patrén celular del conidiéforo esta muy alterado. También se detectf la
acumulacién del mensaje de catA cuando el micelio vegetativo fue expuesto a
condiciones de tensién oxidativa, osmética y de privacién de nutrientes. Sin
embargo, la actividad de la catalasa A se detectd Gnicamente en las esporas
producidas durante la privacién de nutrientes. Nuestros resultados apoyan un
modelo en el cual la traduccién del mensajero de cafA, acumulado durante la
conidiacién o en respuesta a distintos tipos de tensién ambiental, depende de los
procesos morfogenéticos involucrados tanto en la formacién de esporas asexuales
como sexuales, al mismo tiempo que muestra la operacién de mecanismos
independientes del gen briA para regular la localizacién de productos especificos
de las esporas.
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Two differentially regulated catalase genes have been identified in the fangus Aspergilius nidulans, The catd
gene belongs to a class whose transcripts are speuﬁcally induced dnnng asexual spnruiation (comidiation) and
encodes » catalase accumulated in conidia. Using a develop afected in the brld gene, which {s
unable to form conidia but capable of producing sexual spores (ascospores), we demonstrated that the cazd
mRNA accomulated during induction of conidiation but did not produce CatA protein. In contrast, high levels
of catalase A activity were detected in the ascospores produced by this mutant, indicating that the catd gene
is posttranscriptionally regulated. The same type of regulation was observed for a cotd::facZ transtational gene
fusion, suggesting that the catd message 5' yntranslated region could be involved in translational control
during development. In a wild-type strain, B-galactosidase activity driven from the catdnlacZ gene fusion was
low in hyphac and increased 50-fold during conidiation and 620-fald in isolated conidia. Consi with this
finding spatial expression of the reporter gene was restricted to metulae, phialides, and confdia. Conidium-
associated expression was maintained in a siud mutant, in which the conidiophore cell pattern is severely de-
ranged. catd mRNA accnmulation was also observed when vegetative mycelia was subject to oxidative, osmotic,
and nitrogen or carbon starvation stress. Nevertheless, catalase A activity was restricted to the cunidia pro-
duced under nutrient starvation. Qur results provide support for g model in which transiation of the ¢atd mes-
sage, accumulated during conidiation or in r to different types of stress, is linked to the morphogesnetic
processes involved in asexual and sexual spore formation. Our findings also indicate that brid-independent

mechanisms regulate the expression of genes encoding spore-specific products.

The ascxual sporulation (conidiation) pathway of the fungus
Aspergillus rudulans represents an excellent model system for
studying the mechanisms controlling development and pattern
formation in mutticellular eukaryotes. The formation of the
asexwal reproductive apparatus is initiated when nondifferen-
tiated hyphac are cxposed to air or starved for nutricnts 1n
iquid culture (11, 30, 34). The asexuval spores (conidia) are
produced by the conidiophore, a multiceliular structure com-
posed of a basal foot cell, an aerial stalk terminating in a
multinucleate vesicle, a layer of uninucleate celis called metu-
lac, and a layer of uninucleate, sporogenous cells or phialides
(28). This developmental pathway is dependent on the brid
regulatory gene (1, 11), which is necessary for expression of
most of the conidiation-speafic genes that have been identified
(35).

Although conidiophore differentiation involves the activa-
tion of several hundred genes (21, 34, 35), the functions of only
a few have been clucidated. The y4 gene, encoding a conidial
laccase (5, 12), the w4 gene, encoding a polyketide synthase
necessary for conidium pigmentation (22), the rodA4 and dewA
genes, which encode comdial cell watl-associated hydrophobic
proteins (32, 33), and the catd gene, encoding the conidium-
associated catalase A (27), are examples of known functions
related to comdial attributces, In contrast to yA, wA, rodA, and
dewA genes, catA mRNA accumulation 1s not dependent on
the brid gene (27).

Two dwergent and differentially regulated catalase genes

* Correspanding author, Mailing address, Departamento de Ge-
nética Molecular, Institeto de Fiyalogia Celular, Univensidad Nieio-
nal Auténoma de Mexico, Apartado Postal 70-242, (510 Mexco, DE,
Phonc (525) 622.565). Tax (525) 622-5630 E-mxl jJagmzredival
unam mx

have been found inA. nidulans (19, 27). Conidia from cat4 null
mautants are HyO, sensitive (27), whereas catB null mutants,
unable to produce the vegetative catalase B, are H;Q, sensitive
at the hyphal stage (18). More recently, a catalase C has been
detected in catd cotB double mutants (17a). The mechamsms
that mediate the differential regulation of these catalases dur-
ing development and oxidative stress are not known,

In this work, we studied the mechanisms responsible for the
celt type-specific localization of catalase A. We present evi-
dence indicating that the catd message accumulates in a trans-
lationally inactive form under a variety of stress conditions and
that cat4 translation is finked to morphogenetic processes in-
volved in formation of metulae, phialides, and asexual or sex-
val spores. We found that regulatory sequences present in the
catd message 5° untranslated region (UTR) and first four
codons arc sufficient to confer catd-like regulation to the re-
porter genc laeZ under different conditions.

The operation of brid-independent mechanisms regulating
the expression of a gene encoding a spore-specific product such
as catalase A suggests that this could represent a general mech-
anism during development in A. nidilans and other fungi.

MATERIALS AND METHODS

Stenlns and growth manipulations. The genotypes of A4 mididars strains used
10 this study dre hsted w Table ¢ Stemns CRNI and CRINR are sexual progeny
from TRNJ % CRN10, CRN1G s from cress AJCY 47 (A T Clullerbuck), CRN2
% from TRNI ® UL-7, and CRNG s from TRNL ¥ CRRND. Al siomms were
grown in supplemented mummat-mitrate oF mismat-ammenwr (20 mM amme-
mum lartrae) medium {18 Developmental cullures were condicicd Bs oe-
seribed previoudly {27} For brid mutants, mycela weze seraped {rom S-day-old
colomes i petri dishes, ragmented, and used o moculate hquid cultures (3)
Stancird genetie (19) and tzansformation (36) 1echniques were used

Flusmlds, A 6 kb LeoRT catA contaning fragment from cosmld $W22C01
(27) was doned into Blueseript KS (Stratagenc. La Jotls, Cairf ) lo gencrate
PRENT pRLNYws dhgested with Spel and religated 10 temove mostof the cacd
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TABLE 1. A mdulens sirains used 1n s work

- Refercnce
Serain Genorype OF SOUFCE

AICT bedl: brid] vetl [

CRN1 catd (~1400 pily-dacZ (argB™* largh -CAT),  This work
metGl; naAs bridl7 vedl

CRN10  bidl, argB2; proA4; nildd brid17 vedl A. 1. Clutterbuck

CRN2 studl pabadi catA {~1400 plt}. lacZ This work
(argB*fargB. CATY; topCROL vedl

CRN6 pabadl BergB spCARB eatd agB ppC801 This work
nud4 brid17 vedl

CRNE pabadl; catd (~1400 pl):dace (argB™/ This werk
argBu.CAT); midd briAl7 vedl

FGSC-26  bidl: vedl Fungal Genetic

Stock Center

W1 bid1; agB2; maGl; vedl P. Weglensio

RMS0LL  pabedl yA2: AargB.orpCAB; veAl ipC801 32

TLKI2Z pabadl yAZ; 8argB.upCAS: AcarB 18
pC8OY vedl

TRNI pebadl yA2; AargBiupCAB catA angB; This wark
4pCaAT vedl

TRN3 BiAl; catA {~1400 pil):dacZ (argB*fargB::  This work
CAT), metGl; vedl

UL7 studl yA2 pabadi; tpC801 vedl B Miller

oding region and generate plasmud pRENT. A ~1.4-kb Rpnl-Nol feagment
contaming the putative eetd up \F q was obtained from
pRENT and used to ceplace the x4 promoter in plasmid pRA42 (6). to generate
pRENS. This results in a gene fusion consisung of eatd upstream regutatory
sequences, the first four codons of catd, and two extra codons (Ser and Arg)
desived from Blucscript soquenices, fused to the lacZ region contained o pRASZ
(sce Fig. 2), Plasmid pRENS, used 20 teansform straln RMS5011 (32) 10 generae
the catd-disrupted strain TRN1, was mads by <laming the ~600-bp BamHI catd
fragment from pOS1A (27 into plasmid pDC1 (4)
Nueleic nidd isclath und b

g anahals. Total RNA
was bolated by wsing TRIZOL (GIBCO BRL), fractionated in formaldehyde-
agarose gols, transferred to Hybond-N eylon membranes (Amcrsharn?. 2nd hy-
bradized &3 suggested by the manufacturer Radioactive probes weze *P lbeled
by using random primers (GIBCO BRL) Probes were the 1.5-kb Pul fragment
from pCANS (27) for catd, the 2-kb Kpnl-BamHI fragment from pSF5 (14) for
actin, the 3-kb Prel-EcoR] fragment from pRENS for lacZ, and the 1.7-kb EcoR1
fragrneal fram pDCH for agB. Southern blot analysis was used to select trans:
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formants carrymg # single copy of pRENS integrated at the argB locus. Total
DNA was isolsted a5 described by Timberlake (). Transcription inRiation sites.
for catd and eatd:JscZ gencs were o ined by prirer H i
using cligonudeotide prenu4T07 (57 teggecgeeatgaggatcpatcags 3')

Enxyme actiity determination. Catslase actvity was determined i native
pobreylamide gels (20 to 0 pg of protein) as described poeviously (27). §-Ga-
Isctosidass actwity in protein extracts and S-bromo-4-chloro-3-indolyl-g-o-galac-
topyranoside (X-Gal) staining were d ined as reporied clsewh 3. Total
protein was determined by the method of Bredford (9) or Smith ¢t of. (31) fos
diluted samples.

Submerged sporulatinn. For starvation cxperiments, 50-mt cuttures in 250-ml
flasks were grown for 18 b, fitered through Miracloth, washed ance with muns-
mal-glucose mirate-free medism, nded in 50 ml of either glucose-frec or
mtrogen-free medium {250 ml Bask), and incubated fusther as reported else-
where (30).

RESULTS

catd mRNA transtation is linked te spore formation. We have
reperted that the cazd mRNA accumulates during conidiation
in A. nidulans developmental mutants affected in the brid gene
(27). Except for the stalk, brid null mutants fail to produce all
conidiophore cell types. However, they are able to undergo sex-
val development and produce meiotic spores called ascospores
(11). Results in Fig. 1A show that the catd was vir-
tually undetectable during growth (0 b of conidiation) in either
wild-type or briAl null mutant strains, whereas high levels of
catd mRNA were apparent in both strains after 25 h of coni-
diation. When protein extracts from these samples were used
to detetmine catalase activity in native gels, CatA activity was
detected in 25-h samples from the wild-type strain but not from
the brid] mutant (Fig. 1B), In contrast, ascospores formed by
a brid null mutant, which requires several days of incubation,
contained high levels of a catalase activity that comigrated with
CatA, This activity was absent in ascospores from a brid [7 catd
double mutant, thus confirming that CatA zccumulates to high
levels in sexual spores (Fig, 1B) just a5 it does in asexual spores
(27). An antibody that recognizes CatA. failed to detect the
CatA antigen in 2 Western blot analysis using 25-h protein
samples from the bri4] mutant (ot shown), arguing agginst
the presence of an inactive form of CatA in thoss samples.

A FGSC-26 bridl ascospores
1]
FGSC26  bridl §
= 9
S S o
=& 82K = o] o Q .
e =5 % = I 3

- caid vy vy .

& c o & 8§ o & & &

-~ (CatA
-~ CatB

FiG 1 catd mRNA sccumulaton and ¢xtalase actity during growih and comdiation In wild-type and beid / mutant strains (A} Total RNA exteacted trom growing

myschia (0 h of conldiatany, myecha induced 1o comdic fat 25 b, 02 wolated conidia was tractlonaled in {formatdchyde-ngarose gela. b

ned bybndzed w the caed Parl fragment from pCANS and an actin-speaific probe

10 n Tiion

from pSTS (B} Cell-free saluble protcln cxteacts, prepared fsom samples a1 § and
25 b of conidation, isolaled conldia (20 ug), or awospores (40 ug), were scparale

d in 1 native polyacrylamide gel and stained for catalase sciivity (27). Samples

cortesponding To strminy FOSC-26 (wild type), AICT | (bedA 1), and CRNG (BriAI7 catd) are indicaled Catslase A and B potitions ate sharwn by Merows,

46



VoL, 180, 1998

™~
COATATAAAGGTCOCCAGGCAGTGARATARCCTTARTTTICIGEAG
r’ -

CCAGTT T I TTIGTTCGTASTGATTTTIACTATCTOGTCTTTETATC

CORTTARACARTCTGATCGATCCTCATGICTACTAGT rcraGAsed
¥ A T 8 8 R A

FIG 2. catA regulatory and coding sequencss prewent i the cotd: JacZ gene
fusion iactuded in pRENS. Arrows indicate transcription initiation sites detcr-
mined by primer extension previously (27) or m this work (*). A black dot
md-lc-n:tl.'hni endoMMcDNAdoneclgU?al r2 reportzd at the 4 nidulsrs
(29b). catd putative coding sequences are
shown in boldﬁcanmﬁveTATAbmknndemmd(znmﬁmmm
£ col lacZ containing plagmid pRASZ (6) is hexed

These results suggested that the card mRNA detected in a brid
mutant induced to conidiate is not translated unless spores are
formed, in this case by the alternative sexual developmental
pathway.

A catd:locZ fusion containing catd message 5 UTR is reg-
wlated during sporulation and highly expressed in spores. To
further understand the regulation of the catd gene, we con-
structed plasmid pRENS, containing catd upstream sequences
extending from the proposed fourth codon to bp ~1400 fused
to the E. coki lacZ gene (Fig. 2). pRENS also contained the
argB.:CAT fusion to direct integration of this construct to the
argB locus (17). Eighteen Arg™ transformants obtained after
transformting strain PW1 with plasmid pRENS were subjected
to Southern blot analysis. Strain TRN3, which contains a single
copy of pRENE integrated at argB, was chosen for further
analysis. Resulis in Fig. 3A show kow levels of 8-galactosidase
specific activity (7 o 14 Uj in samples from 0 to 12 b of
development. In contrast, high levels of activity were detected
by 25 (733 U) and 49 (670 U) h of conidiation, and much
higher levels were found in isolated conidia (9,430 U). This
pattern of P-galactosidase activity matched that reported for
catalase A activity during conidiation (27). Control strain PW1
contained virtually undetectable levels of P-galactosidase ace
tivity during growth and conidiation.

To cvalvate if the catd:dacZ fusion was regulated as the
bona fide catd gene in a bri4 null mutant background, the re-
potier gene was introduced by genctic crosses into a bridl7
background, to generate strain CRN1. As shown in Fig. 3A, 34
U of B-galactosidase activity was detected before induction of
conidiation. Virtually no increase in enzyme activity was ob-
served after 25 h of comdiation, and only a minor increase was
detected after 49 b (Fig. 3A), whereas the card:lacZ message
was accumitlated in samples from both CRNI and the wild-
type strain TRN3 after 25 (not shown) and 49 (Fig. 3B) b,
Ascospores formed by the brl417 null mutant strain CRNS
contained high levels of B-galactosidase activity (884 U), as
opposed to ascospores formed by a bri4]7 mutant lacking the
catA:lacZ fusion, which showed undetectable levels of enzyme
ﬂClI.Vl!y.

The transcription initiation sites of the catdziacZ reporter
gene were determined by primer extension using RNA from
wild-type and bridI7 mutant stramns, and no differences were
detected between them, An imitiation site in addition to those
previously reporsted (27) was detected n both catd and caed::
lacZ {Fig. Z). Therefore, the catd:lacZ fusion used here con-
tans the sequences necessary for proper regulation during
development. The card message 5° UTR is fikely responsibic
for coupling translation to either asexual or sexual spore de-
velopment.

Spatial expression of the catd:dacZ fsion in wild-type and
suAd mutant strajns, The spatal expression of the catd:dacZ
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reporter was determined by in situ f-galactosidase activity
detection using the chromogenic substrate X-Gal. Results in
Fig. 4 show that conidiophore cell types comesponding to
metulae, phiatides, and spores were all stained in strain TRN3
{Fig. 4A), whereas 10 staining was detected in control strain
PW1 (Fig. 4B). This staining pattern is consistent with the time
course results shown in Fig, 3, since the increase in B-galacto-
sidase activity by 25 h corresponded with the presence of fully
developed conidiophores, containing metulae, phialides, and
conidiospores.

The sned gene encades a transcriptional repressor (13) nec-
essary for the proper spatial expression of the briA regulatory
gene (3) and for normal conidiophore pattern formation and
ascosporogenesis (11, 25). We ¢xamined the spatial expression
of the cardulacZ reporter in a smd mutant background. sted
null mutants produce short conidiophores often lacking metu-
tae and phialides but arc able to produce conidia (3, 11).
Results in Fig. 4C show that B-galactosidase activity was mainfy
detected in conidia formed directly from vesicles or in some
cases from abnormal phialides. The B-galactosidase specific
activity in isolated conidia was 393 U, which corresponded to
an 83-fold increase over the level in samples from 0 h of
conidiation. These resolts indicate that at least part of the
conidivm-specific expression of the catdulacZ gene fusion <an
ocour in the absence of a functional stud gene.

Difflerent types of stress induce catd mRNA accomulation
but not catalase A activity, Two catalase genes have been iden-
tified in A. midulans (19, 27). The activity of the enzyme en-
coded by the catB gene is induced by oxidative and other types™.
aof stress (19). When the same kinds of stresses (Fig. 5) were
applied for 3 h to the eatB-deleted strain TLK12 grown for
12 &k, no catalase A activity was detected (not shown), despite
the fact that osmotic stress cauzed by NaCl or sorbitol, starva-

B Trma  CANL
00
HDHD
TR oA
800 % 7l
K crnn

B-galactosidase acitvity >
1

o
o
=
]
B
&

FiG. 3. Expresnon of catd and catdriseZ reporter fuslon in wild-type and
beid mutanr steaios during conidiation, (A) Plasmid pRENS, contalning catd
EDC BPSLICAR SCAUCISEY mcndjaa!mnmcfuunh proposed codon fused to the
E. colf lacZ gene, was at gl of the devel
tally wid type steain PWI, Transformant TRN3, cootaining a single mpy of
pREN8 integrated at argB, was cressed to brid 17 mutant strmn CRN10 to pro-
duce the &7417 mutant strain CRN1, ¢contalnng the catd.dacZ fusion (Table 1).
Bath strams weee grown in lquid medium for 18 b and induced to conidiate
Water-soluble protchir txizacts were preparcd from samples harvested at the
ndicated tmes and assayed for f-galaciosidase specific acimty (24) The differ-
ent tlmes of develapment correspond to the following morphelogies. 0 h of
development (18 h of growth}, undiferentiated hyphae; & h. conidiophore stalks,
12 h, cozidwoph and first i conidia; 25 h, mature conldiophores and
oamdsa B-Galactosidase activty In Isalated conidia corresponded 10 9,430 U
B-G activities ding ta strains TRNY and CRN1 shown here
and those indicated In the texz are mesn values from two independent cxperi-
oy waily 1 At variation of 219 wfth respect to the mean. (B) Tosal
RNA extracted from growiag hyphae {(H, 18 h of gro\nh] or dcv:lupm:u:al
cultures (D2 49 b of conudiation) was £r; d n for 13 aels,
trunsfesred to m nylon membranc, and hybrdued to catd-, dcZ- and actin-
speafic probes, The botlom pant ahouws tRNA bands in the cthidium bromide-
stained gel used 10 preparc the blot
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FIG. 4. Spatial expression of the cat<ulacZ reporter gene in wild-type strans and 2 stud deveiopmental mutant during conidiation Developmentally wild type

straias TRN3 (A) and PW1 (B) and stzd mutant swwan CRN2 (C) were grown in petri dishes unti! colonies conidiated, stamed with X-Gal, and examined

mictasoapically as reported promously (2, 3) Biue-stained ol types i conidiophores shown m penel A o

D to metulac, . and comidia. Blue-stainad

cell 1ypes in panc! C comespond to comdia farmed on top of the vosicle of a stunted comdiophore. Magnifications: {A snd B) x2a0; (C) %480,

tion for carbon or nitrogen, and to lesser exient H,0O, or para-
quat treatment all induced card mRNA accumulation (Fig. 5),
These results show that in addition to air exposure (Fig. 1),
other iypes of stress that do not result in spore production can
lead 10 catd mRNA accumulation without catalase A activity
production.

A. nidulans conidiates n liquid culture after 24 k of carbon
and/or nitrogen starvation {30). Since a 3-b starvation for these
nutrients resulted in catd message accumulation (Fig. 5, lanes
10 and 11}, we used stran TRN3 to investigate i catalasc A
actwity was detectable in mycelia starved for glucase during
longer times or, if in this case, catalase A activity would be also
restricted to conidia, Although the cat4 message was detected
in mycclia starved for casbon during 24 b (Fig. 6A, lane 2),
catalase A activity"was confined to the conidia produced under
those conditions (Fig. 6B, lane 3). In agreement with these
results, we detected 45 U of P-gaiactosidase activity 1in mycclia
starved for glucose during 24 b, compared with 468 U in iso-
lated spores.

Taken together, our results provide support for a model in
which translation of the card moessage, which accumnulates in
response 1o mduction of comdiation or during exposure to
different types of stress, 15 linked to the morphogenetic pro-
cesses involved in the formation of metulae, phialides, and
asexual or scxval spores. In this model, transiational regulation
would be mediated by the 5' UTR sequences present at the
catd message,

DISCUSSION

The A. mudilans catalase A, activity and comespondiag mRINA
are highly accumulated in comdiospores, where the enzyme
provides protection against exogenous H,0, (27). The results
presented in this report show that the catd gene is subject to
posttranseriptional controls and that translational regulation
seems to play a major roie in the cell type-specific localization
of catalase A,

bri4 mutants blocked in asexual but not in sexual sporulation
accumulated card mRNA after exposure 1o air but failed 10
praduce a CatA polypeptide Nevertheless, ascospores formed
by a brld mutunt contained high levels of catalase A activaty,
suggesting that translation of the catd message did not occur
unti either asexual or sexnal spores started 1o be formed. This
nterpretation was further supporicd by the fact that temporal

and{ spatial expression of a cazd:lacZ translational fusion dur-
ing development in both wild-type and b4 mutants paralleled
catalase A activity. Because the transcription initiation sites
of the catd::lacZ reporter corresponded to those of eatA, ele-
ments present in the cazd message 5° UTR would be respon-
sible for translational regulation during development. The cazd:
facZ fusion used here contained the first four predicted CatA
codons (Fig. 2). It remains o be determined if they play any
spectfic role in translational control.

Conidial localization of B-galactosidase derived from catd::
lacZ was maintamed in a mutant affected in the stud gene (Fig.
4C). However, enzyme activity 1n samples from 0 b of comdia-
tion was higher in the stued mutant than in a wild-type strain
(47 and 9 U, respectively).

Exposure of nondifferentiated mycelia to different stress
conditions, particularly to carbon or nitrogen starvation, also
ied to cazd mRNA accumulation (Fig. 5). However, transla-
tional repression still restricted catalase A to the conidia pro-
duced under carbon starvation (Fig. 6). In these conditions, 3-
galactosidase activities derived from the catd:dacZ gene were
~10- and 20-fold higher in isolated comidia than in starved or
nonstarved myceha, respectively. Differences in B-galactosi-
dasc actwvity levels were observed in comparisons of conidia
and ascospores or of conidia produced in air and those formed
in liquid, which might result from differences in the sporulation

12 3 45 67 891011

BT 1o v ST
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FIG 5. card mRNA nocumelation during difierent stress condations. Myceli
from stran TLK12, geown for 12 hin monmal medium at 37°C, were transferred
1o nurumul medivem and subjected 1o the following, laocx Tund 2,2
and 3 & in minimal medium, respectively (controls); lane 3, 5 mM paraquat for
2 lunc 4, 0.5 mM bydrogen peroxide for 2 b; lane §, 0.8 mg of uric acid per ml
a5 1ho sole mirogen souree for 2 b, lane 6, 42°C for I k; fane 7. 1 M sorbite! for
3 b, lane & I M sedium chionide for 3 h; lone 9, 4% elbuno! 4 the solc carbon
soutce for 3 b, lunc 10, mimmal medium lucking glucose for 3 h, luoe 31, mimmal
medhiom lacking nilraie {or 3 h. Tolal RNA (rom the mdicated conditions wus
fractionated n formaldchyde-ngarese geis, Lransferred to a nylon membrune,
and hybrnidized to 2 cozq-specific prebe. The same membrane was hybridlzed o
an actin probe o5 o loading control.
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FIG. 6 eaid mRNA and catalase actrvity accumulation dunng starvation-
induced submerged sporulation Strain TRN3 was grown for 18 h in glucose
nmedium and shified to stsndard mediom (mm + C + N) or medivm lackiog
glumsc {mm ~ C). Samples taken at 24 b were filtered through Miracloth 10
retain mycelia. The resulting filtrate was passed and nnsed through 0.22-pm-
pare-sizs Millipore membranes to collect the conidia produced dunng starvation.
(A) Total RINA obtained from starved mycelia was subjected to Northern blot
analysic uung a eetd- or actin-specific probe. {B) Corresponding protein extracts
were fractionated in ¢ native polyacrylanude gel and used 1o deierminate cata-
tase activay (27).

process per se. Despite these differences, B-galactosidase ac-
tivity was always severalfold higher in spores than in mycelia.

We propose that the cell type-specific locatization of catalase
A is mediated by the 5" UTR of the cat4 mRNA and occurs in
a two-step process. Fust, the catd message would accumulate
in a transfationally inactive form, in response to different
stressful conditions, including exposure to air. This can result
from increased catd transcription and/or message stabilization.
Preliminary results indicate that the stability of the catd mes-
sage changes under different physiological conditions (26a). In
a second step, accumylated catd mRNA would be targeted to
the proper location (metulae, phialides, conidiospores, and
ascospores), where it would be translated. Such a process could
be related to cytoskeleton remodeling during the shift from
polar to budding growth associated with conidiation. The mod-
erate increase in B-galactosidase activity observed in 4 brid null
mutant (Fig. 3A) indicates that translational repression of the
eatA:lacZ mRNA was not complete. It remains to be resolved
if the catd mRNA 3 UTR sequences play a role in transla-
tional repression or other aspects of eatd posttranscriptional
control.

Notable examples of mRNA localization and translational
regulation during development are represented by the bicoid
and ranos mRNAs. The translation of both messages at theiz
respective locations is crucial to embryonic polarity in Dro-
sophila, For both mRNAs, cis-acting determinants have been
confined to the 3* UTR and microtubules have been implicated
in their polarized distribution (reviewed 1n references 15 and
23). Asymmetrical distribution of mRINA and protein occurs
during Saccharomyces cerevisiae mating-type switching, which
requires the HO gene. HO wranscription is prevented in daugh-
ter cells by the preferential accumulation of the unstable tran-
scriptional repressor Ashlp and the ASHY mRNA. This pro-
cess is dependent on actin, myosin, and a cis-acting element
present at the 3' UTR of the ASHI mBNA (20, 26}

Translational regulation of the ferntin mRNA is mediated
by as-acting sequences included at the 5' UTR, which form a
stable hairpin structare termed the won-responsive clement,
where a protein binds to inhubit translation {7), Recently, Gu
and Hecht (16) reported that a 65-kDa protein binds to the 5
UTR of a testis-specific Co/Zn superoxide dismutase mRNA
and specifieally inhibits its in vitro translation. Although post-
transcriptional regulation of catalase genes has not been di-
rectly demanstrated, the redox-sensitive binding of a proten to
the 3 UTR of mouse and human catalase mRNAs has been
reported {10). BLAST scarches using the pnimary sequence of
the 81- 16 6%-nuclconde pyrimidine-rich card mRNA 5 UTR
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(refezence 27 and Fig. 2) found neither clear similarities to
known sequences nor short upstream open reading frames that
eouldmadntcmsiauonalregulahon.Ontheotherhmd.sec—
ondary structure analysis using the computer programs FOLD
and SQUIGGLES showed only a low stability stem-loop struc-
ture {minimum free enesgy of —6.4), whose significance remains
to be studied.

Further research is required to understand the specific
mechanisms by which the catd gene is posttmnsmpnonally
regulated and to what extent is it regulated at the transcription
level, cazd provides the first example of 2 gene encoding a
conidium-specific product whose mRNA accumulates inde-
pendently from the brid regulatory gene, but it could represent
a general mechanism for other genes such as those correspond-
ing to cDNA clones CAN6S, CAN11, CANT7, and CAN32 (8).

“A. nidulans also contains the carB-cncoded catalase B. It is
interesting that different types of stress result in the accumu-
lation of both cat4 and carB messages but only the carf mENA
is readily translated {173, 18). It is not clear why catalase A is
so tightly regulated, but its targeting to spores produced by two
very different developmental patirways suggests 2 fundamental
role in spore protection.
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Capitulo IIL. Estrategias para estudiar los mecanismos de regulacién
postranscripcional del gen catA (Datos no publicados).

Sustitucién de la regién 5° del mensajero de catA que no se traduce (SUTR)
por la de alcA.

Los datos incluidos en el capitulo anterior acerca de la regulacién de la
fusién catA::lacZ sugieren que la regién 5UTR de catA podria estar involucrada
en la inhibicién de la traduccién del mensaje, hasta el momento de formar esporas
O estructuras esporogénicas (Navarro y Aguirre, 1998). Con el propésito de
estudiar la importancia de dicha regién 5'UTR decidimos intercambiar esta regin
por la de otro gen, esperando que al sustituir la regién que inhibe la traduccién por
la de un gen “inocuo”, el efecto inhibitorio ya no se presentaria y los niveles de
actividad de B-galactosidasa derivados de ecsta segunda fusién carA::lacZ se

incrementarfan notablemente atin en la mutante briA (en contraste con lo reportado
en la Figura 3A del Capitulo II).
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cath AT TG AGCCAG T T T T e TG T A TG AT TT T TAC TATC GG T T T TT TATCCC AT TAARCARTC TG ATCGATCCTCAT TAGAGLGGOCECTCECRA
alch ETGCAGECACTATC ARG AG T TC TAC TC AGT AR TTAGAACACT TCCGC SO TATCACCTCGCOTCARA - - - -CTCATUOCTACTAGT
" o+«

Figura 1. Regién 5'UTR del ARNm del gen alcA (abajo) utilizada para reemplazar la mayor parte de la
regién 5UTR del ARNm de catA (arriba) contenida en la fusién catA:-lacZ (cepa TRN3), Se disefiaron
dos oligonucledtidos complementarios equivalentes a la regién subrayada, de tal forma que el extremo 5°
incluyera el sitio Psrl y el extremo 3" el sitio Spel. El plasmido pRENS fue digerido con PsiI y Spel para
remover la mayor parte de la regién 5'UTR del ARNm de card y se ligé con el fragmento sintético
descrito anteriormente. El plasmido resultante se denominé pREN19. Los asteriscos indican los inicios
de la transcripcién, los puntos sefialan las bases que fueron mutadas en la secuencia original de alcA, con
el fin de mtroducir ¢l sitio de restriccién Ssell para manipulaciones posteriores. En negrillas se indican
los primeros 4 codones de cazA presentes en la fusion card:lacZ. Los siguientes dos codones, después de
catA, corresponden a secuencias derivadas de BKS(-) que contienen un sitio Notl, usade para construir €1
plismido original PREN7. Las secuencia en ntdlicas corresponden al plismido pRA42. Con doble punto
se sefiala la secuencia de carA presente en ambas fustones.

El gen alcA codifica para la alcohol deshidrogenasa tipo I de A. nidulans.
Este es un gen bien estudiado que se reprime por glucosa a través del producto del
gen creA y se induce por etanol o treonina (este ltimo es un inductor gratuito) a
través del producto del gen alcR. El gen alcA tiene 2 inicios de la transcripcién y
el que se encuentra rio arriba genera una regién 5S'UTR de 70 bases (Gwynne et
al., 1987). En vista de que este promotor es muy usado en A. nidulans para inducir
la transcripcién a voluntad. pensamos que podfamos utilizar la regién 5UTR
correspondiente para sustituirla por la de carA.
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CAP{TULO Il

En la Figura 1 se muestra la secuencia de catA que fue sustituida por la de
alcA. El plasmido pREN19 contiene la fusién catA::lacZ (Navarro y Aguirre,
1998) con la regién 5"UTR del mensajero de alcA como se muestra en la Figura 1.
Este pldsmido se usé para transformar al hongo, obteniéndose 13 transformantes
de las cudles solo dos tenian el evento de recombinacién esperado (Figura 2), es
decir, una sola copia del pREN19 integrado en el locus argB.

Se eligio la transformante TRNS para hacer cultivos conidiantes. Como se
observa en la Figura 3, s¢ tomaron muestras en los tiempos indicados y se
determiné actividad de B-galactosidasa. Durante las primeras 12 h se observaron
niveles de actividad de 743 unidades (U), a las 25 h se observé un incremento en
la actividad hasta 657+214 U, lo cual corresponde a un incremento de
aproximadamente 94 veces. Comparado con la fusién que tiene la regién 5°UTR
del mensajero de catA (Figura 3, Capitulo II), no existe una diferencia
significativa ya que durante la conidiacién esta generé un aumento de 105 veces
en la actividad de B-galactosidasa. A las 49 h de conidiaci6n se observaron niveles
de actividad de 708+136 U, que son muy parecidos a los de 25 h. En conidias
aisladas se encontr$ un incremento de actividad de 12 veces con respecto al de
25h (8188 £77 U).

A

T

ConCAT sib __ °_1.5kb A2k
Sin CAT 6.1 kb 4.2 kb
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Figura 2. Integracién del plismido pREN19 en el locus argB. A) Esquema del evento de integracién
esperado para el pldsmido pREN19 en el locus argB. Se ha reportado que con cierta frecuencia el
cassette de CAT que interrumpe argB se pierde durante la integracién. Con linea punteada se sefiala el
peso de las bandas esperadas cuando el cassette de CAT esta integro. Cuando se digiere el DNA
genémico con EcoRI y se usa argB como sonda, se espetan tres bandas de 5, 4.2 y 1.5 kb. Cuando el
cassette de CAT se pierde durante la integracién se esperan solo dos bandas, una de 6.1 kb y otra de 4.2
kb. B) El plasmido pREN19 se utilizé para transformar la cepa PW1 y se obtuvieron 13 transformantes.
Se extrajo DNA de las transformantes, se digirié con Ia enzima EcoRI y se analizaron por hibridaci6n
tipo “Southern” usando argB como sonda. La transformante 5 corresponde al patrén de hibridacién

esperado con el cassette de CAT y se le llamé TRNS. La transformante 4 corresponde al patrén de
hibridacién sin CAT y se le llamé TRNG.

Posteriormente se realiz6 una cruza entre la cepa TRNS y una mutante bri4”
y se obtuvo la cepa CRN7 y se midi6 actividad de B-galactosidasa después de la
induccién de la conidiacién. Como se observa en la Figura 3, los niveles de
actividad durante las primeras 25 h llegan hasta 1915 U. A las 49 h se ve un
incremento de solo 3 veces, con respecto a los tiempos anteriores. En cambio, en
las ascosporas en esta cepa se detecté uma actividad de B-galactosidasa
aproximadamente 36 veces mayor que a las 25 h de conidiacién (677 £11 U). La
formaci6n de ascosporas es algo que ocurre después de 1 6 2 semanas por lo que el
ARN acumulado durante la conidiacién parece permanecer estable, hasta su
traduccién durante la ascosporogénesis.
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CAPITULO BE

En resumen, la sustitucién de la regién 5"'UTR del mensajero de catA por la
de alcA no tuvo el efecto esperado, lo cual puede deberse a varias razones. Una
posible explicacién estarfa relacionada con el hecho de que al hacer la nueva
construccién decidimos conservar 15 nucleétidos en el extremo 5° del mensaje,
considerando el primer sitio de inicio de la transcripcién y otra regién de 15
nucledtidos que incluyen 3 nucledtidos antes del ATG y los 4 primeros codones,
incluyendo el de inicio de la traduccién. Es posible que estas regiones sean
suficientes para inhibir la traduccién del mensaje en la nueva construccién.

800
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B
400 BTRNS
OCchRN?
300
200
100
0 - ',
0 B 12 25 49
Tiempo {h)

Actividad de B-galactosidasa

Figura 3. Actividad de B-galactosidasa de las cepas TRNS y CRN7. La cepa TRNS proviene de Ia
transformacién de la cepa PWT con el plidsmido pREN19 (Figura 2). Esta cepa se cruzé con la cepa
CRNI10 para obtener una cepa con la fusién catA(p)::alcA(l)::lacZ en un fondo brlA’, Ambas cepas se
crecieron 18 h en medio minimo y se indujercn a conidiar. Se prepararon extractos solubles de proteina
de las muestras colectadas a los tiempos indicados (la morfologia correspondiente esta indicada en la
Figura 3; Capitulo II) y se determiné actividad de B-galactosidasa. (U/min/mg).

Otra posible explicacion es que el mensajero de alcA presente algtin tipo de
regulacion no descrito, parecido al de catA y que las regiones 5'UTR de alcA y
catA a pesar de no ser similares, compartan cierto grado de regulacién. El gen alcA
se reprime por glucosa y se induce por etanol. La activacién del regulén del etanol
requiere que se elimine la glucosa del medio, la presencia de un inductor y el
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CAPITULO T

activador AlcR (Felenbok ef al., 1988; Mathieu v Felenbok, 1994). En principio,
no se espera que un gen que se utiliza en la degradacién de etanol se regule
durante el desarrollo, ya que este se lleva a cabo en presencia de glhicosa. Sin
embargo, Mathoul v Adams (1996) encontraron que el mensajero de alcA se
acumula durante la conidiacién en presencia de glucosa. El mensaje se detecta a
partir de las 4 h y se encontrd hasta las 24 h. Esta regulacién es dependiente de
alcR (Marhoul, 1996). No se conocia si el mensajere de alcA se encontraba
acumulado en conidias; en experimentos tipo Northern Blot no detectamos el
mensaje. Seria interesante determinar actividad de alcohol deshidrogenasa durante
la conidiacién y ver si esta coincide con la presencia del mensajero de alcA. Esto

sugerirfa que los genes catA y alcA podrian compartir alguna forma de regulacion
traduccional durante la conidiacion.
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Expresion del gen cafA desde un promotor inducible.

Una estrategia alternativa para tratar de demostrar que la regién 5UTR del
mensajero de catA es suficiente para inhibir la traduccién, consistié en poner a la
region codificadora de la catalasa bajo el control del promotor inducible del gen
alcA usando dos diferentes regiones 5"'UTR. En la Figura 4, se representan las
regiones comprendidas en cada fusién.
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Figura 4. Secuencia de las regiones 5°UTR de los mensajeros de catA y alcA representados en las cepas
TRN4 y TRIN7, respectivamente. En A se muestra una comparaci6n entre la regién 5"UTR del mensajero
de cazA v la misma regi6n contenida en la cepa TRN4 (5°UTR catd). En B se muestra una comparacicn
entre la regién 5UTR del mensajero de alcA y la porcién contenida en Ia cepa TRN7 (5°UTR alcA). C,
muestra la comparaci6n entre las dos regiones en las cepas TRN4 y TRN7. Las letras subrayadas indican
los inicios de la transcripcién determinados en este trabajo por experimentos de extensién de
oligonucléotidos. El doble punto indica bases conservadas entre dos fusiones. Las letras en negrillas
indican secuencias del promotor de alcA.

Construccion de la fusion alcA(p/l)::catA (Cepa TRN7).

Para fusionar el promotor (p) y la secuencia correspondiente regién 5 UTR
() del mensajero de alcA con la regién codificadora de catA, se disefiaron dos
oligonucleétidos (ver secuencia en Materiales y Métodos). Estos corresponden al
extremno 5” del promotor de alcA (past30140) representada en el pldsmido pAST30
y al extremo 3" de la regién 5'UTR (past30525). Al oligonucléotido past30140 se
le agregé un sitio de corte para la enzima Spel y al otro oligonuciéotido se le
agregaron 14 nucleétidos que incluyen desde el ATG de la catalasa hasta un sitio
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CAFITULO I

de restriccién Spel presente dentro de la secuencia de catA. Se hicieron
amplificaciones por PCR usando estos oligonucléotidos y como templado el
plasmido pAST30. El producto de PCR se cloné y se secuencié para ver que no
hubiera errores. Este producto de PCR se subcloné en el pldsmido pREN10 que
contiene la regién codificadora de catA y el marcador selective argB. Se confirmd
que la construccién quedara en el marco de lectura correcto y a este pldsmido se le
llamé pREN21.

Construccion de la fusion alcA(p)::catA(l)::catA (Cepa TRNG).

Para construir el pldsmido con el promotor y la secuencia 5UTR
correspondiente a alcA fusionada a la regién codificadora de carA se disefiaron dos
oligenucleétidos. Uno de ellos contenia ¢l inicio de la regién promotora de alcA,
justo antes del inicio de la transcripcién (pren111001), y el otro 10 nucledtidos
antes del primer inicio de la transcripcién de catA (pren11197). Estos
oligonucléotidos se utilizaron para hacer un PCR inverso utilizando el pldsmido
pREN11 que contiene una fusién entre el promotor de alcA y el gen catA
completo. El producto de PCR de aproximadamente 3.5 kb se clond ligandolo
directamente ya que dentro de la regién amplificada se encontraba el vector. Se

A

| SUTR catiA

E
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Figura 5. Integracién de los pldsmidos pREN20 y pREN21 en el locus de argB de la cepa PW1. A)
Esquema de la integracién esperada para los pldsmidos pREN20 y pREN21. B) El plasmido pRENZ0 se
us6 para transformar a la cepa PW1, se obtuvieron 14 transformantes. Se obtuve DNA de las
transformantes, se digiri6 con EcoRI y se hizo una hibridacién usando argB como sonda. De las
transformantes solo Ta 11 mostré el patrén de hibridacién esperado. A esta transformante se le llamé
TRN4 (5°UTR card). C) Se transformé 1a cepa PW1 con el plasmido pREN21 y se procedit como en B.
Se obtuvieron 13 transformantes de las cuales 3 mostraron el patrén de hibridacién esperado (cepas 1, 10
y 11). A la 1 se le denominé TRN7 (5°UTR alcA).

secuenciaron las regiones reguladoras de alcA y el 5°UTR de carA. Se subclonsé el
producto de PCR usando sitios Spel en el vector pREN10. Se checé por secuencia
que la construccién estuviera en el marco de lectura correcto y a este pldsmido se
le denominé pREN20. Estos pldsmidos se usaron para transformar a la cepa PW1
y la integracién esperada se muestra en la Figura 5 A. Se obtuvo uma
transformante para cada pldsmido con el patrén de hibridacién con la integracién
de una sola copia del pldsmido en el locus argB (Fig. 5B y (). En ambos casos se
esperaba que el fragmento original EcoRI de argB {(~7 kb) aumentara por la
integracién del plasmido a ~15 kb.
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CAPITULO I

Esperdbamos que al inducir la transcripcién desde un promotor tan fuerte
como lo es alcA, el ARNm de catA con la regién 5'UTR de cazA (cepa TRN4) se
acumulara pero no fuera capaz de traducirse, mientras que el mensaje con la
regién 5'UTR de alcA (cepa TRN7) se acumulara y se tradujera. Se crecieron las
cepas PWI (silvestre), TRN4 ( 5UTR carA) y TRN7 (5'UTR alcA) en medio
minimo con glucosa por 15 h y se transfirieron a medio minimo con glucosa 1%;
glucosa 0.1% o etanol 200 mM por 3 h. Como se observa en el primer panel de la
Figura 6, el gen alcA(p/1)::catA (TRN7) se regula segin lo esperado. Es decir, se
reprime por glucosa, se desreprime en baja glucosa y se induce por etanol. En la
cepa TRN4 (5'UTR catA) se observé poca acumulacion del mensajero de cata,
atin en etanol, aunque una sobreexposicién del film correspondiente, permite
observar cierta induccién en etanol (ver Figura 7). Para checar que estas
diferencias no se debieran a inicios de la transcripcion, estos se determinaron por
extensién de oligonucléotidos. Como se observa en la Figura 4, la transcripcion de
ambas fusiones comienza en los sitios esperados.

Estos datos sugieren que la regién 5'UTR de catA pudiese desestabilizar el
mensajero correspondiente en estas condiciones. Sin embargo, parte del poco
mensaje acumulado en la cepa TRN4 (5'UTR carA) parece traducirse. Como se
aprecia en el panel inferior de la Figura 6, en el carril correspondiente a etanol se
observa actividad de catalasa A, aunque en menor grado que en la cepa TRN7
(5'UTR alcA) en etanol. Habria que recordar que la catalasa A parece ser muy
estable (Navarro y Aguirre, este trabajo).

Estos datos sugieren que el posible factor involucrado en la represion de la
traduccién del ARNm de catA pudiera requerir ser activado durante la
diferenciacién, ya que en las condiciones experimentales empleadas la regién
5UTR correspondiente no impidi6 del todo la traduccién del mensaje. Sin
embargo, esta regién parece desestabilizar el transcrito en condiciones de no
diferenciacién. Es importante sefialar que la catalasa B se induce notablemente en
etanol (Fig. 6).

Expresion del gen catA desde el promotor del gen alcA en condiciones de
tension,

En el Capitulo 11 mostramos que el transcrito de catA se acumula en
condiciones de estrés como son el tratamiento con peréxido de hidrégeno,
paraquat, cloruro de sodio, sorbitol o privacién de carbono o nitrégeno (Figura 5,
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Figura 6. Expresi6n del gen catd desde ¢l promotor del gen alcA en las cepas TRN4 (SUTR cazd) y
TRN7 (5UTR alcA). Las cepas se crecieron en medio minimo con glucosa por 15 h y se transfirierom
por 3 h a medio con 1% de glucosa (medio represor), medio con 0.1% de glucosa {condiciones
desrepresoras) o medio con etanol {medio inductor). Se tomaron muestras en las condiciones
mencionadas, se extrajo ARN, se corri6 en un gel desnaturatizante, se transfirié 2 una membrana de
Nylon y se hibridé con catA (panel superior). En el segundo panel se observa una foto de los ARN
ribosomales como control del cargado de los geles. En el panel inferior, se observa la actividad de
catalasa ensayada en un gel de proteina nativo (40 pg). Bl mismo tipo de experimento con la cepa
silvestre PW1 no mostré acumulacién de ARN ni variaciones en la actividad de CatA en ninguna de las
condiciones probadas (datos que no se¢ muestran).



CAPITULO TIX

Capitulo II). Sin embargo, en estas condiciones no fue posible detectar actividad
de catalasa A. Para determinar si este proceso de acumulacién del mensajero se
debe a transcripcién y/o estabilidad del mensaje, decidimos estudiar el
comportamiento de las fusiones alcA::catA en condiciones de induccion (etanol) y
de tensidn oxidativa producida por el agente oxidante paraguat o la exposicién al
aire. El experimento consistié en inducir la transcripcién de las fusiones
contenidas en las cepas TRN4 (5"UTR catd), TRN7 (SUTR alcA) y la cepa
control PW1 en presencia de paraquat o exponiendo el micelio al aire.

Como se observa en la Figura 7, a las 15 h de crecimiento en mm
glucosa no hay acumulacién de carA, con o sin paraquat. Es importante sefialar
que el mensaje de catA se acumula en presencia de paraquat (Navarro y Aguirre,
1998); sin embargo, esta acumulacién se observa después de varios dias de
exposicién y la membrana de la Figura 7 tiene una exposicién muy corta por lo
que no es posible detectar el mensaje. En etanol no hay expresion de catA en la
cepa PW1, la cual no contiene ninguna fusién alcA::catA. En cambio, las cepas
TRN4 (5'UTR catA) y TRN7 (5'UTR alcA) muestran acumulacién del mensajero
de catA en etanol observandose nuevamente una menor acumulacién del
mensajero de catA en la cepa TRN4 (5'UTR catA). Tres horas de estimulo con
etanol mds aire son suficientes para inducir notablemente la acumulacién del
mensaje. Aunque a las 6 h de etanol més exposicion al aire se observa una menor
acumulacién del mensaje, esto puede deberse simplemente a que si se obseiva se
cargé menos RNA que en los otros carriles de acuerdo con la expresién del gen de
actina.

Ya que ambas fusiones responden de la misma manera a la tension,
podriamos decir que las regiones que tienen en comn son las responsables de esta
respuesta. En lo dnico que difieren estas construcciones es en la regién 5'UTR de
los ARNm correspondientes, por 1o que existen dos elementos posiblemente
involucrados. El primero serfa la regién codificadora y la regién 3"°UTR de catA.
El segundo es el promotor de alcA. Como se explicé anteriormente existen datos
preliminares de que el mensajero de alcA se acumula durante la exposicién al aire
{Marhoul, 1996). Para responder esta interrogante, se hibridé la membrana
anterior usando alcA como sonda. Como se observa en el panel central de la
Figura 7, se detecté un aumento en la acumulacidén del mensajero de alcA en
condiciones de etanol mds paraquat o aire, con respecto al control de etanol, ain
en la cepa PW1. Estos datos indican que el promotor de alcA responde a la tensién
oxidativa, lo cual no ha sido descrito anteriormente.
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Figura 7. Induccion de catA desde el promotor de aled en diferentes condiciones de tensién. Las cepas
PW1 (silvestre), TRN4 (5UTR catd) y TRN7 (5°UTR alcA), se crecieron por 15 h en medio minimo
glucosa ¥ se transfirieron por 3 h a medio con 200 mM de etanol; 5 mM de paraquat; 200 mM de etanol,
5 mM de paraquat; en medio ligmdo o sélido (exposicidn al aire) y combinaciones de etantol y tensién
por 3 h o 6 h. De las condiciones indicadas se extrajo RNA, se transfirié a una membrana de Nylon que
se usé para hibridar con sondas especificas para catA, aleA o actA.

A pesar de la alta acumulacién del mensaje de carA observado en la cepa
TRN4 (5'UTR catA) en etanol/paraquat o etanol/aire, este mensaje patece no
traducirse eficientemente. Si comparamos los carriles de etanol mds paraquat y
etanol més aire (3 h) correspondientes a la cepa TRN4 (3'UTR catrA), con los
carriles correspondientes a la cepa TRN7 (5'UTR alicA), observamos mucha mds
actividad de catalasa A en la cepa TRN7 (5'UTR alcA). Estos datos apoyan el
efecto de inhibicién de la traduccién propuesto para la regién 5UTR de catA, e
indican que el factor que inhibe la traduccién esta activo en condiciones de tensién
oxidativa.
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Figura 8. Actividad de catalasa en las cepas TRN4 (5UTR catd) y TRN7 (3'UTR alcA) durante la
induccidn con etanol en condiciones de tensién oxidativa. Se muestra un gel nativo, tefiido para detectar

actividad de catalasa, utilizando extractos de proteina (40 pg) provenientes de] experimento mostrado en
la Figura 7.

Tomados en conjunto, los datos presentados en este capitulo apoyan la
hip6tesis de que la regién 5'UTR del mensajero de catA contiene secuencias que
inhiben la traduccién en condiciones distintas de la esporulacién. Es probable que
los primeros 15 nucleétidos de dicha regién sean responsables de esta inhibicién
ya que la fusién catA::lacZ que los contiene {TRNS) se comporté igual que la
fusién con toda la regién 5UTR del ARNm de catA (TRN3). Serfa interesante
mutay esta regién y ver su efecto en la traducibilidad del mensajero. Por otra parte,
es interesante destacar que el factor encargado de la inhibicién de la traduccién
sélo parece ser activo en condiciones de tensién oxidativa.

En nuestros experimentos no exploramos el papel que puedan jugar las
regiones codificadora y 3"UTR de catA en la estabilidad de mensaje.
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Capitulo IV. Caracterizacién de la regién rio arriba del inicio de la
transcripcion de caA.

En ¢l Capitulo II se demostré que una fusién catA::lacZ (cepa TRN3,
plismido pRENS8) que contenia 1.4 kb de la regién rio arriba del inicio de la
transcripeion de carA, se regula igual que catA (Navarro y Aguirre, 1998). En la
Figura 1, se muestra la secuencia de esta zona. Mediante un andlisis usando el
programa de computo “Signal Scan”, que analiza regiones de ADN para buscar
secuencias parecidas a sitios de unién para factores de transcripcién conocidos en
eucariotes (Prestridge, 1991), se encontraron ciertos elementos y algunos de ellos
se sefialan en la Figura 1.

El elemento ADR-1 se encuentra en la regién reguladora de la catalasa
CTA1 de levadura. Adrlp es una proteina activadora de la transcripcion, que
también activa al gen ADH2 que codifica para una alcohol deshidrogenasa de §.
cerevisiae. Este dltimo gen se reprime por glucosa. Adrlp también es necesaria
para la proliferacién de los peroxisomas en presencia de dcido oleico (Ruis y
Koller, 1997). La secuencia de caiA contiene 7 posibles elementos ADR-1. catA se
acumula en privacién de carbono (Navarro y Aguirre, 1998), seria interesante
analizar si este elemento es responsable de esta respuesta. CREB juega un papel en
la regulacién de la transcripcién dependiente de AMPc y también parece activar
genes en respuesta a la entrada de calcio (Montminy, 1997). Las regiones
reguladoras de catA presentaron 3 posibles cajas de uni6n para este factor.

Se encontr6 un posible sitio de unién para el factor transcripcional AP-1, el
cual esta compuesto por los productos de los proto-oncogenes c-jun y c-fos, que se
inducen en la respuesta antioxidante. La unién de AP-1 al ADN esta regulada por
el estado redox (Ruis y Koller, 1997). c-Myc y c-Myb son oncogenes que regulan
la proliferacién celular y desarrolio en vertebrados (Martin y Paz-Ares, 1997,
Facchini y Penn, 1998). En caA se encuentra una secuencia parecida al sitio de
unién de cada uno de estos factores transcripcionales.

Se encontraron 5 sitios consenso para HapC de A. nidulans. Su homdlogo,
HAP3 de levadura participa en la activacién transcripcional de genes regulados
por hemo, tales como los citocromos (Zitomer y Lowry, 1992).

Finalmente, se detectaron 4 cajas para GCN4. Este factor transcripcional es
importante para la expresién de genes que participan en la sintesis de amino
dcidos. Se ha sugerido que Gendp controla parcialmente la respuesta a luz
ultravioleta. Debido a esto, es posible que pueda jugar algin papel en la tensién
oxidativa (Jamieson y Storz, 1997). Debido a que el mensajero de catA se acumula
en respuesta a privacién de nitrégeno (Navarro y Aguirre, 1998), es posible que el

hom6loge de GCN4 pudiera jugar algiin papel en esta regulacién. c
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CAPITULO IV

Figura 1. Regién reguladora 5 del gen carA. Ambas cadenas de la regién reguladora de cazd (1.4 kb)
conterida en el plismido pREN3 fueron sccucnciadas Posteriermente se sometid 2 un andhisis por
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CAPITULO IV

computadora usando el programa “Signal Scan” (Prestridge, 1991, este programa esta disponibie en Ia
direccién de internet:  http://bimas.dcrt.nih.govimolbiofsignal), Los puntos indican 1z caja TATA
propuesta. Los asteriscos indican inicios de la transcripcién, los rectdngulos la caja ADR-1, las bases en
letras itdlicas y subrayadas indican la caja AP-1, las cajas c-Myb y c-Myc se seiialan en itdlicas y
negrillas, HAPC se indica con una caja ovalada, €l elemento CREB se sefiala en negrilias y 1a caja para
GCN4 esta subrayada. Al comparar esta secuencia con la base de datos de cDNA de A, nidulans, ESTs
(ver la Figura 2} se encontrd una C extra que corresponde a la posicién 17 y la ausencia deuna T y una A
entre los nucledtidos 641-642 y 669-670, respectivamente.

0 400 800 1200

\-——l——l——]—l—l—-&-—b

haf07al f1 (+)

23f02al f1 (+) g3f02al ¢l (-}

Z5h05al £1 (+)

V -

Figura 2. La regién 5° del gen catA contiene un transcrito con funcién desconocida. La regién de 1.4 kb
mostrada en la Figura anterior fue sometida a un andlisis tipo BLAST usando 1a base de datos de clonas
de cDNA de Aspergillus nidulans, ESTs con el fin de buscar clonas comrespondientes a este marco de
lectura. Se encontraron cuatro clonas con identidad a diferentes regiones. Todas se sefialan con lineas y
se da el nombre para cada una de ellas. El signo positivo quiere decir que corresponden a la hebra + y
negativo a la hebra complementaria. Las clonas h4f07al fl1, g3f02al f1 y z5h05al.f1 se sobrelapan en las
regiones que se esquemnatizan en esta Figura. Posteriormente, se sometid la misma secuencia a un anélisis
de marcos de lectura abierto (Programa MAP del GCG) y se encontré un marco de aproximadamente 900
m {flecha). Bl marco contiene 307 aa, comienza en el nucléotido mimero dos de la secuencia mostrada en
a Figura 1 y termina en el nucledtido 969. La interrupcidén de la flecha gruesa indica un intrén, de
acuerde con la secuencia de los ¢DNAs z5h05al.fl y g3f02al.rl. La numeracién en la barra gruesa

representa la longitud en pares de bases. La flecha en escuadra indica el inicio de Ia transcripcitn de
catA.

Se compar6 la regién reguladora contenida en la fusién carA::lacZ (Figura
1} con las clonas de cDNA de A. nidulans de 1a base de datos ESTs (BLAST) y se
encontraron cuatro clonas que presentan una identidad casi total (Figura 2).
Ninguna de estas clonas presenta similitud con genes reportados anteriormente en
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CAPITULO IV

andlisis tipo FASTA. a nivel de nucléotidos. Posteriormente, se hizo una bisqueda
de marcos de lectura abiertos en la regién 5° de catd y se encontré un marco de
lectura abierto, dentro de los primeros 900 pares de bases, que es interrumpido por
un intrén de 46 nt, de acuerdo con la secuencia de las clonas de cDNA z5h05al.f1
y g3f02al.rl. Por otra parte, el péptido derivado de esta secuencia no mostré
similitud con proteinas reportadas anteriormente en un anélisis tipo BLAST.

Usando como sonda un fragmento Apal del pldsmido pREN1 (Navarro et
al., 1996) que contiene parte de la regién codificadora (~500 pb) y regiones rio
arriba del ATG de catA (=2.5 kb) para hibridar un membrana con ARN total de
cultivos conidiantes, se detecté un mensaje de peso molecular menor al ribosomal
18S, el cual se regula durante el desarrollo asexual. Se detecté una sefial tenue a
las O h de diferenciacién la cual se fue acumulando, observando el médximo de
acumulacién a las 25 h y no se detect6 en conidias aisladas (datos preliminares
que no se muestran). Los datos mostrados en este capitulo indican que dentro de
las primeras 900 pb de la regién mostrada en la Figura 1 se encuenira un gen con
funcién desconocida. Seria interesante remover las secuencias correspondientes y
ver si s¢ afecta la conidiaci6n, al tiempo que también se delimitaria mejor la
region promotora de cazA.
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CONCLUSIONES Y MODELO DE REGULACION DE catdA

1.- El hongo A. nidulans posee al menos tres genes de catalasa, denominados
catA (este trabajo), catB (Kawasaki ef al., 1997) y catC (Kawasaki y Aguirre,
sin publicar). El gen catA predice una catalasa de 744 aminodcidos con una
alta similitud con catalasas de procariontes, la cual se localiza en esporas
tanto asexuales (conidias) como sexuales (ascosporas) de manera
independiente del gen regnlador bri4, el cual es indispensable para la
esporulacion asexual. La catalasa A parece ser una enzima muy estable,
parte de la cual se localiza en 1a pared celular de las esporas asexuales lo cual
podria estar relacionado con la proteccién que confiere a dichas esporas
contra el H,O; exdgeno (Navarro ef al., 1996; Navarro y Agnirre, 1998).

2.~ La regulacién postranscripcional del gen cafA es el mecanismo molecular
que determina la localizacién celular de Ia catalasa A. Dicha regulacién
depende de la regién 5’UTR del ARNm de catd, la cual parece regular, de
manera simuliinea, la estabilidad y Ia traduccion del ARNm. EI mensajero de
catA solo se traduce en células del conidiéfore (métulas, fidlides y conidias) y
en ascosporas (Navarro y Aguirre, 1998; esta tesis).

En base a los resultados obtenidos durante la realizacién de este trabajo,
proponemos el siguiente modelo para explicar la regulacién del gen carA. En la
Figura 1A se muestra una hifa en crecimiento, condicién en la que no se detecta
ni el mensaje ni la proteina CatA (Navarro et al., 1996). En 1B se muestran hifas
sujetas a tensién oxidativa, osmdtica o a privacién de nutrientes, en donde el
mensaje de cafA se acumul6 pero no se detect6 actividad de la catalasa A (Navarro
y Aguirre, 1998). Proponernos que en estas condiciones el gen cafA se transcribe,
al mismo tiempo que se acumula una proteina, ya sea por sintesis de nove o por
activacién de un polipéptido existente, la cual se une al ARNm establizdndolo e
impidiendo su traduccién. Esta proposicion se deriva de los experimentos
mostrados en el capitulo II en donde se observé que al exponer micelio en
crecimiento a diferentes condiciones de tensién fisiolégica el ARNm de catA se
acumul6 (Fig. 5, capitulo IT); sin embargo no se observé actividad de catalasa A en
geles de proteinas nativas en las mismas condiciones de tensién fisiolGgica (no se
muestra). Por otra parte en el capitulo III se mostré que la sobreexpresién de la
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cepa TRN4 (fusidn alcA(p)::catA(l)::catA) durante el crecimiento provocd que el
mensaje se acumulara y se tradujera aunque en menor proporcién con respecto a la

HC HC HC HC HD HD
T S T/8 brid-
A B C D E F

Figura 1. Modelo propuesto para explicar la localizacién celular especifica de la catalasa A y el ARNm
correspondiente El modelo representa seis diferentes condiciones fisiolégicas que se discuten en el texto.
HC, representa hifas en crecimiento; HD, hifas en diferenciacién o conidiacién; T, tensién oxidativa,
osmdtica o por privacién de nutrientes; S, sobreexpresidn; brid” indica una cepa mutante incapaz de
conidiar; t, tallo; v, vesicula; m, métulas; f, fidlides; ¢, conidias. Las lineas onduladas representan ARNm
de catA; los circulos negros representan una proteina que al unirse al mensajero de carA lo estabiliza e
inkibe su traduccion en cualquier tipo celular distinto de las métulas, filides, conidias y ascosporas. Las
estrellas representan a la catalasa A.

fusién que no tiene la regién 5°UTR de catA, cepa TRN7. Sin embargo, una
combinacion de la sobreexpresion del gen catA en presencia de paraquat provocsd
que €l mensaje se acumulard en mayor cantidad pero en la cepa TRN4
(alcA(p)::catA(l)::catA) no se observé un aumento en la actividad de catalasa A
proporcional a la cantidad de mensaje acumulado (Figs. 7 y 8 del capitulo IID. En
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1a Figura 1C del modelo se muestra que cuando se sobreexpresa catA durante el
crecimiento si hay traduccién del mensaje pero cuando se sobreexpresa en
condiciones de tensién oxidativa el mensaje que se acurnula no se traduce (Fig.
1D).

Durante la conidiacién (Fig. 1E), proponemos gue la exposicién del micelio
al aire es una condicién de tension oxidativa (semejante al tratamiento con el
oxidante paraquat; Figs. 7 y 8, capitulo III) como la mostrada en el modelo en la
Fig. 1D. A través de un mecanismo desconocido, 1a protefna inhibidora de la
traduccidn desaparece o se inactiva en métulas, fidlides y conidias y el mensaje de
catA se traduce. En una mutante brlA” (Fig. 1F), la conidiacién no ocurre y por lo
tanto, ¢l mensajero de cazA no se traduce o lo hace pobremente, atin después de
muchas horas de exposicidon al aire. Sin embargo, el ARNm debe permanecer
estable para explicar que 1 6 2 semanas mds tarde se traduzca y se acumule
catalasa A en las esporas sexuales formadas por una mutante briA” (Navarro y
Aguirre, 1998).

Se conocen casos en los que la regién 5'UTR  de algunos ARN mensajeros
une proteinas que impiden su traduccion. Este es el caso de la superdxido
dismutasa de testiculo de ratén (Curtis et al., 1995) a cuya regién 5'UTR se le une
una proteina que no se ha clonado aiin. Por otra parte, se ha encontrado una
proteina involucrada en la traduccién del mensaje de la proteina D1 del centro de
reaccién fotosintética (psbA) del alga verde Chlamydomonas reinhardtii. Esta
proteina se une a la regién 5'UTR del mepsaje y es una proteina de unién a
secuencias de poliadeninas (¢PABP). Una segunda proteina copurificé con la
cPABP y se encontrd que modulaba su unién al 5'UTR del mensajero de psbA
cambiando su potencial redox en respuesta a la luz (Kim y Mayfield, 1997).

Estos datos nos sugieren que es probable que alguna proteina desconocida
se una a la regién 5'UTR del mensajero de catA ¢ impida su traduccidn, también
esta proteina podria estar regulada por un estado redox. La evidencia presentada
en este trabajo sugiere que los primeros 15 nt de la regién 5'UTR de catA son
responsables de esta regulaci6n. Serfa interesante hacer una delecién de estos
nucléotidos y probar su importancia. Para probar el modelo propuesto en esta tesis
seria interesante estudiar si alguna proteina se une al 5°'UTR del mensajero de catA
y estudiar si su unién al mensajero responde a su estado de oxidacién-reduccién.

Existe una gran variedad de reportes de mensajeros que se unen al
citoesqueleto y son transportados a lugares en donde se requiere su traduccién
(revisado en St Johnston, 1995 y Micklem, 1995). Aqui solo voy a mencionar un
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caso por su relevancia para este trabajo. Durante el ciclo asexual de la levadura S.
cerevisiae, la célula madre puede cambiar de tipo de apareamiento, mientras que
las células hijas no pueden. Esto se debe a la expresién selectiva del gen HO, el
cual codifica para una endonucleasa. Esta expresion se debe a la acumulacién
asimétrica del represor transcripcional, Ashlp en las células hijas, por medio de un
proceso dependiente de actina y miosina. Un elemento en la regién 3'UTR del
menszjero de ASHI1 es suficiente para localizar este mensaje (Long et al., 1997).
Llama la atencién el hecho de que la actividad de Ia catalasa A es mucho mayor en
ciertas estructuras del conidiéforo como son métulas, fidlides y conidias. Serfa
interesante estudiar si la traduccién y la probable localizacién del mensajero de
catA esta asociada con cambios en el citoesqueleto.

¢Para qué le sirve al hongo un ARN mensajero que se acurnula en respuesta
a diversas condiciones de tensién fisiolégica pero que no es capaz de llegar a
formar una enzima? El solo gasto de energia de transcribir un gen que no es capaz
de formar una enzima en ciertas condiciones parece absurdo pero existen varias
explicaciones. Una podria ser que catA surgié de un conjunto de catalasas que
responden a diversas condiciones de tensién fisioldgica pero que ha perdido la
capacidad de ser funcional en dichas condiciones, es decir, que la respuesta de
catA sea ancestral. La otra respuesta es que para la c€lula sea muy importante tener
una catalasa acumulada en las esporas que las protega de condiciones adversas,
para ello la célula ha creado un mecanismo que asegura que los mensajes
importantes para las esporas lleguen a ellas, sin perderse en el camino. En
condiciones de tensién metabdlica la célula tiene que protegerse y prende su
sistema de esporulacién. Sin embargo, en otras condiciones como privacién de
nutrientes que provocan que la célula se diferencie, no parece imitil la
acumulacién de mensajero de catA ya que finalmente va a servir para proteger a
las esporas (Navarro y Aguirre, 1998). En otros casos de tensién como son
oxidativa y osmética la célula estaria siendo engafiada y acumula el mensajero de
carA, aunque seria interesante probar si en tiempos mds largos de los ensayados el
mensaje acumulado se traduce o se degrada.

;Por qué existen redundancia de genes que codifican para catalasas en A.
nidulans? Existen tres catalasas en A. nidulans, la catalasa B se induce en
respuesta a tension oxidativa y privacion de nutrientes (Kawasaki et al., 1997,
Navarro y Aguire, este trabajo). En caso de tensién oxidativa v nutricional la
catalasa B defiende a la célula en contra de condiciones adversas. La catalasa C ha
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sido descubierta recientemente (Kawasaki y Aguirre, sin publicar) y se induce
durante la fase estacionaria y en respuesta a limitacion de nutrientes. Tanto la
catalasa A como la B se encuentran localizadas en la pared celular del hongo
(Navarro y Aguirre, sin publicar; Kawasaki y Aguirre, sin publicar); sin embargo,
la expresién temporal de ambas catalasas es diferente. Creemos que existe
redundancia de genes para asegurar que cada catalasa se regule en condiciones
distintas en donde la célula requiere a estas enzimas.

CRECIMIENTO | FASE CONIDIACION | TESION PRIVACION
ESTACIONARIA OXIDATIVA DE
NUTRIENTES

catd - N.D. XXX x XX
mensajere
cotB XX N.D. - N.D. XXX
mensajere
catC N.D. N.D N.D N.D. N.D,

] ET'0
CatA proteina - - XXX - -
CatB proteina XX XXX X KAX XX
CatC proteina -- XX - — X

Tabla 1. Acumulacién de mensaje o de actividad de catalasa en diferentes condiciones de crecimiento y
tensién fisioldgica. Los guiones significan que no se detect$ mensajerc o proteina; las cruces indican ¢l
grado de acumulacién del mensajero o de la proteina y N.D. quiere decir que no fue determinado.

En la tabla I se muestra el patrén de acumulacién de mensajero y actividad
de catalasa. Durante el crecimiento solo se detecta la actividad de catalasa B y su
actividad va aumentado conforme avanza el crecimiento del microorganismo
(Navarro et al., 1996), durante la fase estacionaria tardia la actividad de CatB
aumenta ¥ la catalasa C comienza a acumularse (Kawasaki y Aguirre, sin publicar.
Durante la conidiacién la actividad de CatB también aumenta pero su acumulacién
se ve disminuida en las conidias en donde CatA se encuentra en abundancia
(Navarro et al., 1996). En condiciones de tensién oxidativa, el mensajero de catA
se induce, sin embargo, no se detecta actividad de CatA (Navarro y Aguirre,
1998). En estas mismas condiciones la actividad de CatB aumenta siendo esta
catalasa }a responsable de la defensa celular. Durante la privacion de nutrientes
CatC y en mayor medida CatB, aumentan considerablemente su actividad
(Kawasaki y Aguirre sin publicar; Navarro y Aguirre sin publicar), mientras el
mensajero de cazA se acumula pero no se traduce hasta que Jas conidias s¢ han
formado varias horas después (Navarro y Aguirre, 1998).
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El mensajero de catA parece regularse en cierta forma muy parecido a la
catalasa CTT1 de S. cerevisae, esta Gltima se induce por tensién oxidativa,
osmoética y esta reprimida por carbono (revisado en Ruis y Koller, 1997). Sin
embargo, el mensajero de catA esta sujeto a un segundo nivel de regulacién
diferente que impide su traduccién hasta ¢l momento de formar esporas (Navarro y
Agnirre, 1998).

Se desconoce el papel que juega la transcripcién en la acumulacion del
mensajero de cafA, pero se cuentan con las herramientas necesarias para responder
esta pregunta. Creemos que el estudio de la regulacién del gen catA es un modelo
interesante para entender tanto la respuesta celular antioxidante, como los
mecanismos de regulacién genética que se utilizan durante la diferenciacion
celular para expresar funciones de manera selectiva en el tiempo y en ¢l espacio.

Durante la realizacién de este trabajo se encontré un mecanismo novedoso
de regulacién de ARNm que podria ser un fenémeno mds generalizado para el
hongo. Podria ser que algunos de los mensajeros que se acumulan en esporas
presenten este tipo de regulacién en el que su traduccién esta acoplada a la
formacién de estructuras de resistencia. Aln quedan muchas preguntas por
resolver como, ;Cudl es la proteina encargada de la inhibicién de la traduccién?,
;Cuéntos mensajeros mds presentan este tipo de regulacién?, ;Qué otros
mecanismos de regulacién operan sobre el gen catA?, etc. En este trabajo se
generaron varias herramientas que serdn de mucha ayuda en tratar de resolver
estas interrogantes.
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APENDICE ¥

En este apéndice se muestran los pldsmidos utilizados para la realizacién de
este trabajo. Todos los pldsmidos se encuentran en archivos electrénicos que
tienen el mismo nombre. Para cada pldsmido se muestra el peso molecular,
nombre, sitios de corte que los caracterizan y las secuencias principales -que
contiene, también se describe brevemente la manera en que se construyeron.
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