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RESUMEN 

Nuestro objetivo es entender las causas de la diferenciación celular. Para ello utilizamos como 

modelo de estudio el hongo filamentoso Neurospora crassa. La exposición del micelio vegetativo al 

aire induce la conidiación de manera sincrónica. Las hitas que están en contacto directo con el aire se 

adhieren unas con otras y forman el micelio adherido a partir del cual emergen las hitas aéreas. Las 

puntas de las hitas aéreas se segmentan y forman los conidios. Los datos del laboratorio muestran 

que se produce un estado hipei:oxidante al inicio de la formación de cada una de la& estructuras 

diferenciadas. Hemos detectado que la actividad total de catalasa aumenta considerablemente 

durante el proceso de conidiación, los conidios presentan 60 veces más actividad que la detectada en 

el micelio vegetativo. 

N. crassa posee cuatro catalasas. En este trabajo describimos los genes cat-1 y cat-3 que codifican 

para las catalasas monofuncionales grandes, CAT-1 y la CAT-3, respectivamente. A diferencia de las 

catalasas monofuncionales pequeñas, las grandes tiene un dominio COOH-terminal de 

aproximadamente 150 aminoácidos y son más resistentes al pH, la temperatura y los agentes 

desnaturalizantes. La CAT-1 y la CAT-3 resultaron más parecidas a sus correspondientes homólogas 

de otros hongos que entre ellas. Las dos catalasas se expresaron de manera diferente durante el 

ciclo asexual y en condiciones de tensión. 

La CAT-1 fue la actividad de catalasa mayoritaria en los conidios, durante la germinación y en la fase 

de crecimiento exponencial temprano. Se indujo durante el crecimiento preestacionario y con etanol o 

con un choque de calor. La CAT-3 predominó en el micelio en crecimiento exponencial tardío y al 

inicio de la conidiación y se indujo con H 20 2, paraquat. nitrato, ácido úrico, cadmio y luz. La 

regulación de cat-3 con la luz depende de los factores de transcripción WC-1 y WC-2. 

Obtuvimos mutantes en el gen de cat-3 por el método de RIP (Repeat lnduced Point mutations) y 

analizamos su fenotipo. Demostramos que la CAT·3 es procesada para su secreción. Se detectó la 

Cat-3 en el medio sólido y en el medio líquido en el que creció la cepa Wt pero no en el medio en el 

que creció la cepa mutante cat-3. La ausencia de CAT-3 no fue compensada por otras catalasas. aun 

en condiciones de tensión. Las colonias mutantes fueron más sensibles al H202 exógeno que las 

colonias de la cepa silvestre. 

En comparación con la cepa silvestre, las cepas mutantes de cat·3 mostraron los siguientes efectos: 

1) las colonias crecidas en la oscuridad presentaron un alto contenido de carotenos; 2) el incremento 
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en la aireación de los cultivos líquidos promovió la adhesión de las hitas y la oxidación de proteínas 

totales: 3) la producción de micelio aéreo y conidios fue seis veces mayor en las masas miceliales 

expuestas al aire y como resultado de una mayor formación de hitas aéreas; 4) el aumento en la 

cantidad de micelio aéreo y conidios también se observó en las colonias y éstas tuvieron una 

oxidación total de proteínas tres veces mayor y 5) la luz, que induce una tensión oxidativa en las 

células, incrementó la síntesis de carotenos tanto en el micelio de la mutante como en el de la Wt. 

Estos datos en conjunto muestran que la tensión oxidativa está estrechamente relacionada con el 

proceso de diferenéiación asexual de Neurospora crassa y que las catalasas monofuncionales 

grandes desempeñan un papel imponente en el mantenimiento del equilibrio AEOOX durante el 

desarrollo del hongo. 
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SUMMARV 

Our goal is to understand the causes of cell differentiation. Far this we use the asexual cell cycle of 

Neurospora crassa as a model system. Air exposure of vegetativa mycelia induces a synchronous 

process of conidiation. Only hyphae in direct contact with air adhere to each other to form the adhered 

mycelia from which aerial hyphae emerge. Tips of aerial hyphae form conidia. Data from our 

laboratory have shown that a hyperoxidant state develops at the start of each morphogenetic 

transition. Total catalase activity increased during conidiation, and conidia have 60 fold inore activity 

than vegetativa hyphae. 

N. crassa has four catalases. Here we report cat-1 and cat-3 genes that codify far large 

monofunctional catalases CAT-1 and CAT-3, respectively. In contrast to small monofunctional 

catalases, CAT-1 and CAT-3 have a 150-amino acid COOH-terminus domain. Large catalases are 

more resistant to pH, temperatura and denaturants agents. There is a higher similarity between these 

catalases and their homologous enzymes in other fungi than between each other. CAT-1 and CAT-3 

are differentially regulated during the asexual cycle and under stress conditions. 

CAT-1 was the major catalase activity in conidia, during germination and in early exponential growth. lt 

was induced during pre-stationary growth phase and under ethanol and heat shock treatment. CAT-3 

was predominant in late exponential growth and at the beginning of conidiation. lt was induced by 

H 202, paraquat, nitrate, uric acid, cadmium or light. Regulation of cat-3 gene by light was dependent 

on WC-1 and WC-2 transcription factors. 

Mutant strains of cat-3 were obtained by RIP (Repeat lnduced Point mutations) and their phenotype 

was analyzed. CAT-3 was processed for its secretion and was detectad in solid and liquid media 

where Wt strain was grown, but no in media from the cat-3 null mutants. CAT-3 absence was not 

compensated by other catalases, even under different stress conditions. Mutant colonies were more 

sensitive to exogenous H202. 

Compared to Wt strain, cat-3 mutan! showed the following features in response to oxidative stress: 1) 

colonies grown in dark had higher carotenes content; 2) increase aeration in liquid culture promoted 

hyphae adhesion and total protein oxidation; 3) aerial mycelia and conidia production was six fold 

higher in mycelial mats exposed to air dueto increased number of aerial hyphae; 4) increase in aerial 
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mycelia and conidia was also evident in colonies, and colonies had three lold higher total protein 

oxidation, and 5) light, which causes oxidative stress, increased carotenes synthesis in mutan! and Wt 

mycelia. 

Taken together these data demonstrate that oxidative stress is tightly related to asexual differentiation 

in N. crassa and that large monofunctional catalases have an importan! role in REDOX maintenance 

during the fungal development. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

Las especies de oxígeno reactivas (EOR) 

El dioxígeno (02 ). gas que constituye el 21°/o del aire, se requiere para el metabolismo aeróbio. Sin 

embargo, como resultado de éste, se forman moléculas más reactivas conocidas como especies de 

oxígeno reactivas (EOR). Las EOR regulan varios procesos celulares pero también resultan tóxicas 

para los organismos (Halliwell y Gutteridge, 1999). 

La molécula de 0 2 es un birradical en su estado basal, o de triplete, debido a que presenta dos 

electrones desapareados en sus orbitales externos. El giro paralelo de estos electrones dificulta la 

reducción total del 02 de tal forma que éste sólo puede recibir electrones libres anti-paralelos de uno 

en uno. La reducción univalente del 0 2 produce EOR. 

El primer producto que se forma 

cuando el 0 2 acepta un electrón, es 

un radical libre (tiene un electrón 

desapareado) con carga eléctrica 

negativa llamado anión superóxido 

(02 .. ). Con la adición de otro electrón 

se forma el ión peróxido que se 

protona rápidamente en el ambiente 

celular produciendo el peróxido de 

hidrógeno (H20 2 ). Éste no es un 

radical libre puesto que los dos 

electrones de sus últimos orbitales se 

encuentran apareados. 

El H 202 se descompone fácilmente y 

al aceptar un electrón genera el 

radical hidroxilo ("OH), que es muy 

reactivo, y el ión hidroxilo (HO-). El 

Ho· se protona rápidamente y forma 

A B 

02 
dloxfgeno -+--+ -8dobasal 

e·~ (triplele) 

02·- Ión -u- -t-
e·+2H·~ 

superóxldo 

H 2 0 2 peróxido 

** de hidrógeno 

e·+w~ 
H 2 0 

·OH r.cllcal -4L-hidroxilo 

e·+~ 

ti· H 2 0 agua 

FIG. 1. Especies de oxigeno reactivas (EOR) que se 
forman durante la reducción del oxigeno molecular en 
agua (A) y distribución de los electrones en los últimos 
orbitales de cada EOR (B). Modificación de Simontacchi el 
at .. 2001. 
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una molécula de agua. El "OH acepta un 

electrón y un átomo de hidrógeno (H.) para 

formar H 2 0 (Fig. 1 ). 

Cuando uno de los electrones desapareados del 

0 2 absorbe energía e invierte su rotación, se 

forma el oxígeno en alngulete (102 ). Existen 

dos formas de 1 0 2 : la sigma (l:) que es un 

radical libre debido. a que con'Serva los dos 

electrones de los últimos orbitales 

desapareados, pero con giros antiparalelos; y la 

delta (Á), con los mismos electrones apareados 

(Fig. 2). El singulete l: tiene una vida media 

extremadamente corta y decae a la forma Á o al 

estado basal 30 2 • 

Las EOR pueden ser radicales libres o no 

Orbital 

cr·2 

7t·2p T. i i! 

7t 2p et.Ji (t.i:• •. i.1' <u. .r .i.1 <r i 
a2p @ @ @ 
a•2s <V> G <iD 
2sa @ @ @ 
a•1 <U> CU> <iD 
a1s @ @ @ 

("l:Q02) <' l:Q02) <' &q+02) o,,,.._ Slngulete Oz 

FIG. 2. Configuración electrónica de los 
oxigenas en singulete l: y &. (Modificación de 
Halliwell y Gutteridge, 1999) 

radicales (Tabla. 1 ). Esto y las diferencias en carga y estructura confieren a cada EOR distinto grado 

de reactividad. Por ejemplo, el 0 2 •• no es muy reactivo, sin embargo, es dañino debido a la capacidad 

que tiene de originar especies como el ·oH y el 102. El 02·· al dismutar produce H202 y éste último 

puede generar ·oH. Además la dismutación espontanea del 0 2•• produce 10 2 . 

Tabla 1 . Clasificación de las EORs en radicales libres y no radicales 
,---···--. --·-------····¡ 
l---~~dlcale• Librea 1 

! 0 2-· Anión superóxido 

- OH Radical hidroxilo 

No Radicales 

H 2 0 2 Peróxido de hidrógeno 

1 0 2 Oxigeno en singulete 

El H 2 0 2 es un oxidante débil. Difunde y cruza las membranas fácilmente y al reaccionar con algunos 

metales de transición como el Fe2
• y el cu· forma el radical hidroxilo. Fenton en 1 894 describió la 

siguiente reacción para la formación del "OH: 

112'>2 +.Fe~~·, .. ~ .. - Fe3:/Cu2 +.+:'.QH.+ OH-
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En presencia del 0 2·- los iones oxidados de los metales de transición son reducidos por el 0 2 ·- y 

reciclados para reaccionar nuevamente. 

02·- + F..e3+/C~ 
Ambas reacciones acopladas se conocen como el ciclo de Haber-Weiss. 

H2°'t::t.:,Qtf.~ 02'.-t- ·OH+ Off 
El ·oH es la EOR más reactiva, es un radical libre que reacciona rápidamente con casi todas las 

moléculas de los organismos. Esta EOR también se forma en la fisión hemolítica del H 2 0 2 , cuando se 

expone a radiaciones ionizantes. _ 

Producción de la• EOR en loa -re• vivos 

Muchas EOR son producidas en Jos seres vivos como resultado del metabolismo aerobio. La fuente 

más importante de producción del 0 2·- es la cadena de transporte de electrones. A través de ella son 

acarreados los electrones al complejo citocromo e oxidasa para reducir el 0 2 en H 20. De los 

complejos NADH- coenzima a reductasa y de las dos formas reducidas de la coenzima a se tranfiere 

un electrón al 0 2 formandose el 0 2·-. Se estima que del 1 al 2°/o del oxígeno consumido durante el 

transporte de electrones en la mitocondria, produce 0 2·- (Halliwell y Gutteridge, 1999). 

El 02·- también se forma por la acción de diversas oxidasas, principalmente de la oxidasa del 

NADPH+ y de oxidasa de xantina. Además, cada día el 3°/o de la hemoglobina total se convierte a la 

forma oxidada (metahemoglobina) y genera 0 2 ·- (Stocker y Freí, 1991). 

La fuente principal del H202 es la dismutación del 02·- por la superóxido dismutasa. Sin embargo, este 

también se puede producir como resultado de diversos procesos como: 1) por la acción de las 

enzimas como la oxidasa de glicolato, ~a oxidasa del O y L-aminoácido y la oxidasa de laurato, 2) 

durante la J3-oxidación de los ácidos grasos de cadena larga, 3) en la síntesis del colesterol y de las 

purinas, 4) en el catabolismo de los aminoácidos, 5) en el metabolismo del glicolato, 6) en la 

fotorrespiración de las plantas, 7) en la fotosíntesis y B) en la radiólisis del agua. 

Las células fagocíticas del sistema inmune de los mamíferos generan una importante cantidad de 

H202 a partir de la dismutación del 0 2·· producido por la oxidasa del NADPH que se encuentra 

asociada a la membrana. En las células no fagocíticas también se forma H 2 0 2 , aunque este sólo 

representa el 1 °/o del generado por las células fagocíticas, y la oxidasa del NADPH que participa en la 

producción del 0 2 ·- es diferente (Gamaley y Kluybin, 1999). En el plasma sanguíneo y en Jos tejidos 
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oculares humanos se genera H 2 0 2 continuamente a partir de la oxidación del GSH y del ascorbato 

(Spector. 1991; Halliwell et al .• 2000: Long y Halliwell. 2000). 

El 1 0 2 se genera en los seres vivos mediante reacciones de fotosensibilización en las Que intervienen 

moléculas como los pigmentos de la retina. las clorofilas a o b, la riboflavina y sus derivados FMN 

FAD, la bilirrubina o las porfirinas. Los electrones periféricos de estas moléculas fotosensibles se 

excitan al absorber la luz de cierta longitud de onda. Cuando esta energía almacenada se transmite a 

las moléculas de 0 2 , se produce el cambio en el giro de uno de los electrones externos y se forma el 
10 2 • Esta EOR también se puede formar durante ta dismutación espontánea del 0 2 ••• eñ ta reacción 

de Haber-Weiss y por la descomposición del H 2 0 2 (Lledías y Hansberg, 2000). 

Daños celulares generados por I•• EOR 
Las EOR causan daños importantes en los componentes celulares. La especie más reactiva es el 

·oH. Sin embargo, se ha demostrado que el ~102 también causa afecta en los organismos, produce 

daños en las membranas celulares, en los aminoácidos, en el ADN y en las proteínas (Halliwell y 

Gutteridge, 1999; Lledías et al., 1998). 

Las principales modificaciones que producen las EOR en el ADN son la oxidación de las purinas, el 

entrecruzamiento con proteínas y la fragmentación. La presencia en el ADN de 8-hidroxi 2'

deoxiguanosina (8-0HdG) es un índice del daño oxidativo en el mismo. Se ha demostrado que el 

ADN mitocondrial se oxida más que el ADN nuclear (Richter et al., 1988). Si el sistema de reparación 

celular no es capaz de corregir inmediatamente el daño en el AON, se generan mutaciones debido al 

apareamiento de bases erróneo durante su duplicación. Además, las EOR también pueden producir 

un rearreglo y la escisión de grandes fragmentos (4 Kpb aproximadamente) del ADN mitocondrial en 

los animales (Adachi et al., 1993). 

La modificación de las proteínas por las EOR se debe principalmente al ·oH. Sin embargo, el curso 

del proceso de oxidación está determinado por la disponibilidad del 0 2 • el 0 2 •• o de su forma 

protonada. el Ho2 • • Colectivamente las EOR pueden oxidar los residuos de las cadenas laterales de 

algunos aminoácidos, formar entrecruzamientos proteína-proteína y oxidar la cadena polipeptidica 

principal produciendo su fragmentación. La mayoría de las EOR pueden oxidar los residuos de 

cisteína y metionina. Entre dos cisteínas se forma un disulfuro y la metionina forma sulfoxidos de 

metionina (MeSOX). Estás son las únicas oxidaciones proteicas que pueden ser reparadas ya que la 

mayoría de las células tienen reductasas de disulfuro y reductasas de MeSOX (Berlett y Stadtman. 
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1997). Los aminoácidos aromáticos como el triptofano, la fenilalanina. la tirosina y la histidina se 

oxidan con las EOR. Los primeros tres se hidroxilan y la histidina se convierte en 2-oxohistidina. 

asparagina o aspático. La oxidación directa en los residuos de lisina. arginina. prolina y treonina 

produce derivados u.-cetoacilos o carbonilos. Estos derivados también se pueden formar en las 

proteínas por medio de algunas reacciones con los aldehidos producidos durante la peroxidación de 

los lípidos o con los derivados de carbonilo reactivos generados en la glicación o la glicoxidación. 

También un corte oxidativo de las proteínas por la vía de la a.-aminación o la oxidación de la cadena 

lateral del glutamilo pueden bloquear el extremo amino-terminal de la proteína con un a-cetoacilo. La 

presencia de los grupos carbonilos se utiliza como un marcador de la oxidación de ias proteínas 

celulares a través de las EOR y existen varios métodos que permiten su detección y cuantificación. La 

oxidación de las proteínas está relacionada con el envejecimiento, la tensión oxidativa y varias 

enfermedades como la diabetes, el Alzheimer y la esclerosis lateral amiotrófica (Berlett y Stadman. 

1997). 

Los lípidos también son oxidados por las EOR. Los ácidos grasos poliinsaturados que forman las 

membranas celulares, así como los que constituyen los complejos lipoproteícos. son el principal 

blanco de las EOR. La oxidación de los lípidos de las membranas altera las interacciones no 

covalentes dentro de la bicapa lo que provoca la desestabilización de las mismas y la pérdida de su 

función. Esto puede afectar de manera importante la integridad de los organelos y por consecuencia 

de la célula completa. 

Los daños moleculares generados por las EOR se reflejan, por ejemplo. en la pérdida de la función 

de los organelos, en la reducción de la eficiencia metabólica, en la ruptura de las cromatidas, en el 

daño a las membranas y en la fuga de electrolitos. 

Mecanismos antioxidantes celulares 

En condiciones fisiológicas normales, las EOR son eliminadas constantemente de las células por 

medio de diferentes mecanismos antioxidantes que son capaces de catabolizar, neutralizar o atrapar 

dichas especies reactivas. Esto mantiene una concentración basal baja de las EOR y protege los 

componentes celulares del daño oxidativo. 

Las superoxido dismutasas 

Existen mecanismos antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos. Dentro de los primeros se 

encuentran las enzimas antioxidantes que aceleran el proceso de eliminación de alguna EOR. por 
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ejemplo. las superóxido dismutasas (SOD) dismutan el 0 2 ·- con una eficiencia cuatro órdenes de 

magnitud mayor que la reacción espontánea a pH fisiológico. El H202 y el 0 2 son los productos que se 

generan en la dismutación del 02-. Las SOD está presente en casi todos los organismos aerobios. 

Existen varias isoformas que difieren en los genes que las codifican, la secuencia de aminoácidos. el 

peso molecular, la estructura y en la localización. En el sitio activo pueden tener Cu(ll) y Zn(ll). 

Mn(lll), Fe(lll) o Ni(ll). 

La SODCu/Zn es una enzima homodimérica de 32-kDa. Las unidades están asociadas por medio de 
~ -

interacciones no covalentes y cada subunidad tiene un Cu(ll) y un Zn(ll). Son sensibles al cianuro, al 

H 2 0 2 y a la azida. Están presentes en el citoplasma de todos los eucariotos superiores y en las 

plantas también se localiza en el estroma del cloroplasto. También se localiza en el espacio 

periplásmico de algunas bacterias como por ejemplo, caulobacter crescentus (Bowler et al., 1992; 

Steinam y Ely, 1990). 

La SOD extracelular (SODEC) es una glicoproteína compuesta de cuatro subunidades idénticas de 

30-kDa. Cada subunidad contienen un Cu(ll) y un Zn(ll). El polipétido no glicosilado es de 24-kDa. 

Posee una señal hidrofóbica que permite el transporte de la enzima al espacio extracelular y un 

dominio carboxilo terminal cargado positivamente, que es el responsable de la unión del heparina

glicosamininoglicano. Este carbohidrato parece ser el responsable de ligar la enzima con los 

proteoglicanos sulfatados de las paredes celulares. La enzima se inhibe con el cianuro, la azida y el 

dietiltiocarbamato. La secuencia de aminoácidos comparte 50% de identidad con la SODCu/Zn. La 

SODEC se encuentra en elevadas concentraciones fuera de las células, en el fluido cerebroespinal, la 

linfa y el plasma (Henkle-Duhrsen y Kampkotter, 2001; Zaleo et al., 2002). 

La SODMn esta codificada en el ADN nuclear, se sintetiza en el citoplasma y se importa a la 

mitocondria de los eucariotos, donde se encuentra en su forma activa. En los procariotos, la enzima 

es citoplásmica. La SODMn es tetramérica en plantas y en animales y es dimérica en las bacterias. 

Presenta un Mn(lll) por subunidad y, a diferencia de la SOD Cu/Zn, ésta es resistente al cianuro y al 

H 2 0 2 (Bowler et al., 1992). 

La SODFe es dimérica y está presente en las bacterias, las algas y las plantas. En comparación con 

las otras SOD, ésta sólo es sensible al H 2 0 2 • La SODFe y la SODMn son enzimas estructuralmente 

similares. de hecho, la apoenzima puede funcionar con cualquiera de los dos metales que se 
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incorpore en su sitio activo (Meier et al., 1982: Stallings et al., 1984). La mayoría de los organismos 

procariotos, las algas y los protozoarios tienen la SODMn y/o la SODFe. 

Recientemente se describió una SODNi en Streptornyces. Esta es una enzima citoplásmica 

tetramérica compuesta de subunidades identicas de 13-kDa. Se inhibe con el cianuro y el H 2 0 2 • En el 

mismo género de bacteria también se encontró una SOD Fe/Zn (Yuon et al., 1996). 

Las enzimas que eliminan el H 2 0 2 de las células son las catalasas, las peroxidasas y las 

peroxirredoxinas (Tabla 2). 

Las cata/asas 

Las catalasas utilizan una molécula de H,.02 como donadora de electrones para reducir otra molécula 

de H 2 0 2 en 0 2 y H 20. De acuerdo con las características físicas y las propiedades bioquímicas, las 

catalasas se pueden clasificar en dos subgrupos: el de las catalasas monofuncionales o típicas y el 

de las pseudocatalasas o catalasas atípicas. 

Las catalasas monofuncionales o típicas es el subgrupo más grande de catalasas. Se han reportado 

más de 75 secuencias de genes que están distribuidos en casi todos los organismos excepto en las 

arqueobacterias, los anaerobios estrictos y algunos parásitos. Las mayoría son homotetrámeros de 

200 a 340-kDa y contienen como grupo prostético un heme en cada subunidad. Los hemos de estas 

catalasas pueden ser: el heme b o Fe protoporfirina IX como en la catalasa bovina y en la de Proteus 

rnirabilis, el heme d como en la de Penicil/iurn vitae y la HPll de Escherichia coli, y una clorina en 

Neurospora crassa (.Jacob y Orme-.Johnson, 1979). Además, algunas catalasas como la bovina. la de 

Proteus mirabilis y la de Micrococus lisodeiktikus, también contienen un NADPH por subunidad. 

Las catalasas monofuncionales se inhiben con el 3-amino-triazol, el cianuro, la azida y la 

hidroxilamina. Muestran actividad máxima en un intervalo amplio de pH (entre 5-10.5). En las células 

animales y vegetales se localizan predominantemente en los peroxisomas. Se ha determinado la 

estructura cristalográfica de tres catalasas de procariotos, la de Micrococus luteus. la de Proteus 

rnirabilis y la HPll de Escherichia coli y tres de eucariotos, la Cat-A de Sacharomyces cerevisiae, una 

de Penicilium vita/e y la de hígado de bovino. Aunque la estructura primaria de las seis proteínas 

presenta grandes diferencias, la estructura tridimensional está bien conservada. Todos los 

homotetrámeros tienen simetría molecular 222. Cada subunidad forma un glóbulo que deja un brazo 

amino terminal extendido y en cada una de ellas se pueden identificar cuatro regiones estructurales 

diferentes: el brazo amino terminal, el dominio de barril j}, el dominio de conección y el dominio o.-
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hélices. El dominio barril Ji esta conservado desde los procariotos inferiores hasta los eucariotos 

superiores. en los dominios de conección y en las c1.-hélices existe una ligera variabilidad y la mayor 

divergencia se localiza en los extremos amino y carboxilo terminales. El grupo heme no está unido 

covalentemente a la cadena polipeptídica, el Fe esta en coordinación con una tirosina (Zamocky y 

Koller, 1999). 

Algunas catalasas típicas, conocidas como las catalasas monofuncionales grandes. poseen un 

dominio adicional de 150 aminoácidos en la región e-terminal. similar a la flavodoxina. 

Aproximadamente el 9°/o de las eatalasas secuenciadas actualmente corresponden a este grupo (la 

HPll de E. coli y las de los hongos P. vita/e, A. nidulans, A. fumigatus, P.anserina y C. purpurea). 

Además, estas catalasas de hongos están glicosiladas. presentan un contenido de carbohidratos de 

8.2°/o a 10.2°/o (Ruis y Koller, 1997). 

Muchos organismos tienen más de una catalasa. En los animales y las plantas las catalasas se 

encuentran en los peroxisomas. En los hongos las hay citoplásmicas, periplásmicas o extracelulares 

(Ruis y Koller, 1997). 

TABLA 2. Mecanismos antioxidantes enzimáticos. 

Enzima 
antioxidante 

Superóxldo 
dlamutaaa 

(SOD) 

Catalaaaa 
monotunclonal-

Peroxldasas 

Cata lasas-
peroxidasas 

Peroxirredoxinas 

EORque 
ellmlnan 

02·-

H202 

H202 

H202 

H202 

Reacción de la enzima 

202·-+2H•-. H202 + 0 2 

H202 __. 2H20 + 02 

SH2 + H202 __. S + 2H20 

Pueden reaccionar como 
catalasa y como peroxidasa ' 

SH2 + H202 __. S + 2H20 
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Las pseudocatalasas o catalasas atípicas utilizan iones Mn en lugar de Fe en su sitio activo. Se han 

encontrado en bacterias lácticas y termófilas. El peso molecular es de 170 a 21 O kDa y pueden formar 

estructuras oligoméricas inusuales como homopentámeros u homohexámeros. No se inhiben con el 

cianuro o la azida (Zamocky y Koller, 1999). 

Las hemoperoxidasas 

Las hemoperoxidasas catalizan la reducción del H202 utilizando una amplia variedad de compuestos 

orgánicos o inorgánicos (ver reacción en Tabla 2.). Estas enzimas han sido aisladas de varios 

organismos y la mayoría presentan un heme como grupo prostético. A diferencia de las catalasas 

típicas, en las hemoperoxidasas el Fe del heme está en coordinación con una histidina. Existen dos 

superfamilias de hemoperoxidasas, las de animales y las de plantas y microorganismos. Las 

peroxidasas de ambos grupos difieren entre si en su estructura primaria, secundaria y terciaria. 

Las catalasas-peroxidasas son un tipo de hemoperoxidasas de plantas y microorganismos. Se 

caracterizan por tener actividad catalítica bifuncional, es decir, reaccionan como catalasa o como 

peroxidasa. Para la actividad de peroxidasa se pueden utilizar una amplia variedad de sustratos como 

donadores de electrones para reducir el H 20 2. Estas enzimas tienen un hemo como grupo prostético. 

Su peso molecular varía de 120 a 340 kDa y en general son homodiméricas aunque también las hay 

tetraméricas y monoméricas. El recambio catalítico máximo es de dos a tres órdenes ordenes de 

magnitud por abajo de las catalasas típicas. En contraste con estas últimas, las catalasa-peroxidasas 

tiene un óptimo de pH, son más sensibles a la inactivación con temperatura y con un pH extremo, son 

más resistentes al 3-amino-1,2,4-triazol y el heme se puede reducir con ditionita. Se inactivan con 

concentraciones milimolares de H 20 2 y con etanol-cloroformo (Goldberg y Hochman, 1989) 

A pesar de que las catalasas-peroxidasas comparten características con las catalasas típicas como la 

presencia de un grupo hemo y la actividad de catalasa, no existe homología entre los genes de 

ambos grupos. Sin embargo, todos los genes secuenciados de catalasas-peroxidasas si muestran 

homología entre sí. El análisis molecular sugiere que estas enzimas se originaron como resultado de 

la duplicación de un gen de hemoperoxidasa. La catalasas-peroxidasas se encuentran en las 

arqueobacterias. las eubacterias y los eucariotos. aunque en éste último sólo se han reportado en 

hongos (Zamocky y Koller, 1999; Peraza y Hansberg, 2002). 

Otras hemoperoxidasas de plantas son la peroxidasa de la raíz fuerte que utiliza una gran variedad 

de sustratos como guaiacol, NADH, fenoles o tioles y la citocromo c peroxidasa y la ascorbato 
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peroxidasa que son especificas en cuanto al sustrato. La ascorbato peroxidasa utiliza corno cofactor 

al ascorbato para eliminar el H 20 2. Estás peroxidasas las presentan solamente algunas 

cianobacterias, los cloroplastos de las plantas superiores y el alga Euglena sp. 

La citocromo e peroxidasa se encuentra en algunas bacterias y en la membrana mitocondrial de los 

hongos. El H 20 2 reacciona con la enzima y forma un complejo que finalmente reduce el citocromo c. 

La NADH peroxidasa utiliza NADH obtenido de la glucolisis para reducir el H202. Está presenta en 

bacterias como Lactobacil/us casei y Streptococcus faecalis. 

La lactoperoxidasa presente en la saliva y la leche, la mieloperoxidasa en las células fagociticas y la 

peroxidasa de la tiroides son ejemplos de hemoperoxidasas de animales. 

La glutation peroxidasa 

La glutatión peroxidasa utiliza glutatión como donador de electrones para reducir una gran variedad 

de hidroperóxidos entre ellos el H 2 0 2 • Esta enzima está presente en los animales, las plantas, los 

hongos, las algas y algunas bacterias. En los mamíferos existen al menos cuatro isoenzimas que 

difieren en su estructura y localización. Excepto la glutatión peroxidasa IV que es monomérica, las 

demás están formadas por cuatro subunidades de 19-22 kDa y cada una contienen una 

selenocisteina unida covalentemente (Nordberg y Arnér, 2001 ). 

La reacción que catalizan es la siguiente: 

ROQH ~~,~~ ~ ·· ROH +'.GSSG + H20 

Las peroxirredoxinas 

Las peroxirredoxinas (Prx) forman una familia de peroxidasas diméricas con peso molecular de 20-30 

kDa y están presentes en organismos de todos los reinos, desde bacterias hasta mamíferos. En las 

células eucariotas existen múltiples isoformas, por ejemplo, S. cereviseae y D. melanogaster 

contienen cada una cinco isotermas (Park et al., 2000; Radyuk et al., 2001) y en el humano al menos 

existen seis isotermas (Seo et al., 2000). Cada una de las isotermas exhibe un patrón diferente de 

expresión durante el desarrollo, muestra una localización distinta en los organelos celulares y genera 

distintos intermediarios de reacción durante la catálisis. 

Todas las Prx tienen un residuo de cisteína conservado en la región amino terminal de la molécula 

que corresponde a la Cys 47 en la peroxirredoxina cTPxl de la levadura. Según las cisteínas 

conservadas, la familia de las Prx se divide en tres grupos: el 1-Cys, el 2-Cys y el 2-Cys atípico. El 

grupo 1-Cys incluye las Prx de varias especies de arqueobacterias, levaduras, nemátodos, plantas y 
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animales que sólo tienen la Cys amino terminal conservada. El H202 oxida la Cys y forma una Cys

SOH que es incapaz de generar un puente disulfuro debido a la ausencia de una segunda Cys 

cercana. Posiblemente el glutatión (GSH) funcione como donador de electrones en esta reacción. Las 

Prx 1-Cys se localizan en el citosol, en la mitocondria o en el núcleo celular (Rhee et al., 2001) 

En el grupo 2-Cys se encuentran la mayoría de la Prx reportadas. Éstas se caracterizan por presentar 

una segunda Cys conservada en la región carboxilo terminal, correspondiente a la Cys 170 de la 

cTPx 1 de la levadura. Las Cys amino y carboxilo terminales están separadas entre sí por 121 

residuos de aminoácidos. Durante la reacción, las Prx 2-Cys forman un pueñte disulfuro 

intermolecular entre las dos cisternas. Únicamente la tiorredoxina puede reducir el puente disulfuro y 

recuperar el estado inicial de las Prx. La segunda Cys se correlaciona con una secuencia específica 

conservada alrededor de la primera Cys, FTFVCPTEt en tas Prx 2-Cys y FTPVCTTEL en las 1-Cys. 

Las Prx 2-Cys se han detectado en ta mitocondria, el citosol y en el medio de cultivo (Rhee et al., 

2001). 

El tercer grupo de Prx es el 2-Cys atípico y está formado por enzimas de menor tamaño que las 2-

Cys típicas. Se localizan en el citosol, la mitocondria y los peroxisomas y no presentan la segunda 

Cys conservada en el extremo carboxilo terminal. Sin embargo, igual que las Prx 2-Cys típicas, su 

actividad depende de la presencia de dos cisteinas. Además de la Cys amino terminal, éstas poseen 

dos cisternas en las posiciones 73 y 152, la secuencia alrededor de éstas no es homóloga a la 

secuencia que acompaña la Cys carboxilo terminal de las Prx 2-Cys típicas. Además, la distancia 

entre la Cys amino terminal y las Cys de las Prx atípicas es substancialmente más pequeña que los 

120-123 aminoácidos que separan las dos Cys conservadas en las peroxirredoxinas 2-Cys típicas. 

Durante la reacción, los peróxidos oxidan la Cys amino teminal y ésta forma un enlace disulfuro con la 

Cys 152 que, a diferencia de las Prx típicas, éste es intramolecular. La tiorredoxina es la enzima que 

reduce específicamente los disulfuros de estas enzimas. La Cys 73 no participa en la actividad de Prx 

(Rhee et al., 2001 ). 

Dentro de los mecanimos antioxidantes no enzimáticos se encuentran una gran variedad de 

moléculas que evitan la formación de las EOR. que las neutralizan o que las atrapan: 

El glutatión 

El glutatión es un tripéptido que contiene cisteina (Fig. 30). Es el tiol no proteico de bajo peso 

molecular que se encuentra en mayores concentraciones (milimolar) en las células aerobias. Está 
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presente en la forma reducida (GSH), en la oxidada ya sea como disulfuro de glutatión (GSSG) o 

asociado con los tioles de las proteínas (GS-R). Ambas formas oxidadas pueden ser cataliticamente 

reducidas por la glutatión reductasa dependiente del NADPH o por la tiorredoxina (TRX) o la 

glutarredoxina (GRX). El GSH regula el estado redox de los disulfuros de las proteínas y mantiene los 

niveles de oxido-reducción intracelulares. Es el cofactor de la glutatión peroxidasa (GSHPx) para la 

eliminación del H 2 0 2 • Además, el GSH forma conjugados con una gran variedad de compuestos 

electrofílicos por medio de las reacciones catalizadas por la glutation-S transferasa (GST) o 

directamente cuando los compuestos electrófilos son muy reactivos. La conjugación con el GSH es 

un mecanismo importante para la detoxificación celular (Dickinson y Forman, 2002). En· condiciones 

fisiológicas normales, la concentración de la forma reducida del glutatión es de 10-100 veces mayor 

que la oxidada. Los cambios en la proporción de ambas formas regulan una gran variedad de 

reacciones celulares relacionadas con la transducción de señales y el ciclo celular (Filomeni et al., 

2002). 

El ácido ascórbico 

El ácido ascórbico (vitamina C), (Fig. 3B) es una vitamina soluble en agua que reduce el 0 2 ·-. Es el 

cofactor de la ascorbato peroxidasa para la eliminación del H 202. También reacciona con el 1 0 2, el 

peroxinitrilo y los radicales peroxilo y regenera otras moléculas antioxidantes como el a-tocoferol, los 

Jl-carotenos y el glutatión. Junto con el a-tocoferol limita la propagación de la lipoperoxidación y con el 

GSH protege a las células del daño oxidativo. El ácido ascórbico y el ácido úrico reaccionan con el 

ácido hipoclorito producido por la mieloéroxidasa. 

A B 

e D 

Gly 
1 f-0 

Cys-SH 

CH, 
CH, Glu CH, 

FIG. 3. Moléculas antioxidantes. 13-caroteno (A), ácido ascórbico (B), a-tocoferol (C) y glutatión (D). 
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Los tocoferotes y carotenos 

Los tocoferoles y los carotenos son compuestos antioxidantes liposolubles. El «·tocoferol (Vitamina 

E). (Fig. 3C) está presente en las membranas celulares. Contienen un grupo hidroxilo (Fig. 3C) que 

reacciona con los electrones desapareados de los radicales lipoperoxilo con lo cual limita la 

propagación de la lipoperoxidación. Además reacciona con el '02 y lo desactiva. Los carotenos como 

el !l-caroteno (Fig. 3A), la cantaxantina, la luteína y el licopeno desactivan el '02. Los más eficientes 

son aquellos que contienen más de 11 enlaces dobles conjugados (Thomas eta/., 1981). 

Los que/antes 

Las moléculas quelantes secuestran los metales de transición citoplásmicos evitando así las 

reacciones de oxido-reducción que producen EOR. La ceruloplasmina, además de secuestrar el Cu, 

tiene actividad de ferroxidasa, es decir, oxida el Fe2
• a Fe3

• y con esto se evita la reacción de Fenton 

en la que se forma el ·oH. La albumina inmoviliza el cu• y el Fe2
•. Por su parte la transferrina en el 

plasma sanguíneo, lactoferrina en la leche y ferritina en el citosol, secuestran el Fe2
•. Los 

aminoácidos y otros compuestos como la bilirrubina y el ácido úrico también pueden atrapar iones 

metálicos. Las metalotioneinas son proteínas pequeñas presentes en las células eucariotas que, 

además de regular el metabolismo del Cu y del Zn. tienen la capacidad de secuestrar varios metales 

de transción como Zn, Cu, Cd, Hg o Cu. 

Antioxidantes liposolubles 

Otros compuestos liposolubles como la melatonina y el ácido lipoico también tiene propiedades 

antioxidantes. La melatonina atrapa los radicales hidroxilo, peroxilo y posiblemente el oxígeno en 

singulete (Cagnoli et al., 1995). Además, induce la glutatión peroxidasa potenciando así la defensa 

celular contra la tensión oxidativa (Reiter et al., 1997) y estabiliza la membrana celular confiriéndole 

una mayor resistencia al daño oxidativo (García et al., 1998). 

El ácido lipoico libre reducido a ácido dihidrolipoico tiene una poderosa capacidad reductora. Las 

propiedades antioxidantes incluyen la quelación de metales (Scott et al., 1994), el atrapamiento de 

radicales libres (Scott et al .. 1994; Kagan et al., 1992) y la regeneración de otros antioxidantes como 

el ácido ascórbico, el glutatión y el a-tocoferol (Packer. et al .. 1995). 

Además, si las EOR escapan de la defensa antioxidante. las células cuentan con mecanismos que 

reparan el ADN (Breimer, 1988), degradan las proteínas (Marcillat et al .. 1988) y metabolizan los 

lípidos dañados (Halliwell and Gutteridge, 1999). 
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Las EOR en los procesos biológicos 

Las EOA desempeñan un papel importante en la fisiología celular. Las variaciones en la 

concentración regulan la expresión de los genes, la transducción de señales y el transporte de iónes. 

Con ello se desencadena una amplia variedad de respuestas celulares, desde la proliferación hasta la 

detención del crecimiento, la senescencia, la diferenciación y la muerte celular. La respuesta varía 

significativamente dependiendo del tipo de célula, de las especies reactivas que se forman. de la 

concentración de éstas y del tiempo de exposición. La diversidad en los efectos refleja la amplia 

variedad de las vías de señalización intracelular que son activadas en respuesta al oambio en la 

concentración de las EOR (Fig. 4), (Martindale y Holbrook. 2002). 

Las EOR regulan la transcripción 

genética. NFICB y AP-1 son factores 

de transcripción que están presentes 

en las células eucariotas y que se 

activan con el H 2 02. NFKB transcribe 

una gran variedad de genes 

relacionados con la inmunidad, la 

inflamación y el cáncer (Sen y Packer, 

1996) y AP-1 induce diversos genes 

que participan en la respuesta a la 

tensión, la proliferación, la 

transformación y la muerte celular 

(Shaulian y Karin, 2002). 

OxyR y SoxRS son factores de 

transcripción bacterianos que se 

·7deºf"~~ 
Dosis b8Ja_.. lnt-media .... Doala alta 

' ' ! Mitogénlco Detención 
Proliferación del crecimiento 

Senescencia 

Muerte celular 

/'¡ 
Apoptosis Necrosis j 

FIG. 4. Las EOR promueven un amplio espectro de res
puestas celulares. Generalmente en bajas dosis 
(particularmente de H 20,) las EOR son mitogénicas y 
promueven la proliferación celular. En dosis intermedias 
detienen el crecimiento de manera temporal o permanente 
y promueven la senescencia. En dosis altas causan la 
muerte celular por apoptosis o necrosis. Modificado de 
Martindale y Holbrook, 2002. 

activan con el H,02 y el o,,-, respectivamente. OxyR transcribe ocho proteínas en respuesta al H 2 0 2 , 

entre ellas una catalasa (katC) y una peroxirredoxina (Storz et al., 1990; Demple y Amábile-Cuevas 

1991 ). SoxAS activa la transcripción de un regulón constituido por nueve genes que incluye el de la 

superóxido dismutasa-Mn, la endonucleasa IV, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y seis de función 

desconocida (Demple y Amábile-Cuevas, 1991; Hidalgo y Demple, 1994). 
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Además de regular la transcripción genética, también se ha documentado la participación de las EOR 

a distintos niveles en la cascada de transducción de señales, desde la regulación del transporte de 

calcio y la fosforilación de proteínas hasta desempeñar per se una función de segundos mensajeros. 

El ca2
• funciona como segundo mensajero en una gran variedad de procesos biológicos como la 

contracción muscular, la neurotransmisión, la transcripción génica y el crecimiento celular. Se ha 

demostrado que las EOA regulan los canales y las bombas de Ca2
•. Por ejemplo, el 0 2 -- y el H 20 2 

inhiben la bomba de Ca2 • dependiente de ATP del retículo sarcoplásmico (AS). Una concentración de 

3-5 mM de H 2 0 2 aumenta la probabilidad de apertura de los canales liberadores del Ca::t"+ del RS del 

corazón de oveja y un efecto similar se produce en el músculo esquelético de conejo. Los canales de 

Ca2
• del AS también se activan en presencia del colorante rosa de bengala que es un generador de 

0 2
1 (Suzuki et al., 1997). 

La fosforilación de proteínas juega un papel importante en la transducción de señales. Las proteínas 

blanco, que incluyen enzimas, receptores, factores de transcripción y elementos contráctiles, pueden 

ser activadas o inhibidas por el estado de fosforilación de un solo aminoácido. La fosforilación se 

regula con dos clases de enzimas, las cinasas de proteína (adicionan fosfatos) y las fosfasas de 

proteína (remueven fosfatos). Las cinasas/fosfatasas de serina y treonina y las cinasas/fosfatasas de 

tirosina son las más estudiadas y se ha demostrado que ambas actividades pueden ser inducidas o 

inhibidas por las EOR (Remacle et al., 1995; Lander, 1997). 

La generación de las EOR en la interacción de un ligante con un receptor y la subsecuente 

estimulación de la transducción de señales, sugieren que las EOR per se desempeñan la función de 

segundos mensajeros (Tabla 3). Por ejemplo, la interacción del factor de necrosis tumoral alfa (TNFcx) 

con su receptor genera EOA y éstas activan los factores NFKB y AP-1. También se induce la muerte 

celular programada o apoptosis que culmina con la muerte de las células tumorales (Ramacle, 1995; 

Suzuki et al., 1997). 

La estimulación de los osteoblastos de ratón (MC3T3-E1) con el factor de crecimiento transformante 

TGF-131 también genera H 2 0 2 y con ello la respuesta temprana de crecimiento (erg-1), (Suzuki et al .. 

1997). 

Las células del músculo liso vascular estimuladas con angiotensina 11, un péptido vaso-activador que 

produce la contracción muscular y el crecimiento celular, generan 0 2 -- vía la oxidasa del NADPH. El 
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H202 generado por la dismutación del 02·· parece actuar como segundo mensajero en la transducción 

de la señal de hipertrofia celular (Suzuki et al .. 1997). Las mismas células. estimuladas con el factor 

de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), producen H 202 y este participa en la señalización que 

incluye la inducción de la fosforilación de tirosinas, la estimulación de una MAP cinasa, la síntesis del 

ADN y la quimiotáxisis (Sunderasan et al., 1995). 

Tabla 3. Las EOR¡_ segundos mensajeros? 

Ligan tes 

Factor de necrosis tumoral- a. ( TNF a.) 

lnterteucina 1 p 
Factor de crecimiento transformante- p J (TGF- p 1 ) 

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) 

Insulina 

Angiotensina 11 

Vitamina 0 3 

Hormona paratiroidea 

Tomada de Suzuki eta/., 1997. 

EOR 

H 20 2 /·0H 

0 2 -·/H2 0 2 

H202 

H202 

H202 

0 2 -·/H2 0 2 

02-· 

02-· 

El proto-oncogen p21 Ras (e-Ras) participa en varios procesos celulares incluyendo la proliferación, la 

diferenciación y la organización del citoesqueleto. En varios tumores humanos se ha descrito la 

sobreexpresión de Ras y mutaciones constitutivamente activas. En fibroblastos NIH 3T3, 

transformados con una isoterma de p21Ras que está permanentemente activa, HRasv12
, la producción 

de EOR se correlaciona con la habilidad de esas células para progresar a través del ciclo celular en 

ausencia de factores de crecimiento (lrani et al., 1997). 

Aún cuando existe información vasta sobre los diversos procesos celulares en los que las EOR 

intervienen, todavía falta mucho por conocer. 
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Neurospora crassa como modelo de estudio 

Este trabajo está enfocado en analizar la 

relación que existe entre las EOR y la 

diferenciación celular. Para ello 

utilizamos como modelo de estudio 

el hongo filamentoso Neurospora 

crassa. ya que presenta varias 

ventajas como: una fácil 

manipulación. un crecimiento 

rápido y masivo. el que cada 

una de las estructuras 

asexuales se puede aislar y 

estudiar independientemente, 

el que se conocen en detalle 

sus ciclos de vida y su genética. 

Además, el genoma ya está se

cuenciado (www.genome.wi.mit.edu). 

Neurospora crassa es un hongo 

hita 
\illllgetativa 

aSCOsporas 

5 

-
4 

FIG. 5. Ciclo sexual de N. crassa. Las hitas en crecimiento 
vegetativo (1) se diferencian en un protoperitecio a partir del 
cual emerge el tricógino (2). Este, recibe los gametos 
masculinos (3) e inicia la formación de los peritecios que 
portan las ascas (4). Dentro de las ascas se desarrollan 
ocho ascosporas que son disparadas al exterior a través del 
orificio superior del peritecio (5). 

filamentoso Euascomycete, constituido por 

células alargadas, multinucleadas, cubiertas por paredes 

celulares quitinosas, llamadas hitas. Éstas, poseen septos incompletos, interrumpidos por poros de 

aproximadamente 50 micras. Crecen en las puntas y por ramificación. Un conjunto de hitas forma una 

"madeja" denominada micelio. N. crassa se puede diferenciar de otros hongos filamentosos por el 

color anaranjado que presenta debido al alto contenido de carotenos. Comúnmente se desarrolla en 

el bagazo y los residuos procesados de la caña de azúcar. También, es un contaminante en las 

panaderías y un colonizador precoz de los bosques incendiados (Perkins y Davis, 2000). 

En la mayor parte de su ciclo de vida, N. crassa es haploide. Se reproduce sexualmente formando 

ascosporas y asexualmente por medio de conidios. Es un hongo heterotálico. es decir, existen dos 

tipos sexuales determinados genéticamente (matA y mata} y cada cepa presenta sólo uno de ellos. 

En una cruza, cualquiera de los dos tipos sexuales puede funcionar como gameto femenino (receptor} 

o como masculino (donador}. Sin embargo, la fertilización sólo se lleva a cabo entre cepas con tipos 

sexuales diferentes. La disminución de nitrógeno en el medio promueve la formación de 

protoperitecios (Springer, 1993), que son estructuras femeninas diferenciadas a partir de las cuales 
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emerge una hifa especializada llamada tricógino. Ésta se fusiona con los gametos de otra cepa 

sexualmente compatible. Los núcleos fertilizantes se transportan del tricógino al protoperitecio lo que 

promueve el desarrollo del peritecio maduro, que es una estructura en forma de pera de 300 micras 

A e 

1 
~ S(é 

---... ---¡ • l 

de diámetro y que porta cerca de 200 ascas. Al 

inicio, cada uno de estos sacos o ascas contiene 

cuatro núcleos provenientes de un evento 

meiótico. Posteriormente, por mitosis se producen 

cuatro pares de células o tétradas que se 

organizan linealmente dentro de las ascas. Estas 

células, después de crecer y acumular melanina 

en sus paredes, forman las ascosporas maduras 

que son disparadas al medio una por una, a través 

de un orificio apical que contiene el peritecio. Las 

ascosporas son estructuras muy resistentes, 

cuando se activan por un choque de calor a 60 ºC 

germinan y forman las hitas que completan el ciclo 

sexual (Fig. 5). 

FIG. 6. Ciclo asexual de N. crassa. Las hifas 
vegetativas (A) filtradas y expuestas al aire, se 
adhieren unas con otras después de 30 min y 
forman el micelio adherido (B). A las 2 h emerge 
el micelio aéreo (C) y a las 9h inicia la formación 
de los conidios (O). Cada transición morfogénica 
(1, 11, 111 y g) está precedida por un estado 
hiperoxidante (Hansberg, 1996). Se ha reportado que el ciclo de vida asexual se 

induce por desecación o disminución de la fuente 

de carbono (Springer, 1993). Sin embargo, se ha observado que la desecación no es necesaria para 

inducir la conidiación. Es el contacto directo con 

el aire el que promueve la diferenciación (Toledo 

et al., 1986). 

Durante el ciclo asexual se generan tres 

estructuras diferentes: el micelio adherido, el 

aéreo y los conidios (Fig. 6). Durante los primeros 

40 minutos de exposición al aire, las hitas del 

micelio vegetativo (Fig. 7A), que están en 

contacto directo con el aire, se adhieren unas con 

otras y forman el micelio adherido. Las hitas de 

este micelio presentan con el tiempo una mayor 

septación y vacuolización, además de una 

A B 

FIG. 7. Micrografía electrónica de 
los conidioforos (B) de N. crassa. 
Springer. Standlord University, 
FGSC. 

las hilas (A) y 
Fotos de Matt 
tomadas del 
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disminución en el número de núcleos (Toledo et al., 1986). A las 2h de exposición al aire, emergen 

las hitas aéreas del micelio adherido. Éstas crecen y se ramifican en la fase aérea. Después de 8 a 

9h de haber expuesto el micelio aéreo al aire, se forman los conidios en las puntas del micelio aéreo 

por constricción y septación de los conidióforos (Fig. 78). Los conidios son multinucleados. En un 

ambiente seco pueden permanecer en vida latente por muchos años. Cuando encuentran las 

condiciones adecuadas, los conidios germinan y producen hitas nuevamente, con lo que se cierra el 

ciclo asexual (Fig. 6). 

Las EOR y la diferenciación a-xual de Neurospora eras ... 

Durante el ciclo de vida asexual de N. crassa se presentan cuatro transiciones morlogénicas. La 

primera cuando se forma el micelio adherido, la segunda con la formación del micelio aéreo, la 

tercera cuando inicia la formación de los conidios y la cuarta en la germinación. Al inicio de cada 

transición morlogénica se ha detectado un estado de tensión oxidativa o hiperoxidante (Tabla. 4, 

Hansberg et al., 1993; Toledo et al., 1995, Hansberg, 1996 y Lledías et al., 1999). 

TABLA 4. Condiciones oxidantes detectadas al inicio de cada transición 
mortogénica en el ciclo de vida asexual de N. crassa. 

1. OXIDACIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES (Toledo y Hansberg, 1990, 
Toledo eta/., 1994) 

2. OXIDACIÓN DE ENZIMAS ESPECÍFICAS COMO: 
a) NADPH-GLUTAMATO DESHIDROGENASA (Aguirre eta/., 1989). 
b) GLUTAMINO SINTETASA (Aguirre y Hansberg, 1986). 
e) CATALASA (Lledi~ ~tal., 1998). 

3.'0XIDACIÓN, DEGRADACIÓN Y POSTERIOR INDUCCIÓN DE LOS 
_CAROTENOS (Hans!Jerg e_t al., datos no publicados) 

4. PÉRDIDA DEL PODER REDUCTOR CELULAR Y EXCRECIÓN DEL 
DISULFURO DE GLUTATIÓN (Toledo eta/., 1991, Toledo eta/.,1995). 

5. GENERACIÓN DE OUIMIOLUMINISCENCIA DEPENDIENTE DEL 02 
E INHIBIDA POR ANTIOXIDANTES HIDROSOLUBLES OUE 
ENTRAN A LA CÉLULA (Hansberg et al., 1993, Hansberg, 1996). 

También, se observa una inducción escalonada de la actividad de catalasa con cada estado 

diferenciado, de manera que los conidios tienen una actividad de catalasa 60 veces mayor que la del 

micelio en crecimiento exponencial (Hansberg, 1996; este trabajo). 

26 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 



Con base en los datos anteriores, Hansberg y Aguirre (1990) propusieron que la diferenciación celular 

de los microorganismos se da como respuesta a la generación de un estado hiperoxidante 

intracelular. La entrada masiva de oxigeno, la perdida del poder reductor y la insuficiencia en los 

sistemas antioxidantes, rompen el equilibrio REDOX e incrementan la concentración intracelular de 

las EOR. Esto transforma el sistema de un estado estable en crecimiento a uno inestable y transitorio. 

Las células pueden contender con el estado hiperoxidante y recuperar la estabilidad fisiológica 

mediante dos mecanismos: por el aumento en la generación de poder reductor (NADPH) y por la 

activación de la respuesta antioxidante con lo cuál regresan al estado estable original, o bien, por la 

limitación de la entrada del 0 2 • En este caso las células alcanzan un estado estable difere-nte. Durante 

la diferenciación se pueden formar varias estructuras diferenciadas y el estado diferenciado terminal 

es aquel que esta más aislado del 0 2 • La entrada del 0 2 a las células diferenciadas, en un medio en 

el que se puede generar suficiente poder reductor, promueve la germinación y el regreso al estado 

estable de crecimiento. Si la célula no logra compensar el estado hiperoxidante por alguno de los dos 

mecanismos anteriores. muere debido al daño que producen las EOR en el ADN. las proteínas y los 

l~pidos. 

El aumento dramático en la actividad de catalasa durante la conidiación de N. crassa forma parte de 

la respuesta antioxidante que se presenta en cada transición morfogénica. En este hongo se han 

detectado tres actividades de catalasa (Chary y Natvig, 1989), dos de ellas. la CAT-1 y la CAT-3 son 

catalasas monofuncionales (Diaz et al., 2001; este trabajo) y la CAT-2 es una catalasa·peroxidasa 

(Peraza y Hansberg, 2002). La presencia de un gen, que presumiblemente codifica para una catalasa 

peroxisomal indica la existencia de una cuarta actividad que aún no ha sido caracterizada. 

En este trabajo se presenta el estudio detallado de las dos catalasas monofuncionales, CAT-1 y 

CAT-3, como parte de la respuesta antioxidante durante el ciclo de vida asexual de Neurospora 

crassa y en condiciones de tensión. Así mismo, se describe el efecto de la ausencia de la CAT-3 en la 

diferenciación asexual del hongo y su papel durante el crecimiento. 
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OBJETIVOS 

1) Estudiar la regulación de las catalasas monufuncionales CAT-1 y CAT-3 como parte de la 

respuesta antioxidante durante el ciclo de vida asexual de Neurospora crassa y en diferentes 

condiciones de tensión. 

a) Clonar y secuenciar los genes de ambas catalasas 

b) Analizar la inducción de los genes de las dos catalasas en cada una de las estructuras 

diferenciadas del ciclo asexual, durante cada transición morfogénica y en condiciones 

de tensión. 

c) Analizar la actividad de catalasa durante el ciclo asexual y en condiciones de tensión. 

2) Definir si la inducción de la CAT-3, considerada parte de la respuesta antioxidante durante el 

ciclo de vida asexual, esta relacionada con la diferenciación celular del hongo y determinar el 

papel que desempeña en diferentes condiciones de tensión. 

a) Obtener la mutante de cat-3 

b) Analizar los efectos de la ausencia de la cat-3 en el ciclo de vida asexual 

c) Determinar la sensibilidad de la mutante a diferentes condiciones de tensión 

d) Definir si la función de la CAT-3 como enzima antioxidante es redundante o específica. 
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RESULTADOS PUBLICADOS 

Regulación y oxidación de dos catalasas monofuncionales grandes 

Resumen de la publicación: Shaday Michán, Fernando Lledías, James D. 

Baldwin, Donald O. Natvig, and Wilhelm Hansberg. Regulation y oxidation of 

two large monofunctional catalases. Free Radie Biol Med 33:(4) 521-32. 

En este trabajo demostramos que la actividad de catalasa aumenta gradualmente durante la 

conidiación, los conidios tienen 60 veces más actividad de catalasa que las hitas en crecimiento 

exponencial (Fig. 1 del artículo). Las secuencias de los dos genes cat-1 y cat-3 de Neurospora 

crassa, codifican para las catalasas monofuncionales grandes CAT-1 y CAT-3, respectivamente. La 

secuencia del extremo amino-terminal de la CAT-3 indica que esta catalasa es procesada y 

presumiblemente secretada (Fig. 3 y 4 del artículo). Los genes cat-1 y cat-3 se regulan de manera 

diferente durante el ciclo de vida asexual y en diferentes condiciones de tensión (Fig. 5 y 6 del 

artículo). 

La actividad de la CAT-1 fue predominante en los conidios, durante la germinación y en el crecimiento 

exponencial temprano. También se indujo durante el crecimiento preestacionario y con etanol o 

choque de calor. La actividad de la CAT-3 predominó durante el crecimiento exponencial tardío y al 

inicio del proceso de la conidiación. Condiciones de tensión como en presencia de paraquat, H 2 0 2 , 

cadmio, ácido úrico, con un choque de calor o el tratamiento con nitrato, también indujeron la CAT-3 

(Fig. 2 y 6 del artículo). En general, la presencia de la CAT-1 estuvo asociada con estados celulares 

de poco crecimiento y la CAT-3 con estados de crecimiento intenso. 

El paraquat promovió la modificación y la degradación de la CAT-1. El choque de calor provocó la 

modificación y la degradación de ambas catalasas, la CAT-1 y la CAT-3. En esta última condición hubo 

re-síntesis de la CAT-1. Los efectos del paraquat y el choque de calor se observaron solamente en 

presencia del aire y probablemente esto se relaciona con la generación in vivo de oxigeno en singulete. 

La CAT-3 se modificó con una reacción de fotosensibilización por medio de la cual se produce oxígeno en 

singulete (Fig. 7 del artículo). 
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REGULATION AND OXIDATION OF TWO LARGE 
MONOFUNCTIONAL CAT ALAS ES 

S11ADAV M1c11ÁN.• FERNANDO LLF.DÍAs,• JAMES D. BALDWIN,. ... DoNAl.D O. NATVIG,• and W11.111-:LM HANSRERG* 

•instituto de Fisiología Celular, Univcnidad Nacional Autónon1a de México, Méidco, D.F •• Méx.ico; and TOcpanmcnt of" Biology, 
Univcnity orNcw MCJr.ico, Albuqucrque. NM, USA 

(Receiwd S Marcir 2002; Revised 26 April 2002; Accepted 2 May 2002) 

Abstract-The two Neurospora cra.s.sa catalasc genes cat-1 and ccu-3 wcrc shown lo cncodc Cat-1 and Cat-3 largc 
monofunctional catnlascs. cat-1 and cat-3 genes are rcgulatcd difTcn:ntially during the ascx.uat lifc cyclc and undcr 
sh"ess conditions. A stcpwisc incrcasc in catalasc activity occurs during conidiation. Conidia havc 60 times more catalasc 
activity than cxponcntially growing hyphac. Cat-1 activity was predominant in conidi~ during gcnnination and carly 
cxponcntial growth. lt was induccd during prcstationary growth and by cthano1 or heat shock. Cat-3 activity was 
prcdominant during late cxponcntial growth and at thc start of thc conidiation proccss. lt was induccd undcr stress 
conditions. such as H 2 0 2 • paraquat, cadmium. hcat shock. uric acid, and nitratc tTcattncnt. In general. Cat-1 activity was 
associa1cd with nongrowing cclls and Cat-3 activiry with growing cclls. Thc Cat-3 N-tcnninus scqucncc indicatcs that 
1his catalase is proccssed and presumab1y sccrctcd. Paraquat causcd modification and dcgradation ofCat-1. Undcr hcat 
shock both Cat-1 and Cat-3 Wc..Tc modified and dcgradcd and Cat-1 was rcsynthcsizcd. Paruquat and hcat shock cfTccts 
wcrc obscrvcd only in the prc..~cncc of air and are probably rclatcd to in vivo gcncration uf singlct oxygcn. Purificd Cut-3 
wa.,_.:; modificd with o. photoscnsitizing rcaction in which singlct oxygcn is produccd. f' 2002 Elscvicr Scic....icc lnc. 

Keywords-Catalusc. Rcncth"c oxygen spccics. Singlct oxygcn. Stress. Ccll diffcrcntiation. Conidio. Ne11rw1pora 
cras.\·a. Free radicals 

INTRODUCl"ION 

The asexual life cycle of the ascomycete Neurospora 
crassa has been used as a model to study cetl differcn
tiation [ 1.2). When growing hyphae in a liquid mcdium 
are filtered and the rcsulting mycelial mat is cxposed to 
air .. a synchronous process of conidiation is staned. Hy
phae in dircct contact with air adhere to each other during 
the first 40 min. Aerial hyphae begin to grow from thc 
adhered hyphnc after 2 h of air exposure. Thc tips of 
aerial hyphac start fonning conidia aftcr 8-9 h afr cxpo
surc. i\. hyperoxidant state is detcctcd at the start of cach 
ofthcsc n1oq>hogcnctic transitions. A hypcroxidant statc 
is dcfincd asan unstablc. transicnt statc in u·hich reactive 
oxygcn spccics 5urpass thc antioxidant capacity of the 
ccll [3 .. 4 ]. In cach transition. n1assivc total protein oxi-
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dation and dcgradation is detected [5] and specific en
zyme oxidation takes place [6]. Loss of NAD(P)H rc
ducing power. glutathione disulfide excretion. and 
glutathione oxidation characterizes the conidiation pro
cess (7 .. 8]. Oxygen dependent chemiluminescence is de
tcctcd and antiox.idants inhibir chemiluminescence and 
ccll differentiation (9]. lnduction of catalase and other 
antioxidant mechanisms is an expcctcd consequence ofa 
hypcroxidant state [4]. 

Jacob and Orme-Johnson [ 1 O J charactcrizcd a catalasc 
;tctivity from J\'". cras.w1. This catalasc is induccd by 
nitr;ttc an<l 'vas reponed to contain a high-spin fctTic 
dihydropofl"lhyrin [10.ll]. Char')· anc.J Natvig fl2] dc
scribcd the prcscncc of tlucc catulas\!s in ,\º. cra ... ·sa that 
are diffcrcntially cxprcssed <luring thc as\!xual life cyclc 
and in response 10 diflCrcnt stress conditions. Llcdia!'>. et 
al. [ 13.14] reponed that catalascs are oxidizcd in vitro 
and in vivo by singlet oxygcn ( 10 2 ). giving risc to 
ditTcrcnt cataJa..,.e activity bands in zyn1ograrns. To dc
tcnnine thc role of catalascs in ccll diffcrcntiation. it is 
imponanr ro cstablish tite corrcspondcncc of genes and 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



S, ~11< 11'-:-. t"t di. 

t:•llala:-o..: acuv1t1cs and thc cnnditions undcr which thc 
difl'CrL~nt catalasc activitic:-o are.:: induccd and/or oxidizcd. 
J lcrc w.: dctcnninc.::d th.: corrcspondcncc of cut-/ and 
cut··3 gt..'ncs wilh thc t'\V\1 largc rnunofunctional catalases 
of N. crt1.\'su 9 Catalasc-1 (.Cat-1) and Catalasc-3 (Cat-3 ). 
A third catalase activity and gene correspond to a cata
lase-peroxida.~e called Catala.~e-2 [IS]. A founh gene 
predicting a catalase found in the N. crassa genome 
(Whitehcad lnstitute/MIT Center for Gcnome Research) 
(www.genome.wi.mit.edu) has not been charactcrized. 

Accumulation ofmRNA and regulation ofCat-1 and 
Cat-3 activitics during thc asexual li~ cyclc and under 
stress conditions was detcnnined. Paraquat added to a 
culture causcd modification and diuppcarancc of Cat-1. 
Undcr hcat shock conditions, both Cat-1 and Cat-3 wcrc 
modificd and probably dcgraded. Howcvcr. tbcac effccts 
wcrc only obscrved in thc prcsencc of air. "Ibc in vitro 
and in vivo clectropborctic mobility shift of catalascs 
was only obscrved undcr conditions in whicb 10 2 is 
gcnerated ((13,14] and this rcport), suggesting that 10 2 is 
probably formed undcr heal shock and paraquat trcat
mcnt. 

MATERIALS ANO METHODS 

Strains and culture conditions 

The 74-0RS23-IA wild typc strain obtained from the 
Fungal Genctics Stock Ccntcr (FGSC) was grown in 
VogeJ•s minimal medium supplemcnted with sucrose. 

Cata/ase activity 

Catalase (hydrogen peroxide:hydrogen peroxidc 
oxido-reductase) (EC 1.11.1.6) activity was measurcd_by 
detennining the initial rate of dioxygen production with 
a Clark microelectrode [ 16]. Reaction was started by 
injecting catalase,. usually S µI or less.. into a sealed 
chamber filled with 2 mi of 10 mM of H 20 2 in 10 mM 
phosphate buffer (PB). pH 7.8 adjusted by mixing 
Na .. HP04 and K.H 2 P04 solutions. Units (U) are dcfined 
as 'iirnoles o:? produced per min per mg protein under 
thcse conditions. Activity was measured in samples just 
beforc 1oading thern on a gel for clcctrophoresis. 

Catalase activity in polyacrylamide gcls was detcr
mincd by incubating the gel añcr clcctrophoresis. 5 rnin 
in S~ó n1cthano1 and then9 alter rinsing thrcc times """ith 
tap ,,·atcr. 10 rnin in 10 mrwt H:?O:!. Thc gel, rinsed v.:ith 
tap '\vatcr. ""'ªs incubated in a 1/1 mixture of freshly 
prcparcd 2~/º potassium ferric cyanidc and 2% fcrric 
chloride. Blue color dcvclopcd in thc gel cxcept at zones 
whcrc H .. O ... "vas decomposcd by catalasc (12.17]. Stain
ing was ;toJ,pcd by soaking thc gel in a 10% acetic acid 
and 5% methanol solution. 

Ciel 1.•lec.·rro¡1'1,1rc.•.,is 

Onl!-din1cnsional Pl'lyaL-ryta111i.Jt: g1..•I d1..·~1r,,phPr ... ":-oi..;. 
(PAGE) was "'tone acconJing lu thl." J.;i ... ·11unli l1h.·tl11,<l hui 
"vitlll..'lUt sodiurn dodccyl sulfo1c f SUS): ..;.mnpl...·:-- had th' 

Jl-rncrcapr:octhanol and wcrc rl\lt bnikd. F,,r thc tW"' 
dimensional PAGE9 r:hc isoclcctrofocusing: was done in 
5.So/o acrylamide gel in capillaries. containing r:he fol
lowing ampholites: 0.7S% pH 3.S-10. So/u. pH 4.0-6.6. 
1.7% pH S.0-7.0, and 0.8%, pH 2.S-S.O. Samplcs con
taincd 1% pH 3.5-10 ancl So/o pH 4-6.S ampholites and 
IS% glycerol. H 3 P04 12 ,..M was used as anolyte and 20 M 
NaOH as catolyte and elcctrophoresis was nm in a Mini
Protean U (Bio-Rad, Hcrcules. CA. USA) charnbcr 10 min 
at SOO V followcd by 3.S h a 7SO V. One millimeter thick 
plalc gels werc cast with thc gels of thc first dimension 
laycrcd on top ancl werc run at 1 SO V for 2.S h. After thc 
two-dimcnsional clectrophorcsis, gels wcre fixcd and 
staincd for catalsse activity. Position in the staincd gels was 
dctermincd with purificd Cat-1 and Cat-3. 

Cata/ase induction during the ce// cyc/e and 11nder 
different stress conditions 

Catalase induction during thc cell cycle was 1neasured 
in 10 m1 liquid cultures grown from 3 X 105 conidia/ml. 
incubatcd at JOºC and 150 rpm. At diffcrcnt tin1cs .. 
cultures werc rccovercd by fihration. halfofcach cuhurc 
'\\.'as ground in liquid nitrogcn for total RNA isolation. 
and the other hal f "''as trcated "'·ith aceto ne and u sed for 
detennination ofcatalase activity. Ten milliliter cultures 
grown from 3 X 105 conidialml in 400 mi Vogel"s 
medium. at 30ºC .. 200 rpm. were filtered and immedi
ately transf"erred into 10 ml offrcsh medium plus one of 
the following compounds: 10 mM H,o,. S mM paraquat. 
0.3S M Caco,. 0.66 mM FeS04 - 7H,O. 2.S2 mM CuS04 • 

O.IS mM CdS04 • 1 M NaCI. or 1 M sorbitol. Othcr 
cultures were heat shocked at 43ºCT incubated without a 
carbon source. or with 4o/o ethanol as a sole carbon 
source9 without a nitrogen source9 or '\Vith 4.76 mM uric 
acid as a solc nitrogen source. lnduction of catalase by 
NaN03 '\VaS perfonned according to Jacob and Onne
Johnson [10]. After cach treatrnent samples werc pro
ccsscd as described abovc. 

Conidiation ·was induced using myccliurn gro'\Vtl fron1 
1 X 106 conidia/m1in400 mi. incubatcd for 15 and .20 h 
;Jt 30ºC . .200 rpm. Tenor 50 rnl of culture '\Vcrc filtcrcd 
and cxposed to thc air [ 1 ]. Adhcrc-d und aerial 1nycctia 
'\Vcrc isotated and dividcd into '""º puns for RNi\ isnla
tion and catalasc activity dclcnnination. 

C/oning ofcat-1 grno111ir ancl cD.V.·J 

Based on two fragments of' the Cat-1 protcin se
quencc, the dcgcncratcd oligonuclcotides s~ A/\GCA 
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(AGl/\C(CC;T)/\C(CGTJGt ·cc·1 )(o/\(CTJGA(CTJTGGJ' 
and5'(AGfr<;(ACG)/\C(/\C;¡cccAt"GJAG(CT)TC(/\CG) 
GG(ACG)GTCCAJ" "':ere s~Tithc1iz1.."Ü and uscd to runplitY 
a 600 bp scqucncc from gcnor111c DNI\.. ·n1c scqucncc '\vas 
cJoncd into f)CRll (lnvitn,gcn. <.ironingen. Netherland.;) 
yiclding pSM7. '\Yhich was used to hybridizc the Orbach/ 
Sachs cosrnid libr.uy (FGSC). Cosmid D8, EJ, El2, FIO Y 
H7 gave a positivc signa) and ali gave the saine digestion 
pattcm with EcoRI, Hindlll and Kpnl in a Southem blot 
assay. The H7 cosmid was used for direct sequencing of 
cat-1 using the Sanger automatic ftuorcsccnt sequencing 
mcthod (ABI PRJSMJ IO from Perkin.Elmer); sequences 
were assembled using thc GCG software. cat-1 scquence 
was deposited in the GeneBank Wlder acccssion nwnber 
AY02754S. 

Cloning of genomic cat-3 

A cbromosomal DNA Kpnl fragmcnt ( 10.4 kDa) from 
N. crassa containing an open reading framc (ORF) that 
had similarities to catalases wa.c¡ cloned into a pUC 19. 
The cat-3 gene was identified using a portian of the 
cat-R gene of Aspergillus niger [18] in hetcrologous 
hybridization experimenLo; employing a N. crassa cosmid 
library [ 19] (FGSC). A cosmid (G 1 1 H8) carrying the 
cat-3 gene was mapped to the right arm oflinkage group 
111 by restriction polymorphism n1ap analysis [20]. This 
position is consistent with the location of the gene prc
viously designated cat-1 [ l 2]. 

Thc cat-3 cDNA was cloned by reverse transcript
tion-polymerase chain reaction (RT-PCR) with 3' RACE 
System for Rapid Amplification ofcDNA ends (GIBCO
BRL, Rockville, MD, USA) according to the manufuc
turer's instructions. Primer 5'-CCCCATATGCGTGT
CAACGCTCTr-3' containing the ATG of cat-3 anda 
Ndcl rcstriction site was used to amplify a 2.3 kb product 
using total RNA and thc Elonga~e en.zynte mix from 
GIBCO. This sequence was arnplified and cloned into the 
EcoRV sitc of pBKS to yield pSM 1. 

The genomic and cDNA of cat-3 were sequenced by 
the Sanger mcthod and assemblcd using the GCG soft
ware. cclf~3 scqucncc ""·as depositcd in the GencBank 
undcr acccssion numbcr A Y0:?.7544. 

b;o/ation of nuc/eic ac:ids ancl hyhridi=ation anu(\'.'t'CS 

Total RNA -was isolatcd with TRIZOL (GIBCO-BRLl 
according to manufacturcr·s instn.actions. Ten micro
grams of RNA '-''llS loadcd on a 0.7o/o agarosc gel con
taining formaldchydc and run at 60 V. Nucleic acids 
were transfcr to l-lybond-XL mcmbranes (Amershant. 
Buckinghamshirc, UK) ·with a Vacuum Blortcr (BIO
RAD) according to manufacturcr's. instructions and fixed 

\Vith UV light. 1 Iyhridization analy .. i .. \v¡1.,. c:.11Th.·d t.1u1 
"·ith :.1 2.3 kb Spi:I cut 3 cl>N1' frngmcnt fn1111 pSt\11 and 
a 600 bp EcoRI car-/ fragn1cn1 from f"Sl\17. Prohcs '''ere 
labclcd \\.'Íth thi: Rando111 Prinicd DNA Lahcling Kit 
(Bochringer, Mannhein1. Gcnnany). 

In vivo and in 1dtro modificatinn of cata/ases 

Fifty milliliters from liquid culture grown for 15 h 
from 106 conidia/ml were transferred to fresh mediwn 
containing S mM puaquat or subjecr:cd to a heat shock of 
48ºC [12]. Sorne cultures were aeratcd by agitation at 
300 rpm, otbcrs wcrc put in closcd Falcon tubcs fillcd to 
avoid any air chambcr. 

Purificd Cat-3 was modificd by a photosensitization 
rcaction [13]. Cat-3 (SO U/10µ1) in 10 mM PB contain
ing 10 mM uric acid wa." itluminatcd with a ftuorcsccnt 
light source (0.4 W/cm2

) in the prcsence of 1.37 mM 
riboflavin. Histidinc (30 mM) and 5-aminosalisylic acid 
(S mM) were used as qucnchers of singlet oxygen. 

Catalases werc separated by PAGE, loading SO U of 
catalasc activity in each lanc. and analyzed by zyrno
gram. 

RESULTS 

Increased catalc1se acth•ities cluring co11idicuio11 

Catalase activity increascd during thc stationary 
gro\vth phase. Activity '"ª~ higher in adhcrcd hyphac 
than in ,b7l'Owing mycelia and cven higher in acrial hy
phae. Conidia had 60 times more catalasc activity than 
growing rnycelium (Fig. IA). Cell cxtracts ofthc differ
cnt cell structures analyzcd by PAGE undcr nondenatur
ing conditions gave different bands ofcatalase activity in 
the gel (Fig. IB). The band of lower mobility corre
sponds to Cat-1 that is accumulated in conidia. Cat-1 is 
oxidized by singlet oxygcn giving rise to more acidic 
cnzyme confonners [13]. Sorne of these bands. Cat-lc 
and Cat-le .. are observcd in the adhered hyphac .. acrial 
hyphac .. and conidia (Fig. IB). In the zymograms. the 
panially oxidized Cat-lc co-n1igrated '"'ith Cat-3 activ
itv. A third catalase activitv. Cat-2. cxhibitcd a highcr 
c:icc1rophoretic 1nobility th~n Cat-1 and Cat- 3 and ap
pc:ared in acrial hyphac and in conidia ( Fig. 1 B l. Cut·-:? is 
a. t~1Jical catalasc-pcroxidasc similar in scqucncc nnd 
biochcn1istry to thi: bacteria( cnzytncs ( 15). 

(."',u-/ and Ccll-3 ure n·.~11/utecl clijl¡•rt.:ntia/~,. d11ri11g 
tltt.• a . .;e.xuul Níe cyc"-" 

To dcr:cnninc which catalasc activitics are prcsent 
throughout thc asexual lite cyclc .. ccll cxtracts from thc 
dit1Crcnt ccll structurcs \vcrc analyzcd by zymogrJms 
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Fig. 1. Catalase activi1y during thc conidiation proccss. (A) Catalasc 
SfK.."'Citic activity in cxpom.antially growing hyphac CExp). mycclium in 
smtionary growth (Sta), adhcrcd hyphac (Adh). acrial hyphac (Acr). 
and conidia (Con). ( B) Catalasc zymogram of a gel aftcr PAGE of 50 
µ.g protcin/l::mc w.ing cxtracts from cclls indicata:I in (A). 

using two-dimensional PAGE. Cat-1 was the main cata
lase activity in conidia. during genninatio~ of cooidia. 
and initial growth (Fig. 2). The low amount of Cat-3 
activity in conidia disappeared during gennination and 
reappeared after several hours offilamentous growth. At 
thc end of the ex.ponential growth phase. Cat-3 was thc 
prcdominant cata)ase activity; Cat-1 was a minor corn
ponent (Fig. 2). Cat-3 activity increao;ed with adbesion 
of the mycelium. Adhesion marks the start of the 
conidiation proccss and aerial hyphac grow fiom the 
adhered n1ycclium [ 1 ]. Both enzymes cocxisted in acrial 
hyphae. Concurrcnt to conidia formation. Cat-1 ac1ivity 
incrcascd and accumulmcd in conidia (Fig. 2) (4]. 

Cloni11g q_rcat-1 and sequence comptlrison M.'ith other 
cata/ases 

Bascd on thc wnino acid scqucncc of two Ca1-I pep
tidcs. degcncratc oligonuclcotides Wt.."TC dcsigned and uscd 
for PCR reaclions. A 600 bp genomic DNA úagment wa."i 
then uscd 10 ob1ain the entirc cat-1 gene from a cosrnid 

., 
Cat-1a- • 

Cat-3, Cat-1c
Cat-1e- --- -

ca1-1a-

Cal-1•
Cal-3. ca1-1c
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Cat-1•
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Fig. 2. Cat-1 and Cat-3 during thc asexual ce!'ll cycle. Catalasc zymo
gr.11n ofgcls aftcronc(first gcl)o.-two-dimcnsional PAGE(sccond gel) 
of SO µ.g pn>tcin from ccll cxtracts írom conidia. gcnninating conidia. 
mycclium atl.cr 12 h cxponcntial growth. in thc stationary grnv.1.h 
pha.<>c. adhcrcd mycclium and acrial mycclium. Cat-1 in thc two
dimcnsional PAGE zymograms is aligncd to scc thc Cat-3 mohility 
shill which is apprcciatcd to the right of thc dashod linc. Modifü."f.J 
Cat-3 in conidia disappca.-s af\c.- 10 min gcnnination. O:ii;idizcd Cat-1 
confonncr.;; are ohscrvcd in conidia and aner 6 h g1..-nnination. 

library. A long ORF predicL .. a large carala..,.e that corre
sponds to thc Cat-1 activity (sec bcJo\.v). cat-1 is in comig 
2.552 (Whitehead lnstitutc/MIT Ccntcr IOr Gcnon1c Rc
scarch} "'"""°"·.gcnomc:wi.mit.cdu): thc ncarcst 111arkcr is 
co11-6 (contig 2.549) of chro1no~ornc 11. Atnino acids fi.w 
heme binding and for ac1ivity are conscrvcd in the catala.;;es 
sho\.\.'n in Fig. 3. Cat-1 an1ino acid scqucncc is 76cv.. idcn
tical lo Podospo,·a cUL\'<•rina CatA <AJOl 129X). C>4•X1 to 
.-hpergilllls _fi1nligarus CatA (UX7630) (21 J. and 60CYn to 
.-t..1H..~rgill"s nid11lCJn. .. · CatA (U37803) (22). T"vo in frarnc 
ATG codons could gcncr.itc a Cat-1 of765 or 736 an1ino 
acid.; and RS.51 1 or R2..263 Da. 
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L".ncet.lsqC.1 hvqva•sqiip Epv•w'YCVV'T eggkq~Sf kcsvq,1 lKga tdf'.•glo;FFyq XSQllflnYQRE LOGLd!:c. if\.f 
LVkevl;;¡invm QVQia<;¡ad•a E¡::;vwwYGVVT ar~es•eSl s,pqLkVlY.da ~dFt:skFFyq ::sOHRnwqRE LO'.OL.c1st:·.•A! 
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Fig. 3. Cat-1 scqucnce cnmpan...6<1 with olhcr fungal catalases. Cat-1 (Ne). N. cra.ssa Cat-1; CatA (Pa). 1~. mL .. ·eritw CatA (AJOl 12915 '~ 
CatA (AO. A.fumigatus CalA (UR7630) and CatA (An). A. nid11/ans CatA (U37803). Scqucnccd peptidcs are labclt.."'CJ in light gmy: • 
= imron position in thc corrcsponding gene; • = active site amino acid: • = amino acid for hL"me binding. 

By sequencc comparison of the homologous cata
lases .. introns in cat-1 were deduccd. Thc cat-1 has only 
one intron and it has the consensus signal sequences for 
processing. This intron position is conscrved among P. 
anseritia catA and A.fumigatus catA but is not conserved 
in A. nidulans catA. A second conserved intron in A. 
fi1n1igatus and A. nidulans genes "·a....;; absent in cat-1. 

C"/011i11g <~f· cat-3 e1ncl atnino e1cid seq11e11ce comparison 
u·irh other cura/ase ... · 

.-'\ chron1osomal DNA Kpnl fi-..tgn1cnt frorn N. cra . .;sa 
containing a putativc cata1asc gene ""ªs cloncd. scqucnccd 
and subjcctcd to ORF analysis. A long ATG-initiating ORF 
prcdicts a cata1ase of 716 an1ino acids (78.850 Da) that 
corresponds to Cat-3 activity (scc below). cut-3 is in contig 
2.42 (Whitehead lnstitutc/MIT Centcr for Gcnomc Rc
search) ('-""'""'""·Scnome.wi.mit.cdu) thc nean:st marker is 
111i'p-I in chromoson1c 111. ·lbc pf"Cdictcd Cat-3 sequence is 

73% identical to P. anserina CatB (AJOl 130). 68% to 
Claviceps pwpurea Cat 1 (AJOO 1386) [23 ]. 63% to A. nidu
lan< CatB (UR0672) [24]. and 62o/o to A. famigams CatB 
(U87850) [25]. Amino acids imponant for binding of the 
heme and for activity are con.o;;crved in ali d1ese cata1ases 
(Fig. 4). A putative signal peptide consisting of a highly 
hydrophobic and basic scquencc at thc N-tcnninus is 
prescnt in ali Clf thcn1 (Fig. 4) and is probab1y u~c:d for 
sccrction [21 .23] (scc hclon"). 

A car--3 cDNA was mnplificd hy RT-PCR ..-snd thc 
rcsulting DN.·\. frag1ncnt was c1oncd and seq:.JL"nccd. 
car-3 has t·wo introns '\vith conscnsus splicc signa.Is. Thc 
first intron is conscrvcd in a11 fivc cata Jase shon n in Fig. 
4: the second intron is prcscnt nnly in C. pu1p11rc..•.1 c.·t11-I. 

Prin1cr cxtcnsion cxpcrirncnts indicatc that c."tu-3 tran
scription initiatcs at -250. -87. -36. and - 11 (not 
sho\A.'11). Other n1inor sites are rJthcr irnprobable .;,taning 
sitcs. Thc tcm1ination and poly-adcnylation site~ wcrc 
dctcm1incd by scqucncc analysis (AY027544). 
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keagvya,g. aqd.evikove eGLkVPkt"l• RFa.vOqddee 
gqdegvvvga gveqvvkgve ect.rvPrylg RFpvoegaa 
g •• aQVymrn at.at.1vgdfq kGLakFkftd RP~tk--
avegvyvad.a vdes!annle eGLtvFkt""l.d Rf•lDade-
srdgvyvaqs vtddt"andlk eGLrt.Fkfld ftFpvDh---
---------- ---------- -GL--F---- RF--D----

Fig. 4. Cat-3 sequcncc comparOO with other timgal catalascs. Cat-3 (Ne). N. crassa Cat-3; CatB (Pa). P. aruerina CatB (AJOl 1309); 
Catl (Cp). C. purpurea Catl (AJ001386); Cate (Anl. A. nidulans CatB (U80672); and CatB (Af). A .. fimligatu.v CatB (U878SO). 
Conscrvcd w:nino acids ofthc peptidc signal-scquc:ncc are lahcled in dark gray and possiblc proccssing siles ai-c indicah.-d and un un-ow 
indicatcs the star1 of thc matun: pn>tcin. Thc scqucnccd N-tcnninal pcptidc and of an intcmal pcpt:idc is labclc..'1 in light gray; • = 
intron position in thc con-csponding gt."Tlc; • = acti"e "iitc amino acid; • = amino acid for heme binding. 

cut-1 encocle~· CutaltL•ie--1 and cat-3 encude. .. · 
Catafase-3 

N. crassa has four catalasc activities. To cs.tablish 
the corrcspondence bctwccn genes and activitie~. thrcc 
N. crasstt catalases wcre purified and N-tenninal or 
interna] peptide amino acid sequcncc dctennined. Pu
rificd Cat-1 was digcstcd with cndolysin-C and thc 
resulting peplides werc separatcd by bigh-perfor
rnancc liquid chromatography (HPLC). One 15 and 

t'\vo 12 amino acid long scqucnccs are prcdicted by thc 
scqucncc in Fig. 3. indicating that car-/ gene encodc~ 
Cat-l. 

Only 5-IO•Yo ofthe analyzcd Cat-3 for thc N-tenninus 
generatcd a 27 amino acid sequcnce that corrcspond to a 
proccsscd Cat-3 cnzymc (Fig. 4). Thc rcst ofthc catalasc 
secmcd to havc a blocked N-tenninus. To climinatc a 

possiblc contaminalion wilh another catalasc. an interna) 
peptide of Cat-3 was scqucnccd. Thc scqucncc of l R 
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Fig. S. cat-1 and car-J mRNA accumulation during the asexual lifc 
cycte. (A) Northcrn analysis using cat- J and cat-3 cDNA as probcs 
and total RNA from conidia (con). and mycclia during gt..-nnination 
(genn): logarithmic growth (log). prestatinnary grov.'lh phase (pn~·-sta) 
and stationary growth pha.'ic (sta). (B) I'onh"-'TTI analysis using car-/ 
and cat-3 cDNA as prohes and 1otal RNA from adhcrcd mycclium and 
ac.."1-ial mycclium al diffcrcnt timc.<i. rRNA i~ shown as a loading conu·ol 

amino acids from an endolysin-C digestion peptide con
finned the correspondence between Cat-3 and thc prc
dictcd sequence ftom cat-3 (Fig. 4). Because the five 
catalases shown in Fig. 4 contain a putative signa) pep
tide for secretion, our results suggest that Cat-3 is pro
cessed at the amino tenninus f"or secretion. 

Regulation ofcat-1 and cat-3 d11ring the N. crassa 
life cycle 

Only cat-1 mRNA was accumulated in conidia. but 
disappeared at the stan of gennination (Fig. SA). How
cver. cat-3 mRNA is obscrved in gcnninating conidia 
'\vhen subjcctcd to stress conditions such as intense light. 
a sourcc of singlct oxygen. or when carotenes are abscnt 
[ 14] (sce bclow). ccu-3 mRNA appeared in gro'\ving 
mycclia (9 h). accumulatcd in the late cxponential 
growth phasc ( 18-24 h) and dccreased in the stationary 
growth phase (Fig. 5A). ct11-J mRNA progrcssively ac
cumulatcd during the prestationary and early stationary 
growth phasc ( 18-33 h) and decrea.~cd thereafier (Fig. 
SA). cur-3 and cat-1 mRNA were prescnt during adhc
sion of" hyphac (Fig. 5B). and both diminishcd af"ter 1 h. 

In a~rial h~1 ... hac cat-·3 111l{N1\ wu..;. t.h.•h .. ·ch:tl al thc smn ,,f 
conidiati1."'ln (S-9 h) o.tnd dccn.·a!'>cd alic1"'\\.'o:trds. and ,·at· I 
incrcascd "'"hen conidia are fnnncd and thcn:o:•ticr ( 10 18 
h) (Fig. 5B). 

Regll/t1tio11 of cat-1 and cat-3 und<•r stress condir ion.\· 

Growing mycelium was subjcctcd to diffcrcnt stress 
conditions and. after 3 or 6 h under stress. total catalase 
activity and zymograms. and cat-1 and car-3 mRNA 
levels were dc1cnnincd. There was a substantial increa.o;e 
in total catalase activity with paraquat and heat shock. 
and a modcratc increase with uric acid and transition 
metal ions. Otbcr stress conditions produccd no or only 
slight changes in total catalase activity (Fig. 6). lncrcascd 
Cat-1 activity and accumulation of cat-1 was observcd 
with high salt and with cthanol as solc carbon sourcc 
(Fig. 6, lanes 9 and 13). Under the other stress condi
tions. cat-1 mRNA decreased or disappeared. 

Cat-3 activity and cat-3 mRNA accumulation in
creased with H 20 2 • paraquat. cadmium, heat shock. uric 
acid, and nitrate. The induction of Cat-3 and cat-3 
mRNA by paraquat was higher than with H 2 0 2 (Fig. 6. 
Janes 3 and 4). A high concentration of" CaC03 in the 
growth medium increases catalasc activity due to H 2 0 2 

production by induccd glucosc oxidase activity [26]. 
Under such condition accumulation of car-3 mRNA also 
increased (Fie. 6. Jane 5). Transition metal ions. such as 
Cu(ll). Fe(lll and Cd(ll). incrcascd C:at-·3 activitv. but 
aftcr 6 h car-3 mRNA accu1nulation was only ob~ervcd 
\Vith cadmium (Fig. 6~ lancs 6-8). High sah did not 
affect Cat-3 activity and sorbitol decreascd it. Heat 
shock increased Cat-3 activity and accumulation of its 
mRNA (Fig_ 6. Jane 11 ). Other stress conditions assaycd 
included carbon starvation. growth with ethanol as a sole 
carbon source. nitTogen starvation. and growth with uric 
acid as a sole nitrogen source. Only in the la..~t condition 
was increased Cat-3 activity and car-3 rnRNA accumu
lation observed (Fig. 6. Jane 15). In comparison to am
monium. nitrare as nitrogcn source increased Cat-3 ac
tivity and car-3 mRNA accumulation (Fig. 6. Janes 16 
and 17). 

Car-/ and Car-3 are mod[fied d11ri11g tht.• t1.'1i<!X1ta/ Nft_• 
c..:1-c/e a1ul 1111dc!r stres ... · conditions 

Cat-1 is modified in vitro and in vi\'o conditions \vhcn 
singlet oxygen is fonncd [ 13.14]. During thc asexual ccll 
cycle. rnobility changes of" Cat-1 and Cat-3 \Vcre ob
scrved (Fig. 2 ). For Cat-1 this was particularly evidcnt in 
conidia and aticr 6 h gcnnination; Cat-3 modification 
wa.o; ah."•ays obscrvcd but not when it is synthcsizcd aftcr 
6 h gennination. A mixture of un1nodificd and nuxiificd 
Cat-3 ""3S ob~crvcd in thc adhcred hyphac (Fig:. 2). 
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Fig. 6. Cat-1 and Cat-3 in mycclia undcr ditTaent strcso;, conditions. Gmwn mycclium was lransfcrrcd into fn .. ash 1ncdium and subj ... '"Clcd 
to st.rc...--ss condition..'i for 3 or 6 h. Halfofeach cullun: was uscd far catalase nctivity dctenninatiun and thc othc..~ half for RNA cxtrnction 
and nonhem analysis. Bars indicatc catalasc spccific activity. bdow bars thcrc are zymograms and northcm hlots using ei1hcr cut-/ 
or cat-3 cDSA as probcs and rRNA as loading control. Lam .. ~ 1 and 2. without stress for 3 or 6 h; stn .. ~" condi1ions lbr 3 or 6 h. 
indicatcd in cach lanc. WL'TC: 10 mM H202; s mM paraquat; 0.35 M CaCO,; 0.66 mM FcS0.,.-7H20; 251: inM cuso_.; O.IS mM 
CdSO.: 1 M NaCI: 1 M sorbitol: HS = hcat shock at 43ºC: C(-) = without a carhon sourcc; ErOH = -4~0 cthnnol as a solc car-bon 
sourcc; N(-) = without nitrogcn sourcc; uric acid = 4.76 mM uric acid as a solc nitrogcn sourcc; NH,. = grown in NH.,.CI ns nitrogen 
sourcc; NO~ = grown in Na2 NO., a."i nitrogen sou:rcc. 

Stress conditions in which Cat-3 was induced were 
testcd for modification ofCat-1 and Cat-3. Paraquat is a 
redox cycling compound that requires thc prescnce of 
0 2 • Thus, paraquat wa..o,; added to a culture in thc presence 
or absence of air. In the course of 6 h in a.ir. Cat-1 
activity disappeared. and thcrc was a marked increase in 
Cat-3 plus Cat-lc activity. This Ianer change "-'as not 
obscrvcd in thc abscncc of air (Figs. 7A and 78). Cata
Jasc activities fron1 heat shocked cultures in the presencc 
or abscncc of air wcre analyzcd by PAGE and zymo
gratns of thc gds. Catalasc activity increased during thc 
first 3 h of heat shock. During this pcriod. n1ost of Cat-1 
and Cat-3 unde~·ent a shift in clcctrophorctic rnobility. 
Thcse cffccL~ ""·ere only obscrvcd in thc prcscnce of air 
(Figs. 7C and CD. lane S }. Cat-1 rcappcarcd after 6 h of 
hcat shock and a promincnt smcar indicatcd the gcnera
tion of modified catala..c;;.e confonncrs (Fig. 7C. Jane 6). 
No changcs "·ere appa.-ent in thc zyniogr.uns in 1hc 
abscncc of air. These rcsuhs suggest thal under heat 

shock induction._ modification, and tumovcr of calalases 
depend on tbc prcsence of O:?· 

Because catalase oxidation (Cat-1 and Cat-2) has 
been only observed under condhions in which singlet 
oxygen is produced [ 13,14). purified Cat-3 was sub
jected to a photosensitiza1ion reaction that produces sin
glct oxygen. After 3 h in the prescnce of riboflavin and 
light. the elcctrophoretic mobility of Cat-3 incrcased 
(Fig. 7E) similarly to othcr catalascs. Thc prcscnce of 
singlet oxygcn qucnchcrs such as histidinc and 5--mnino
salicylic acid prevcntcd this chm1gc. 

DISC.:'l..'SSION 

Two catalasc genes cut-/ and cc11-3 "vcrc cloncd and 
thc corrcsponding enzymcs Cat-1 and Cat--3 idcntificd. 
Rcgulation ofthese enzymc activitics during thc asexual 
litC cych: of N. c:ra•.-...-a and under stress conditions """O:IS 
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Fig. 7. Oxidation of Cat-1 and Cat-3. (A-D) zymograms or gels atlcr PAGE ofprotcin cxtracts from growing mycdium. (A 1 Trcnh.Ü 
with paraquat in lhc prcscncc ofair. (B) with paraquat in thc abscncc ofair. (C) hcat shock (48ºC) in thc pn .. -s'-~cc ofair: (0) hcat shock 
{48ºC) in thc abscncc ofair. lancs t-6 indica.le o. O.S. l. 2. 3. and 6 h incubation; bclow cach zymogr.un total cntala"oc activit~· rclath:c 
to initial activity is indicatcd; ( 13) purificd Cat-3 oxidized by a ph'-'losen.,..ilizing rca~tion. l...anc 1 withCtut trcaurn .. ,¡t: lanc 2 illumimnc:J 
for 3 hin thc abscncc of riboflavin; lancs 3-6. i11uminatcd in thc pn:·scncc of rihoflavin for 0.5. l. 2. or 3 h; lanc 7. illuminah.oJ for 
3 h in thc prcscncc nf ribotlavin and JO mM histidinc; lan~ 8. illuminalt.-d for 3 h in thc pn:st.-nce of .-ihnllm:in and .S mM 
5-aminosalisylic acid. A dashcd linc is includcd to bcttc .. 'T apprcciatc 1hc mobili1y changes of Cat-· I ami Cat - ). 

detennined. Both catalases were oxidized in vivo prob
ably by the reaction of 10 2 with the porphyrin. 

Cata/ase genes and activities 

"Jñe two genes reponed cncode large catalases (~80 
kDa monomer). Likc N. crassa. A. famigatus. A. nidu
lans. and P. un.serina. also have two targc catalases 
([21.22,24,25). AJOl 1298; AJOl 1309). Thcsc cnzymcs 
be)ong to a family of catalases from bacteria and fungi 
that havc a flavodoxin-likc domain al thcir C-tcnninal 
[27]. In contrast to small catalascs (-60 kDa mono1ner). 
thc prcscncc of this don1ain impairs binding of NADPH 
in large catalascs [28.29). Al lhc protein leve) ovcrall 
scqucncc idcntity bet'\\'een Cat-l and Céit-3 is 36%, ·with 
only 29o/o sequcnce identity in the C-tcnninal domains. lf 
thc C-tcrminal is not considercd. scqucncc identity riscs 
to 44~-ó. Despi1c this rclative low similarity .. the thrcc
dimensional structurc of thc C-tenninal domain front 
both cnzymes is vcry similar among them and similar to 
the corrcsponding HPll from Escherichia co/i ([30). Diaz 

et al., in preparation). The function of this domain re
mains to be dctennined. 

In conttast to small catalases. Cat-1 and Cat-3 are 
thenno- and photo-resistant and withstand denaturation 
by extreme pH and high concentrations of denaturants 
[3 l ). Both cnzymcs have a chlorin instead of ferro
protohcme IX [11.13]. both endure molar concentrations 
ofl-1:?0:? and have a lower sensitivity to azidc inactivation 
([31 ]. Diaz et al., unpublished)-

The sequence of the Cm--3 N-tcnninus and of thc 
proccssed enzy111e indicate.;; that this catala.sc is probably 
s.:'-'=reted. Catalases hon1oloi..:ous to Cat-3 ha'\·c a sin1ilar 
sibT'flal pcptidc that is proc;ssc-d tOr sccretion [3.21 ]. In 
fact~ ca.talase activity was dt.!teclcd in the 1?rO'\\"lh tnc-
dium. ""'hkh could correspond 10 Cat-3. -

c~11-J has two in ti-ame translation initiating codons. 
.·'\.lignmc:nt with thc Cat-1 hon1olog.ucs (Fig. 3) and test 
codc prcdiction favors the sccond initiation site. Uesides. 
only chis sitc is in thc right contcx.t (CCC.-'\.CCAUG). 
Thus~ translalion fron1 thc first sitc is unlikclv. lí trans
lated from the sccond sitc. Cat-1 wnuld slill l;avc a long 
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anc.J lonsc N-lcnninus. si111ihtr ltl thc homologous E. c:oli 
l IPJI. No JclincJ clcctrnn dcnsi1v ti.lr thc first 26 amino 
acids 'vas fi:n1nd in thc llPJJ cr:Ystallographic structurc 
[30]. This was also obscrvcd in thc Cat-1 structurc (Diaz 
et al .• in preparation). lñc N-tcm1inus ofthc Cat-1 does 
not havc a rccognizable signa) pcptide, however. thc 
cnzynie was found to be associated mainly to the cell 
wall of conidia [32). 

Becausc both cnzymes are at least panially extracel
lular, their resistance could be related to the barsh con
ditions of the environments wherc fungí genninatc and 
grow. In contrast. small catalases in~imal cells only 
rcquire acid rcsistance for their perox.isomal localization. 

Cata/ase regu/ation during tite asexual life cyc/e and 
under stress conditions 

Cat-1 and Cat-3 are present throughout Che asexual 
life cyclc of N. crassa but are exprcsscd diffcrcntially. 
Due to its accumulation in conidia,, Cat-1 accounts for 
most of' the activity during gcnnination and initiation of 
growth. The homologous catala.-.e of Cat-1 in A. nidu
/ans, CatA, is spccifically accumulated in spores and 
conidia from a CatA mutant strain are sensitive to hy
drogcn peroxide (22]. Titis indicates the imponancc or 
catalasc for gcnnination in substrates. such as plant ma
terial, that can gencrate considerable amounts of hydro
gen peroxide through NADPH oxidase [33). 

Cat-1 was the main activity during the early expo
nential growth phasc in nutrient liquid medium under 
non-stressed conditions. On thc othcr hand,, during the 
late exponential growth phase, Cat-3 was the predomi
nant activity and cat-3 mRNA accUDlulated. However, a 
low level of Cat-1 activity was always prcsent during 
growth. In the prestationary growth phase whcn growth 
is restricted by increasing limitation of nutrients, tbe 
Cat-1 and cat-1 rnRNA incrcased. 

"lñere wa.-. a stepwise incrcase in catalase activity 
from the growing tnycelium to the quicscent conidium. A 
hyperoxidant statc is generated at the stal1 of each mor
phogcnctic ttansition of thc conidiation proccss [3.4). 
Thus .. an increa.<.;e in catalase activity with the appearance 
of each di fTerentiated cell structure is an expccted con
sequencc of a rccurrent hypcroxidant state during the 
conidiation proccss. In acrial hyphae~ cat-3 mRNA in
crcascd transicntly at the stan of conidiation. Tile larg:est 
incrcasc in catalase activity occurs after formation of 
conidia whcn c<ll-1 mRNA is accun1ulated and Cat-1 
builds up to constitute 0.6o/a oftotal conidial protein [31 ). 

At thc stan of gcrmination a h)tpcroxidant state is 
dcvclopcd: this leads to total protcin oxidation. Thc 
apparcnt Cat-1 turnover increases in conidia subjec1ed to 
stress conditions that can generate singlct oxygen (14]. 
Whcn thesc resulL-. wcre published only one gene had 

hccn dc-tcctcJ (Ualdwin . .J. l ..• :.111d ll. C>. :'\.:a1vi¡!. Ahs1r. 
1 Rth Fungal Gcnc1ics (_ ·nnf .• ah..;.1r. 15. p. :; 1. 1 '>'>5) mu.l i1 
wa...;. suggestcd lhat undcr tlhlsc ... trc ... s Cl11u.Ji1illllS il '"•IS 
car·-1 1nRNA thc onc m:cu111ulatc<l ( 14 J. \\'ith 1hc icJ.:n
tification of 1hc t'\A.'O genes cncoding Cut 1 :.uut Cat -3 
(this report) .. wc now know that thc mRNA accu1nulatcd 
in conidia undcr stress corrcsponds to Cat-3~ and not 
Cat-1. 

Cat-3 activity and cat-3 mRNA increased in mycelia 
subjected to stress conditions, such as H 20 2 , paraquat., 
cadmium, heat shock, uric acid, and nitrate trcatment. 
cat-/ rnRNA accumulaled only in a nulrient depleled 
medium or with an inadequate carbon sourcc for N. 
crassa such as ethanol. '"Iñus, both genes are differen
tially regulatcd during the asexual lifc-cycle and in re
sponse to stress conditions. Cat-3 activity probably in
creascs when cells respond to stress conditions that can 
be rapidly compcnsatcd and growth is resurncd. Cat-1 
activity augments when cells have to respond to sevcre 
stress that impairs growth and a resistant cell structure 
for survival has to be made, such as arthrospores or 
conidia. Cat-3 associated to growing and Cat-1 to non
growing conditions can be obscrvcd in thc transition 
from exponential growth to the prestationary and early 
stationary growth phasc. and in thc transition fron1 gro'\v
ing aerial hyphae to nongro,ving conidiatcd acrial myce
lium. In general, catalase activity in N. cras .... ·a is rcgu
lated at the lcvel of mRNA conccntration~ in contrast to 
the A. nidulans CatA that is regulated at thc 1cve1 of 
translation [34]. Ho'\\•evcr. catalasc regulation also opcr
ates at thc lcvcl of enzyme dcgradation (scc bclo\.v). 
Because both catalascs are apparently very sirnilar,. it 
would be interesting to know if there are panicular 
aspects that makes onc more suitable for growing and the 
other for nongrowing cells. Altcrnatively, this regulation 
could only be a reftection of gene expression of a similar 
enzynie under different conditions. Because Cat-1 is 
prcscnt at a low level in a growing liquid culture .. it 
would be interesting to detenninc ifCat-1 is localized to 
the nongrowing pans and Cat-3 to the growing tips of 
hyphae. 

Oxidation ofcutalczses h)' 1 0~ 

Cat-1 and all catalascs so far tcstcd are oxidizcd in 
vitro [ 13] and in vivo [ 14 J undc:r conditions in which 
~inglct oxygcn is gcnerated. M<ldification '':as tn1ccd to 
the heme ([ 13 ]. Diaz et al.~ in prcpar.uion ). During thc 
a.o;exual lifc. mobility changcs of Cat-1 and Cat-3 "''ere 
observcd (Fig. 2). Funher evidcnce that Cat-1 and Cat-3 
are oxidizcd in vivo are prcscntcd in Fig. 7. Cat-1 "vas 
rnodificd whcn g:rowing rnycclium is subjcctcd to hcat 
shock or paraquat. Paraquat tn:atn1cnt causcd Cal- 1 to 
disappear in the course of 6 h and hcat shock for more 
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than 2 h produccd a snu.~ar of Cm- 1 activity. Ra~.,id 

clcctropho.-ctic n1Clhitily shiti of cuan.Jase occurs whcn 
singkt oxygcn is produccd: Cut 1 protcolysis was .:x
cludcd and othcr reactive oxygcn spccics do not ntodify 
thc clcctrophorctic n1obility of catalascs l 13 .. 14]. TI1us~ 
changcs obscrved in Figs. 7A and 7C probably indicate 
oxidation ofCat-1 and Cat-3 by singlet oxygen. 

With paraquat Cat-1 is oxidized and degraded,. and 
Cat-3 is synthcsizcd. Undcr hcat shock both Cat-1 and 
Cat-3 are oxidizcd and dcgradcd and Cat-1 is rcsynthe
sized. Total activity increascd during thc first 3 h and 
decrcased thcreaft:er,. suggcsting simuJtancous synthcsis 
and dcgn¡dation. Cat-1 and Cat-3 activity is hardly 
affected upon modification by singlet oxygen (Fig. 7E) 
(Dlaz et al .• in preparation). In the absence of o,. no 
changes wcre observed with paraquat or hcat treatment.. 
indicating 0 2 involvcmcnt in Cat-1 and Cat-3 modifi
cation. Thesc experirncnts and previous dada suggcst 
intracellular singlct oxygen formation (13,14]. Under 
photoscnsitization conditions that can form singlet oxy
gen .. purified Cat-3 was modified giving rise to a more 
acidic enzyme confonner. The shift. in electrophoretic 
mobility observcd in Cat-3 is smaller than in Cat-1. The 
reason for this difference is not known. ~e resulL.; in 
Fig. 7 also suggest that modified Cat-3. like oxidized 
Cat-1 .. turns over more rapidly than rhe nonmodificd 
enzymes. TI1c half-Jif'e ofrhe diffcrcnt enzyme confonn
ers is currently bc::ing investigatcd. 
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El desarrollo asexual de Neurospora crassa se incrementa en las cepas 
mutantes que no tienen CAT-3 

Resumen de la publicación: Shaday Michán, Fernando Lledías y Wilhelm 

Hansberg. Asexual development is increased in catalase-3 null mutant 

strain (sometido para su publicación a Eukaryotlc Cell). 

Utilizamos el desarrollo asexual de Neurospora crassa como sistema modelo para determinar las 

causas de la diferenciación celular. La exposición de una masa de micelio al aire induce la adhesión 

de las hitas y a partir de éstas crece el micelio aéreo en donde finalmente se forman los conidios. Los 

resultados previos muestran que un estado hiperoxidante se genera al inicio de cada transición 

morfogénica y que la actividad de catalasa aumenta durante la conidiación. La catalasa-3 (CAT-3) se 

induce durante el crecimiento exponencial y en diferentes condiciones de tensión. En este trabajo 

analizamos el efecto en el crecimiento y el desarrollo asexual que presentan las mutantes que no 

tienen CAT-3. 

La ausencia de CAT-3 no se compensó con otras catalasas, aun en condiciones de tensión oxidativa, 

y las colonias de las cepas mutantes fueron sensibles al H 2 0 2 • En contraste con la cepa Wt en la que 

~e observó que una fracción de catalasa se secreta, en las mutantes cat-3 no se detectó actividad 

extracelular de la enzima. Las colonias de las cepas mutantes que se hicieron crecer en la oscuridad 

tuvieron niveles elevados de carotenos como consecuencia de la tensión oxidativa. El incremento en 

la aeración de cultivos líquidos promovió una mayor adhesión de las hitas y la oxidación de las 

proteínas. 

Comparada con la Wt, la mutante cat-3 produjo seis veces más micelio aéreo y conidios sobre las 

masas de micelio expuestas al aire, que es el resultado de la formación de un mayor número de hitas 

aéreas. También las colonias de las cepas mutantes mostraron más micelio aéreo y conidios y la 

oxidación de proteínas en estas colonias fue tres veces mayor. En cultivos estacionarios las hitas 

aéreas de las cepas mutantes emergieron mucho y en mayor cantidad que en la cepa silvestre, 

Estos resultados indican que la tensión oxidativa, debido a la ausencia de la CAT-3, induce la síntesis 

de carotenos, la adhesión de las hitas y el desarrollo de más micelio aéreo y conidios. 
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Abstract. 

We use asexual development of Neurospora crassa as a rnodel system to 

determine the causes of cell differentiation. Air exposure of a mycelial rnat induces 

hyphae adhesion which grow aerial hyphae which in turn form conidia. Previous 

work indicated developrnent of a hyperoxidant state at the start of" these 

morphogenetic transitions and a Iarge increase in catalase activity during 

conidiation. Catalase-3 (Cat-3) increases during exponential growth and is induced 

by dif"ferent stress conditions. Here we analyzed the effect of cat-3 null mutant on 

growth and asexual development. The lack of Cat-3 was not compensated by other 

catalases even under oxidative stress conditions and cat-3 null mutant colonies 

were sensitive to H 20 2 • Wild type (Wt) resistance to external H~02 was due to 

Cat-3 secrction. cat-3 mutant colonies grown in the dark produced high lcvcls of 

carotenes as a consequcnce of oxidativc stress. In Cat-3 mutants, increased aeration 

in liquid cultures lead to increased hyphal adhesion and protein oxidation. 

Compared to Wt, cat-3 mutant strains produced six times more aerial hyphae and 

conidia in air exposed mycelial mats as a result of higher number of aerial hyphae; 

protein oxidation in colonies was three f"old higher and showed more aerial hyphae 

and conidia; mutant strains developed acrial hyphae earlier in standing liquid 

cultures. Results indicate that oxidative stress due to lack of Cat-3 induces 

carotenc synthesis, hyphal adhesion, prccocious devcloprnent of more acrial 

hyphae and conidia. Light cxacerbates oxidativc stress and incrcascs furthcr 

carotenc synthesis and ccll differcntiation. 
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lntroduction 

Our goal is to dctcnninc what causes ccll diffcrcntiation using thc a::;.:xual lile cyclc 

of" Neurospora crassa as a model systcm. There is a wealth of information about thc 

genetics, biochemistry, physiology, cellular and molecular biology of N. crassa and 

its genome has been recently sequenced by Whitehead Institute/MIT Center for 

Genome Research (www--genome.wi.mit.edu). 

A synchronous process of"asexual spore (conidia) f"ormation is started when 

an aerated liquid culture is filtered and the resulting mycelial mat is exposed to air 

(Toledo et al., 1986; Springer and Yanofsky, 1989). Filaments (hyphae) in direct 

contact with air adhere to each other within 40 min, adhered mycelium starts 

growing aerial hyphae after two hours and conidia are formed at the tips of the 

branched aerial hyphae after 8-9 h of air exposure. Thus, formation of conidia from 

growing hyphae involves three morphogenetic transitions: growing hyphac to 

adhered mycelium; adhered mycelium to aerial hyphae; and aerial hyphac to 

conidia. 

A hyperoxidant state develops at the start of these morphogcnctic transitions 

(Toledo and Hansberg, 1990; Toledo et al., 1991, Hansberg et al., 1993, Toledo et 

al., 1994; Toledo et al., 1995). A hyperoxidant state is defined as an unstable, 

transient state in which reactive oxygen species (ROS) surpass the antioxidant 

capacity of"the cell (Hansberg and Aguirre, 1990; Hansberg, 1996). The occurrence 

of a hyperoxidant state is indicated by oxidation of total protein that occurs at thc 

start ofthe aforementioned morphogenetic transitions (Toledo and Hansberg, 1990; 

Toledo et al., 1994 ). Glutamine synthetasc and glutamatc dchydrogenasc oxidation 

occurs during adhesion of hyphae, formation of acrial hyphac and rcturn to thc 

growth-state (Toledo et al., 1994; Toledo et al., 1995). Catalasc is modificd during 

conidiation (Hansbcrg, 1996) and in vitro duc to thc rcaction of singlct oxygcn ( 10 1 ) 

with its heme (Llcdías et al., 1998). Also, during gcrmination of conidia, total 
.-- ~ 
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protcin oxidation and catalasc oxidation by 10:? incrcascs 'vith light. a sourcc or 10 2. 

or insufficicnt 10:? qucnching by carotcncs (Llcdias et al .• 1999). 

Jn studics on thc activity ofantioxidant cnzymcs during thc asexual lifc cycle 

of N. crassa, large diffcrences in catalasc specific activity were observed. Therc was 

a step-wise increase in catalase activity during the process that leads to formation of 

conidia (conidiation). In fact, conidia have 60 times more catalase activity than 

hyphae growing in liquid medium (Hansberg, 1996, Michán et al., 2002). Cat-3 and 

catalase-1 (Cat-1) constitute the main catalase activities and are differentially 

regulated during the N. crassa asexual lif"e cycle. Cat-3 activity increases during 

exponential growth and is induced by different stress conditions (Michán et al., 

2002); Cat-1 increases at the pre-stationary and early stationary growth phases and 

is accumulated in conidia (Díaz et al., 2001; Michán et al., 2002). 

Most ofthe hydrogen peroxide (H202) in cells comes from supcroxide (02-) 

dismutation. 0 2 - arises mainly by electron leakage from thc rcspiratory chain and 

from the activity ofcnzymcs, such as NADPH oxidase and other oxidases. 02· is 

disrnutated by superoxide dismutase (SOD) to form H 20 2 and dioxygen (02 ). There 

is a cytosolic, a mitochondrial and sometimes an extraccllular SOD. There is also a 

high redundancy of enzymes for disposition of H 202: catalases, 

catalase/peroxidases, peroxidases and peroxiredoxins. If02- and H 202 disposal is 

insufficient, hydroxyl radical (HO") is formed from H 2 0 2 reduction by metal ions 

and 10 2 is formed by spontaneous dismutation of02-, metal catalyzed reaction of 

0 2- with H 2 0 2 and decomposition ofH2 0 2 by diffcrent compounds (reviewcd in 

Lledias and Hansbcrg, 2000). Jnstead, in thc prcscncc of SOD and catalasc. 0 2- and 

H 20 2 are convcrtcd quantitativcly into water and 0 2 • Thus. disposal of 0 2· and H 202 

is vital to avoid fonnation ofthe highly reactive HO· and 10 2. 

The evidence that we have accumulatcd suggests that microbial cells 

differcntiatc as a response to a hyperoxidant state by ccll insulation from 0 2 
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( Hansbcrg and Aguirrc. 1990; Hansbcrg. 1996). This hypothcsis is summarizcd as 

follows: 

Stability of the growing state arises from thc highly rcduccd intraccllular 

medium maintained by metabolism. To keep a reduced interna! medium, cclls havc 

to efficiently reduce entering 0 2 • For this, cells have to ha ve a supply of reduced 

carbon, ofnitrogen and phosphorous. Reduction of02 into water (oxidativc • 

phosphorylation) liberates energy in forrn of A TP that is channeled into growth and 

storage processes. 

Stability is lost in any condition in which generation of ROS surpasses the 

cellular capacity to neutralize them. The hyperoxidant state is incvitably unstable 

because cellular antioxidant mechanisms are limited and are also inactivated by 

ROS; it is necessarily transient, because cclls either attain a new stable state or die. 

Cells die because ROS can cause nicks and two-strand breaks in DNA, mRNA 

instability, protein oxidation, lipid peroxidation, covalent linkages bctwcen diffcrent 

components, production and polymerization of oxidized compounds. 

A hyperoxidant state can be compensated either by a rapid increase in 

reducing equivalents or by a decrease in 0 2 entrance. In the first case, cells return to 

the previous stable state, that is, they adapt to a more oxidizing environment or 

condition. In the second case, cells attain a differcnt stable statc. That is, cell 

differcntiation has taken place. 

Mechanisms of cell differentiation are 0 2 avoidance mechanisms: either by 

escaping to lcss oxidizing conditions (e. g. cxprcssion of locomotion and 

chcmoscnsing apparatus). or by insulation from the oxidizing mcdiuin. 

Diffcrentiatcd statcs are stablc becausc thcy are more insulatcd fro1n cnvironmcntal 

dioxygen than thc growing statc. 
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From any diffcrcntiated state cclls rcturn to thc growing state hy breakagc of 

insulation. which generales a hypcroxidant statc that is co111pensated by an incrcasc 

in rcducing cquivalcnts. 

lnduction of antioxidant mechanisms is an expeeted consequencc of a 

hyperoxidant statc and explains the increase in catalasc activity in our model 

system. Many other microorganisms have more than one catalase and in sorne of 

them a catalase is relatcd to cell differentiation (Loewen and Switala, 1988; Hengge

Aronis, R. 1993; Willekens et al., 1994; Engelmann et al., 1995; Navarro et al., 

1996; Kawasaki et al., 1997; Bagyan et al., 1998; Cho et al., 2000; Johnson et al., 

2002). However, this does not imply that catalases are essential for cell 

differentiation. Because of its importance for cell survival, there is ample 

redundancy in antioxidant mechanisms. Nullification of different antioxidant 

enzymes is probably required to impair conidiation in N. crassa and this probably 

will lead to cell death. However, we expect that strains n1utatcd in onc or more 

antioxidant system will tcnd to diffcrcntiate prceociously, more rapidly and 

abundantly titan Wt cells. 

Here we analyzed the effect on asexual development of cat-3 null mutant 

strains. These mutants tend to develop oxidative stress, measured by protein 

oxidation, and react by increasing carotenes levels, by cell adhesion and precocious 

development of high amounts aerial hyphae and conidia. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 6 



MATERIALS ANO METHOOS 

N. crassa strains. plasmids. and growth conditions. Wild type strains, 

74-0RS23-IA and ORS-SL6-a, and his-3 mutant strain (6103A) were obtained 

from the Fungal Genetics Stock Center (FGSC). The his-3 strain contains a single 

mutation in a gene encoding a multifunctional enzyme ofhistidine biosynthei;is. The 

plasmid pDE l, containing a truncated his-3 gene, was used to direct cat-3 

integration to this locus (Ebbole, 1990). 

Liquid cultures were grown in Vogel's minimal medium (VM) containing 1.5 

or 2% sucrose from an inoculum of 1 x 105 to 1 x 106 conidia/ml, atan air/liquid 

ratio of3:2, and incubated at 30ºC with agitation at 200 or 250 rpm for 12 to 16 h. 

For his-3, growth medium was supplemented with 200 µg/ml of L-histidine. 

To impose oxidative stress, mycelium gown from an inoeulum of 3 x 105 

conidia/ml was harvested by filtration after 14 h growth, washed briefly with fresh 

medium and transferred to growth mcdium containing either 1 rnM H 2 0 2 , 30 rnM 

CaC03 , or 5 mM paraquat. Mycelia were recovered after 0.5, 1, 3 and 6 h and 

catalase activity in cell extracts was deterrnined. 

Conidia were isolated from solid cultures with VM, supplemented with 1.5% 

sucrose and 1.5% agar, in Erlenmeyer flasks, inoculated with conidia and incubated 

three days at 30ºC in the dark followed by two days at 25ºC in the light. To grow 

colonies, Petri dishes with 1.5% agar in VM suplemented with 0.05 % fructose, 

0.05% glucose and 2 o/o sorbose (VSM) (Davies and De Serrcs, 1970) were 

inoculated with 200 - 250 conidia and incubated at 30"C. When colonies wcre 

isolated, a cellophane sheet was layered onto solid cultures in Petri dishes before 

plating ofconidia. Cellophane was washed and autoclaved in distilled water. 

lllumination ofcolonies in Pctri plates was done with a 500 W tungstcn bulb ata 

distancc of 50 cm (5 W /cm2
) for 1 h. 
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Treauncnt with 1-1 2 0 2 was done in sol id cultures inoculatcd \vith 250 conidia. 

incubated at 30ºC, and aftcr two days 1 O mi of cither 5, 1 O, 15 or 20 mM l-h02 was 

addcd to each culture. After ten minutes treatmcnt, H 202 was discarded and 

incubation was continucd for two more days. Colonies were counted and compared 

with untreated controls. 

Hyphal adhesion was detennined in liquid cultures ofeither 5, 10 15 or 20 mi 

ofa growth medium, previously inoculated with 3xl05 conidia/ml, in 25 mi 

Erlenmeyer flasks and grown for 15 h at 30ºC and 250 rpm. Cultures were 

photographed and mycelia harvested by filtration to determine protein oxidation. 

For quantification of aerial hyphae and conidia, liquid cultures inoculated 

with l x 106 conidia/ml were incubated for 16 h at 30ºC and 200 rprn. One hundred 

millilitres of culture were filtered and thc resulting mycelial mat was exposed to air 

for 24 h at room ternperature (RT) insidc Petri dishes. Adhered to thc covcrs of the 

dishes, rnycelial mats developed aerial hyphac towards gravity. Aerial mycclia werc 

rccovcrcd with a spatula, vacuum-dried and wcighted. Thcn, lml ofstcrile water 

was added, agitated in a Vortex for 5 mio and free conidia were counted using a 

Neubauer chamber. Conidia in colonies were determined in 20 colonies picked at 

randorn and counted as indicated. To determine amount of aerial hyphae mycelial 

mats were covered with filler paper stained, first with Congo red and then with 

rnethylcne blue to give a dark purple colour. Filters were washed exhaustively with 

distillcd water to elirninate stain exeess. Aerial hyphae grew through the stained 

filler; cultures wcre photographed aftcr 24 h dcvelopmcnt. 

Disruption of cat-3 

Two primer oligonucleotides. each containing an EcoRI rcstriction sitc (5'

CGCCGAA TTCATGCGTGTCAACGCTCTT-3. and 

S'CCCGAATTCTTACTCCTCATCATCGC-3'). wcrc dcsigncd to arnplify cat-3 

cDNA sequencc frorn plasmid pSM 1 with the polymerase chain rcaction. The 
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a111plifícd 2-kb cat-3 cDNA scqucncc \vas cloncd by rcplacing thc lacZ 

EcoRI fragmcnl in plasmid pDEI (Ebbolc. 1990) yiclding pSM3. Thc truncalcd N. 

crassa his-3 gene in thc plasrnid was uscd f"or directing integration lo this locus. 40 

µI of" l.25 x 1010 conidia/ml ftom his-3 mutant strain (FGSC 6103) wcrc 

electroporated at 1.5 kV with circular pSM3 (500 µg) (Margolin et al., 1997). 

Histidine prototrophs were isolated and analyzed by DNA hlot hybridization-to 

select transf"onnants with the cat-3 sequence adjacent to the repaired his-3 locus. 

After three cycles of" single-colony isolation, a transformant was crossed to the Wt 

strain to obtain his-3 prototrophs Iacking cat-3 transcript and Cat-3 protein. 

Vegetative mycelia were frozen in liquid nitrogen and stored at -70ºC until 

used. Total RNA was isolated with TRIZOL (GIBCO, BRL), according to 

instructions from the manufacturer. For Northern blots, l O µg of RNA per tane were 

loaded on O. 7 % agarose gel containing formaldehyde, run at 60V, transferrcd to 

nylon rnernbranes (Hybond-N, Arnersham Pharmacia Biotech) and hybridizcd with 

cat-3 probe. Genornic DNA was isolated as described by Vollmer and Yanofski, 

1986. For Southern blots, 5 µg of DNA were digested with 20 U of Mscl, 

electrophoresed on agarose gel, transferred to Hybond-XL membrane (Amersharn 

RPN 203 S) fixed to the membrane with UV light (UV Stratalinker 1800, 

Stratagene) and hybridized with cat-3 or his 3 probes. Radioactivity was detected by 

autoradiography using Kodak Biornax MR films. 

Sexual crosses were perforrned on synthetic cross mediurn following the 

proccdurc of Davis and De Serres ( 1970). 

Protcin isolation. Mycclia ·wcre harvcstcd by fíllration and rcsuspcnded in 

mi acctonc. agitatcd 15 sin a Vortex. and ccntrifugcd 5 rnin at 14. 000 x g. Acctonc 

was climinatcd and the precipitatc was dricd by cvaporation. 1-lundrcd milligrams of 

dry pellct werc resuspcnded in 300 µI of 20 mM HEPES. pH 7 .2. containing 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). 1 mM dithiothrcitol (DTT). and O. 1 mM 
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dcsfcrrioxaminc B mcsylate (Desferral). Hyphae were brokcn by agitation with 100 

mg glass beads (710-1 180 µm) in a Vortex for 30 min, at 4° C. Protein was 

deterrnined by the method of Bradford. 

F or detection of secreted Cat-3, mycelia was separated after 16 h growth by 

filtration and one liter ofused medium was dialyzed against distilled water, 

concentrated in an Amicon YM 100 to 1 mi, precipitated with two volumes aeetone, 

and resuspended in 300 µl ofthe HEPESIPMSF/DTT/Desferral buffer. 

Cat-3 activity and immunodetection. Catalase (hydrogen 

peroxide:hydrogen peroxide oxido-reductase) (EC 1.11.1.6) activity was either 

measured by determining the initial rate of dioxygen production with a Clark 

microelectrode or detected in gels after PAGE (Lledías et al., 1998). For catalase 

activity, PAGE under non-denaturing conditions was used, usually loading 50 U of 

catalase activity or 30 µg protein in each Jane. Minigels of 8 x 9 cm and O. 75 cm 

thick with 8% polyacrylarnide and 0.2% bis-acrylamyde were made according to the 

Laemmli procedure, but without SOS and 13-mercaptoethanol and without boiling 

the samples. For Cat-3 imrnunodetection denaturing conditions were used. After 

PAGE gels were imrnediately used for immunodetection or stained for catalase 

activity. Two dimensional PAGE was done as described before (Lledías et al., 

1998). For immunodetection proteins were electrotransferred to nitrocellulose filters 

(GibcoBRL) at 100 V for 1 h using a Mighty Small Transfer unit (Hoeffer) and the 

buffer described by Towbin et al. (1979). Filters were blocked with 3% skimmed 

milk in phosphate buffer saline (PBS}-Tween-20 (0.03°/o) buffer at RT and then 

incubated with rabbit sera containing polyclonal anti-Cat-3 or anti-Cat-1 antibodies 

diluted according to the title in PBS-Tween-20, 0.1 % skimmed milk. Antibodies 

were detected with anti-rabbit lgG coupled to horseradish peroxidase and developed 

with 4-chloro-1-naphtol as substrate. 
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Carotenoids extraction and determination. Thrcc-day-old colonics (250) 

growing ovcr ccllophane on solid cultures were illuminatcd for 1 h with intense light 

(5 W /cm2
) and im1ncdiately rccovered with a spatula. Colonies wcrc rcsuspendcd in 

400 µl of20 mM HEPES, pH 7.2, and broken by agitating in an Eppcndorftube 

with 300 mg glass beads at maximal speed ofa Vortex, at 4ºC, for 30 min. 

Carotenoids were extracted ftom 400 µl cell extracts, containing 4 mg of protein, 

with 400 µl butanol-chloroConn (1:3 v/v). The mixture was stirred 2 minina Vortex 

at full speed and thereafter centrifuged in a microfuge. The butanol-chloroform 

phase, containing most of the carotenoids, was recovered, diluted 50 times with 

butanol-chlorof"onn and spectra were run in a Beckman spectrometer. 

Carbonyl content in total protein. Liquid grown mycelium was harvested 

by filtration and dried with acetone. Protein was extracted as mentioned above and 

carbonyl content was determined as described by Ahn et al. ( 1987), but the 

extraction with butanol/chloroform was repeated six times to assure climination of 

ali lipids (carotenes). Colonies (150) on cellophane overlaid solid cultures with 

VSM were grown for three days in dark at 30°C. Plates were thcn illuminated with a 

500 W tungsten bulb ata distance of 50 cm (5 W/cm2
) for l h and then incubated in 

the dark for four days. Control plates were maintained in the dark. Colonies were 

recovered with a spatula and dried with acetone. Protein was extracted from five 

colonies in 300 µI buffer and carbonyl content was determined as described above. 
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RESULTS 

Disruption of cat-3. During mciosis in N. crassa, chromosomal scqucnccs 

that are repeated in the haploid geoome are mutated through a proccss called repeat

induced poiot mutation (RIP). In this process methylation of cytosines generate C to 

T and G to A transitions that inactivates every repeated sequence (Cambaren-et al., 

1989). RIP has been used with great success to geoerate null mutants of N. crassa 

by introducing a copy of the gene to be disrupted into the genome and crossing the 

transformed strain. 

A 2-kb fragmeot of cat-3 cDNA was cloned in a plasmid containing an 

N-terminal truncated his-3 gene and used to transform a N. crassa histidine 

auxotroph containing a poiot mutation in the his-3 locus. Histidine prototrophs were 

isolatcd and analyzed by DNA blot hybridization to select transformants containing 

cat-3 sequence adjacent to rcpaired his-3 locus. After three cycles of single-colony 

isolation, a transformant was crossed to Wt strain to obtain his-3 prototrophs 

without cat-3 transcript and Cat-3 protein. Twenty out of the fony-two randomly 

picked progeny colonies were Cat-3 defective, indicating l: 1 segregation. The 

phenotype oftwo ofthem, cat-351 and cat-360
, was characterized and compared to 

the Wt strain. 

No Cat-3 activity (Fig. lA) or cat-3 transcript (Fig. l B) were detectcd in 

both mutant stains. In addition, no Cat-3 antigcn was detccted using polyclonal 

antibodies dirccted against purified Cat-3 (Fig. l D). As a control. Cat-1 antigen 

was dctcctcd in si111ilar amounts in Wt and Cat-3 mutant strains ( Fig. 1 E). To further 

confirm thc Cat-3 abscncc and ofpossiblc mutant peptidcs with catalasc activity, 

two-dimcnsional (2-D) polyacrylamidc gel clcctrophorcsis (PAGE) was pcrformcd. 

Only Cat-1 was detccted in cat-351 (Fig. IG) and cat-360 strains (Fig. 1 H). 
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To provc that lhc lack ofCat-3 was duc lo cat-3 RIP n1utation. cat-3''" and 

Wl DNA wcrc digcslcd with different restriction enzymes that are scnsitivc lo DNA 

mcthylation and analyzed by DNA blot hybridization with cat-3 as probc. Using 

Msc 1, cat-3 hybridized to a DNA fragment from cat-360 with a higher molecular 

weight, consistent with loss of the single Msc si te in the gene (Fig. 11). 

Cat-3 loss is not cempensated by other catalases and mutant strai11s are 

H 2 0 2 sensitive. Because N. crassa has three monofunctional catalases and one 

catalase/peroxidase (Peraza and Hansberg, 2002), increasing the activity of another 

catalase could compensate for the lack of Cat-3 in the mutant strains. Previous 

experiments indicated that H 2 0 2 , CaC03 , and particularly paraquat induced cat-3 

transcript and Cat-3 activity (Michán et al., 2002). We assayed total catalase 

activity in liquid cultures subjected to these oxidative stress conditions: in cat-3 

mutant strains with or without stress total catalase activity rcrnained al similar levels 

(Fig. 2A-C); in the Wt strain six hours stress lead to two fold incrcasc in catalase 

activity in the first 1'.vo conditions (Fig. 2A, B) and seven to eight fold increasc with 

paraquat (Fig. 2C). These results indicate that thc lack of Cat-3 was not 

cornpensated by other catalases. 

Other H 2 0 2 disposing enzymes such as peroxiredoxins and/or peroxidases 

could also have a compensating effect. To analyze the H 20 2 sensitivity of the cat-3 

mutant strains, 20 rnM H 20 2 was added to two-day-old colonies grown in Petri 

dishes. H 2 0 2 was eliminated after ten minutes and colony survival was analyzed two 

days later. car-3 mutant strains did not resist this treatment whilc Wt strain seemcd 

unaffected (Fig. 3A). Similar assays with 5 to 20 mM 1-1 20 2 conccntrations showcd a 

dose response effect. At 1 O mM H 20 2 only 25 to 30% ofthc cat-3 colonics survivcd 

compared to ovcr 90% of thc Wt. (Fig. 38). 

Cat-3 is a secrcted enzyme. Cat-3 has an N-tcrminal signal peptide that is 

processcd (Michán et al., 2002) and probably uscd for cnzymc sccrction, as was 
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found for hornologous catalases (Calera et al .• 1997; Garre. et al .. 1998). The ahility 

of Wt slrain to cope with high eoncentrations of extcn1al H202 eould be duc to 

Cat-3 seeretion. Thus, colonies in Petri dishes were stained for catalase activity. A 

large halo of eatalase activity observed in Wt colonies was absent or strongly 

reduced in the cat-360 strain (Fig. 4A), suggesting that Cat-3 activity diffuses out 

from colonies: 

To confirm Cat-3 secretion, liquid medium in which Wt or mutant strains 

grew for 16 h was dialyzed. concentrated. and analyzed for Cat-3 activity and 

protein. Cat-3 activity (Fig 48) and Cat-3 protein analyzed by imrnunodetection 

(Fig. 4C) was found in growing medium from Wt but not from cat-3 mutant strains. 

These results demonstrate that Cat-3 is a secreted enzyme. 

cat-3 mutants show increased carotene content in the dark and after a 

pulse of light. Colonies of cat-3 null mutants were more pigmented than Wt. 

Pigmentation in N. crassa is mainly due to carotenes. Carotene synthcsis is induced 

by oxidative stress and by light. Carotene eontent was mcasured in three-day-old 

colonies grown in thc dark or grown in the dark and then illuminatcd for 1 h at 5 

W /cm2
• In the dark, low amount of carotenes was detected in Wt colonies, however 

carotene level was 7.7 fold higher in cat-3 mutant strains (Fig. 5), dcnoting 

increased oxidativc stress in these strains. Upon illumination total carotenc content 

incrcascd, 4.8 and 2.3 fold in Wt and mutant strains, rcspectivcly. Evcn undcr thesc 

conditions rnutant strains still had 3.7 times more carotcnes than Wt (Fig. 5). 

lncrcased hyphal adhesion and protein oxidation in cat-3 mutants. 

Hyphal adhesion is depcndcnt on air and is thc fina n1orphogcnctic stcp towards the 

conidiation process. Acrial hyphac in a mycclial mal dcvelop only froin a laycr of 

adhcrcd hyphae (Toledo et al., 1989). Hyphal adhesion can also be obscrvcd in 

liquid cultures under oxidative stress conditions. such as incrcascd acration (v. gr. 

by increasing the air to liquid ratio). To analyze hyphal adhesion in cat-3 mutants. 
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liquid mcdium was inoculated with conidia and distributcd in 25 mi Erlcnmcycr 

flasks at diffcrcnl air to liquid ratios. Adhcsion of Wt hyphac was mini mal al thc 

highest air to Iiquid ratio. In cat-3 mutant strains adhcsion was obscrvcd at ali ratios 

and inereascd considcrably with aeration from many small aggrcgatcs to a single 

clump (Fig. 6A). Under these conditions, final biomass was similar in ali stains (not 

shown). 

To confirm that adhesion ofhyphae was related to oxidative stress, protein 

oxidation was measured in total mycelial extracts. Protein oxidation, rneasured as 

carbonyl content in total protein, increased with hyphal adhesion and aeration in ali 

strains, but was consistently higher in cat-3 null mutants (Fig. 6B). 

ca1-3 mutants show increased aerial hyphae development and formation 

of conidia. Second and third steps in the conidiation process are acrial hyphac 

dcvelopment and formation of conidia at the tips of aerial hyphae. The amount of 

aerial hyphae and conidia was determined in air exposed mycelial mats. Aerial 

hyphae and conidia werc more abundant in cat-3 mutant strains than in Wt (Fig. 

7 A, B). In fact, mutant strains produccd 6 times more aerial hyphac and conidia than 

Wt (Fig. 7C). 

Aerial hyphae and conidia were also more abundant in seven-day-old colonies 

of the cat-360 rnutant strain compared to Wt (Fig. 8A, B). To confirm that this trait 

was related to oxidativc stress, protein oxidation was dctermined in colonies. After 

thrce days growth in Pctri dishes Wt and cat-360 colonics hada similar amount of 

carbonyls in total protcin. Four days later, protcin oxidation was lower in Wt and 

tv.•o-fold highcr in cat-3M eolonics (Fig. 8C). indicating oxidativc stress in rnutant 

eolonics. 

To increasc oxidative stress in colonies, a high-intcnsity pulse of light (5 

W/em~) for 1 h was givcn to threc-day-old colonics and total protcin carbonyl 

content was analyzcd four days later. Protcin carbonyl contcnt incrcascd thrcc-fold 

TESIS CON / 
FALLA DE ORIGEN J 

1 5 



in Wt and 50'Yc, in cat--3~" colonics (Fig. SC) and thcrc was a 111arkcd incrcasc in thc 

an1ount ofacrial hyphac in Wt colonies (not shown). lllumination with intense light 

increascd oxidativc stress and cell differenliation in Wl colonies. 

To show incrcased aerial hyphae per area, mycelial mats were covered with a 

dark purple stained filler paper through which aerial hyphae can grow. In cat-3 null 

mutants the whole paper was covered with aerial hyphae while in the Wt the¡;e was 

sorne uncovered space (Fig. 9A). Edges ofthe mycelial matare more air exposed 

and develop more aerial hyphae, particularly in the cat-3 mutant strain (Fig. 9A). 

Precocious development of aerial hyphae and conidia was anticipated. Air 

exposure ofrnycelial mats synchronizes the conidiation process and occurs too fast 

to rneasure differences in time. Due to developmental asynchrony in colonies, no 

conclusive results were obtained. However in standing liquid cultures, mycelium 

concentrales after sorne time at the air/liquid interface where hyphae adhere and 

start forming aerial hyphae. After 24 h the cat-3 mutant strain had developcd acrial 

hyphae in abundance while the wild type was starting to form them (Fig. 98). Aerial 

hyphae dcveloped precociously and abundantly in the cat-3 null mutant strain. 
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DISCUSSION 

Hcre wc present cvidcnce indicating that cat-3 null mutant strains tcnd to dcvclop 

oxidative stress (increased protein oxidation), and react by increasing antioxidant 

levels (carotenes), and by developing high amounts ofdifferentiated cell structures 

(adhered hyphae, aerial mycelium and conidia). 

Cat-3 was shovvn to be secreted from Wt colonies and from hyphae in liquid 

cultures. The protein has a signal peptide f'or secretion that is processed (Michán et 

al., 2002); Cat-3 homologues are also secreted (Calera et al., 1997; Garre, et al., 

1998). However, Cat-3 detected from the used medium represents only a f'ew 

percent (<3%) oftotal catalase activity detected in cell extracts (not shown). Thus, 

loss ofCat-3 into the medium is low and most of'the activity in mycelial cell 

extracts is intracellular or bound to cell wall. Secretion of catalasc might be rclated 

to plant substrates on which many fungi grow where high concentrations of H 2 0 2 

can arisc from 0 2 •• produced by plant NADPH oxidase. 

The lack of'Cat-3 in mutant strains was not compensated by other catalasc 

activities. even under oxidative stress conditions. Cat-1, a large monofunctional 

catalase that is very similar to Cat-3, is expressed mainly in non-growing cells. such 

as hyphae in early stationary growth phase and in conidia (Díaz et al., 2001, Michán 

et al .• 2002). Cat-4 is a small monofunctional cata Jase that because of its signa) 

peptidc is presumably restricted to peroxisomes. Cat-2, a catalasc/peroxidase that is 

closcly relatcd to thc bacteria! enzyrnes. is cxpressed in lysing hyphac. such as 

hyphac in late stationary growth phase. in thc 111ycclial substratc that supports 

growth ofacrial hyphae or in conidiating acrial hyphac (Pcraza and l-lansbcrg. 

2002). cclls in which vacuolization is obscrvcd (Toledo et al .• 1986). 

Besidcs catalases. othcr H 20 2 dctoxifying cnzymes are found in thc N. crassa 

genomc (www.gcnomc.wi.mit.edu): three pcroxiredoxins. a glutathionc peroxidasc. 
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cytochro111c e pcroxidasc and probably othcr pcroxidascs. 1-knvcvcr thcsc cnzymcs 

are cfficicnt only at low conccntrations of H 2 0 2 ; 1nillimolar conccntrations of 1-1~02 

can only be disposcd by catalases (Sea ver and lmlay 2001; Hoffman et al .• 2002). 

Thus, in spite of such high redundancy of H 2 0 2 detoxifying enzymes, othcr enzymes 

cannot compensate the loss of Cat-3 activity during growth because these enzymes 

are much less efficient, are expressed in other cells or have different cell 

localization. Susceptibility of cat-3 mutant strains was made evident by treating 

colonies with H202 : Wt colonies were hardly affected by 20 mM of H 20 2 while 

cat-3 rnutant strains did not survive this treatment. 

Because lack of Cat-3 was not cornpensated enzymatically other antioxidants 

are expected to be induced in cat-3 null mutant strains. Carotenes are antioxidants 

that are especially effective in quenching 10 2 (Sundquist et al., 1994). In N. crassa 

carotenes are induccd by light through the WC1/WC2 pathway. but carotcnc 

induction during conidiation is independent oflight and WC genes (Harding and 

Turner, 1981; Linden and Macino, 1997). Singlet oxygen is an inducer of carotcnc 

synthesis in Pha.ffia rhodozyma (Schroeder and Johnson, 1995). Singlet oxygcn is 

produced by blue light through photosensitization reactions. However, in the dark, 

H 2 0 2 is a main source for singlet oxygen generation (reviewed in Lledías and 

Hansberg, 2000). N. crassa carotene mutant strains are sensitive to light and 10 2 

(Thomas, et al., 198 l ). Singlet oxygen is generated during N. crassa conidia 

germination (Lledías et al., 1999), conidiation, and under diffcrent stress conditions 

(hcat shock or paraquat treatmcnt) (Michán et al .• 2002). Wt colonics hardly had 

carotcncs whcn grown in thc dark and synthcsizcd then1 n1ainly whcn in thc 

presencc of light. lnstcad. cat-3 mutant strains gro'l.vn in thc dark had incrcased 

amounts ofcarotcnc contcnt. These results are consistcnt with 10 2 generation and 
10 2 induction of carotenc synthesis in mutant strains growing in thc dark. Carotenc 

synthesis in Wt and n1utant strains was enhanccd furthcr by light and/or by 10 2 
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gcncratcd by photoscnsitization. lllu1nination of Wt colonics for 1 h incrcascd thcir 

protcin carbonyl contcnt three fold (Fig. 8). again indicating oxidativc stress duc to 

photosensitization. 

Besides carotene synthesis, cat-3 mutant hyphae tended to adhere to each 

other when grown in liquid cultures. Hyphal adhesion is related to a carbohydrate 

that is secreted and polytnerized at the cell wall. functioning as cement betwoen 

hyphae (Hansberg. unpublished observations). When a mycelial mat is exposed to 

the air, a layer of adhered hyphae is formed within minutes. This layer of adhered 

hyphae is often mistakenly interpreted as desiccation. A layer of adhered hyphae 

also forms in standing liquid cultures; and is not formed in mycelial mats in the 

absence of air or in the presence of antioxidants. Aerial hyphae develop only from 

the layer of adhered hyphae and represent the first step of the conidiation process 

(Toledo et al., 1986). Only in this layer of the mycelial mat are proteins and specific 

enzymes oxidized, degraded, and some ofthem resynthesized (Toledo et al .• 1994). 

Hyphal adhesion correlated with protein oxidation in liquid cultures. cat-3 mutant 

hyphae grew as aggregates that increased in size depending on aeration; Wt hyphae 

also tend to form aggregate at a high aeration rate. Hyphae adhesion is a cellular 

response to oxidative stress. lt probably has the effect of reducing the local 

concentration of02 by active respiration. Deposited carbohydratcs at the cell wall 

could al so reduce the entrance of 0 2 to the adhered hyphac. 

Aerial hyphae develop from adhered hyphae and conidia are formed at thcir 

tips. rcpresenting the sccond and third steps of the conidiation proccss. Most 

conspicuous fcatures of cat-3 null mulant strains are thc incrcascd atnount of acrial 

hyphae 1nass and number of conidia produced: both were six times thc mnount 

dctcrmined in the Wt strain. According to our hypothcsis. cat-3 mutant hyphae in 

the adhcred mycelium would be pronc to develop a hypcroxidanl state and thus 

should develop increased number of aerial hyphae initials. N umbcr of acrial hyphae 
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pcr arca was highcr in 111utalll strains con1parcd to wild typc. Thc fact that acrial 

hyphac 1nass in Fig. 7 A is taller in mutant strain than in WT docs not mean longcr 

aerial hyphae. Becausc aerial hyphae grew towards gravity. the more packcd acrial 

hyphae ofthe mutant strains were straighter than in Wt. In fact, once taken out from 

Petri dishes and inverted, aerial mycelium of ali mats collapsed after a while and 

difference in height was no longer apparent. Aerial hyphae morphology in the 

rnutant strains was similar to Wt under the light microscope (not shown). 

Precocious development of aerial hyphae was anticipated. A large time 

difference in the appearance of aerial hyphae vvas detected in standing liquid 

cultures. After one day the cat-3 mutant strains had forrned abundant aerial hyphae 

while Wt were starting to form them. 

Interestingly, the N. crassa Cu, Zn superoxide dismutase null mutant strain 

sod-1 (Chary et al., 1994) has a similar phenotype to cat-3 mutant strains with 

respect to carotene production, adhesion ofhyphae, and increascd amount ofacrial 

mycelium and conidia formation (Hansberg, unpublished results). Howcvcr. and as 

expected, sod-1 is more resistant to H 20 2 and more sensitive to paraquat treatn1cnt 

than cat-3. 

Delction of N. crassa gna-1, encoding Gu; protein, reduces the cAMP level 

causing decreased apical extension rate, carotene accumulation, increascd tolerance 

to heat shock and H 20 2 treatrnent and short aerial hyphae and hyperconidiation. a 

phenotype similar to the adenylate-cyclase-deficient cr-1 mutant strain (Cruz et al., 

1988). Mutant strains with Ga; permancntly activated show an incrcased cAMP 

levcl. havc close to \Vt apical cxtcnsion ratc, low carotcnc contcnt, dccrcascd 

tolcrance to hcat shock and H 2 0 2 trcatmcnt, incrcascd prolifcration ofaerial hyphac 

but low amount of conidia forrnation (Yang and Borkovich.1998). 

1 ncrcased mass of acrial hyphae in cat-3 null rnutant strains corre lates with 

increased nurnber of acrial hyphae that devclop probably duc to oxidativc stress in 
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substratc 1nyccliun1: incrcascd acrial hyphac in thc pcnnancnt Ciu, activation strain 

is probably dueto prolongcd growth ofaerial hyphac beforc oxidativc stress 

dcvelops and conidia are formed. cAMP levcls are probably invcrscly relatcd to 

stress intensity in N. crassa, a high level of cAMP mcaning low stress and 

consequently growth of aerial hyphae, low stress response and decrease formation 

oC conidia. IC so, we woulcl expect low levels oC cAMP in cat-3 mutant strains. 

A catalase mutant strain in Steptomyces coe/icolor affected aerial mycelium 

development but this trait is probably related to the osmosensitive phenotype oC this 

strain (Cho et al., 2000). 

Double and triple catalase mutant strains oC Aspergillus nid11/a11s had no 

apparent effect on conidiation, although colonies from catB mutant strains and 

conidia from catA mutant stains are sensitive to H 2 0 2 (Navarro et al., 1996. 

Kawasaki et al., 1997, Kawasaki and Aguirre, 2001 ). This could indicatc diffcrent 

fungal strategics to cope with oxidative stress and to start ccll differcntiation. 

Howcvcr, A. nidulans has bcen used mainly for gcnetic studies and to this end 

growth conditions and strains were selected for rapid and abundant production of 

conidia. A. nidulans laboratory strains alrcady grow in an adhered forrn. Thus, we 

will test the phenotype of null mutant strains affected in CatB, the Cat-3 homologue, 

undcr other growth conditions similar to those used in N. crassa, and of different 

gcnetic backgrounds. 

Taken together, results presented herc support the "Dioxygcn Avoidancc 

Thcory ofCell Differcntiation" (Hansberg and Aguirrc. 1990. Hansbcrg. 1996). 
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Figure lcgcnds 

Figure l. cat-3 null mutant strains lack cat-3 transcript Cat-3 protcin. A. 

Catalase activity in gels after PAGE under non-dcnaturing conditions of30 µg 

protein extract from either Wt, cat-351 or cat-360 strains. B. Autoradiography of 

total RNA (10 µg) isolated from growing Wt, cat-351 or cat-360 mycelia, hybridized 
~ -

with a cat-3 radioactive probe. C. Ethidium bromide staining ofthe gel used in B to 

evaluate RNA loading. D and E. Immunodetection ofCat-3 and Cat-1 in Wt, 

cat-351 and cat-360 cell-extracts. Specific polyclonal Cat-3 or Cat-1 antibodies were 

used and developed with a peroxidase-bound anti-rabbit antibody. F - H. Catalase 

activity in gels after 2-D PAGE ofcell-extracts from Wt (F), cat-351 (G) or cat-360 

(H). l. Southern blot analysis ofDNA from Wt and cat-360 digested with Mscl and 

hybridized with a cat-3 radioactive probe; phage A. DNA digested with Hind 111 was 

used as molecular weight standards. 

Figure 2. Lack of" Cat-3 activity in a cat-3 null mutant strain is not compcnsatcd 

by othcr catalascs. Wt (white bars) and cat-360 (dark bars) mycelium grown for 14 h 

was transferred to fresh medium containing A. l mM H202, B. 30mM CaC03, or C. 

5mM paraquat. After 0.5, l, 3 or 6 h treatment, catalase activity was determined in 

cell-extracts. Results are average of three independent experiments. 

Figure 3. cat-3 null mutants strains are scnsitivity to H 2 0 2 • Wt, cat-351 or cat-360 

conidia (250) werc platcd on VSM and aftcr two days colonics were covcred with a 

H~02 solution. Aftcr a 10 min treatn1cnt. H20~ solution was discardcd and pintes wcrc 

incubated for anothcr two days. Thcrcaftcr colonics \.vcrc countcd and con1parcd to 

untrcatcd controls. A. Plates of Wt and 1nutant strain colonics aftcr a 20 mM Í-h02 

trcatment. B. Pcrccntagc of colonies that survivcd H 2 0 2 treatment at thc indicatcd 

conccntrations. 
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Figure 4. Cat-3 is an cxtraccllular cnzymc. A. Platcs with Wt or c:at-3"'1 four-day

old colonics wcrc stained for catalase activity. B. Cat-3 activity and C. 

immunodetection ofCat-3: purified Cat-3 (lane l); total protein from the Wt (lane 

2), cat-351 (lane 3) or cat-360 (lane 4) growth media after PAGE under non

denaturing conditions. After transfer to nitrocellulose filters, Cat-3 specific 
. ~ 

polyclonal antibodies were detected by the activity ofperoxidase-bound anti-rabbit 

antibodies. 

Figure S. Carotene contcnt in Wt and cat-360 colonies. Spectra of isolated 

carotenes from cell extracts containing 4 mg protein. Wt and cat-360 three-day-old 

colonies, grown in the dark on cellophane covered solid medium, were illuminated 

for 1 h with intense light (5 W/cm2
) and carotenes were immcdiatcly extracted (Wt + 

L and cat-360 + L). Control plates were also illurninated but wrapcd with alurninurn 

foil (Wt + D and cat-360 + D). A represcntative experiment, of four indcpendent 

experirnents performed, is shown. 

Figure 6. Adhesion of hyphae and carbonyl content uf mycclia grown undcr 

diffcrent aeration conditions. Conidia from either Wt or cat-360 were inoculated in 

liquid rnediurn. Thcn, 20, 15, 10, or 5 mi were poured into 25 mi Erlenrneyer tlasks 

and incubated for 15 h at 30°C and 250 rprn. Cultures were transfered to Petri dishes 

for docurnentation of hyphal adhcsion and thereaftcr myceliurn was recovcrcd for 

detennination of protein carbony content. A. Adhcsion of Wt and cat-360 hyphae. 

Lanc 1: 5 m.I (ratio: 4: 1 ). lanc 2: 10 m.1 (ratio: 3:2). B. Protein carbonyl contcnt fron1 

Wt or cat-360 rnyceliurn growing atan air to liquid ratio of 1 :4. 2:3. 3:2 or 4: 1. 

Results are average oft'l.VO independenl experirnents. 
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Figure 7. Enhanccn1cnt of aerial hyphae and conidia formation in cat-3"" strain. 

Wt or cat-3"" cultures ( 100 mi) werc filtcrcd and the rcsulting 111ycclial mats wcrc 

exposed to air for 24 h. A. Photographs frorn the sirle and B. top vicw ofthc mycclial 

rnats show aerial rnycelium (A) and conidia (B) from Wt and cat-360 strains. C. 

aerial mycelium dry weight and number of conidia from Wt and cat-360 strains. 

Results are average of" four independent experiments. 

Figure 8. Conldlation of Wt and cat-r6 colonies. Colonies were grown on VSM 

for seven days at 30ºC. A. Photographs of Wt and cat-360 seven-day-old colonies. 

B. Number of conidia per colony. Average of three groups of 20 colonies picked at 

random. C. Protein carbonyl content ofWt (dark bar) and cat-360 (gray bar) colonies 

grown in the dark on cellophan covered plates with VSM after three days ( l) or seven 

days (2). Three-day-old co~onies were illurninated with intense light (5W/cm2
) for l h 

and thereafter incubated for another four days in the dark; Wt (dashed bar) and 

cat-360 (white bar). Results are average from four independent cxpcrirncnts. 

Figure 9. Aerial hyphae density in mycelial mats and precocious aerial hyphae 

formation in standing liquid cultures. A. Mycelial mats werc covered with a dark 

stained filter paper at the stan of development. Aerial hyphae grew through the filler 

paper. Photographs were taken after 24 h. B. Standing liquid cultures aftcr 24 h of 

devclopment. Liquid cultures werc grown for 16 h and then 4 mi wcre placed at the 

bottom of tubes, taking care to not touch thc tube walls with thc pipctte. 
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RESULTADOS NO PUBLICADOS 

El gen cat-3 se regula con la luz a través de los factores de transcripción WC-1 y 
WC-2 
Neurospora crassa percibe la luz en el intervalo de UV-A/azul (350-520 nm). Como parte de la respuesta 

temprana, en los primeros 30 minutos de la exposición de la luz azul, se hiperpolariza la membrana 

celular y se induce la carotenogénesis en el micelio (Nelson et al., 1989; Schmidhauser et al., 1990). En 

la respuesta tardía, se estimula la formación de las estructuras diferenciadas como las macroconidios 

(Turian, 1977) y los.protoperiteciOs (Degli-lnnocenti et al., 1983). La luz azul también Pone en fase y 

suprime (en exposición continua) el ritmo circadiano de conidiación (Crosthwaite et al, 1995). Se ha 

estimado que entre 60 y 80 genes de N.crassa son inducidos con la luz azul (Nawrath y Russo, 1990). 

Las mutantes white collar (wc-1 y wc-2) son ciegas, no presentan ninguna de las respuestas a la luz 

azul (Linden et al., 1997). WC-1 y WC-2 son factores de transcripción que poseen un dominio de 

dedos de zinc, similar a los dominios de unión al ADN de los factores GATA (Ballario et al., 1996; 

Linden y Macino, 1997). Ambas proteínas se transportan al núcleo. También tienen un dominio PAS a 

partir del cual se forman horno o heterodímeros. WC-1 y WC-2 se unen a las cajas GATA de los 

promotores de los genes fotoinducibles y activan su transcripción (Carattoli et al., 1994; Ballario et al., 

1996; Linden y Macino 1997). WC-1 presenta, además, un dominio LOV que tiene 55º/o de similitud 

con el de NPH1, un posible fotorreceptor de luz azul en Arabidopsis, y 63º/o de similitud con el 

producto de bat de Halobacterium halobium, el cual codifica para un regulador transcripcional de la 

bacteriopsina sensible a la luz y al oxígeno (Ballario et al., 1998). Además, se ha demostrado que 

WC-1 une una flavina y que funciona como fotorreceptor. 

En esta parte del trabajo, demostramos que cat-3 constituye uno de los genes que participan en la 

respuesta temprana a la luz. Similar a otros genes, la fotorregulación de cat-3 también depende de los 

factores WC-1 y WC-2. Además, se presenta el análisis del promotor de cat-3, los sitios de inicio de la 

transcripción y la presencia de cajas GATA, CAAT y secuencias APE. tipicas de los promotores 

fotorregulados. 
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Metodología 

Regulación del gene car-3 por luz 

Se inocularon 3 X 107 conidios de las cepas Wt (74-0RS23-1A), wc-1 (4395) o wc-2(4402), obtenidas 

del Fungal Genetics Stock Center, en matraces de 250 mi que contenían 100 mi de medio Vogel 

líquido suplementado con 2o/o de sacarosa. Después de crecer 21 ha 30"C y 150 rpm en obscuridad, 

se transfirieron 50 mi de cada cultivo a matraces de 250 mi. Un matraz de cada cepa se mantuvo en 

la obscuridad y el o~ro se expu~ a la luz a 1.1 µW/cm2
• Ambos cultivos se incubaron~ 30ºC y 150 

rpm. De cada muestra se filtraron diez mililitros en cada uno de los tiempos indicados y se congelaron 

inmediatamente en nitrógeno líquido. Los micelios congelados se trituraron con un mortero y se 

extrajo el ARN total con TRIZOL, siguiendo las indicaciones del fabricante. Se separó el ARN total por 

electroforésis (6µg/carril) en un gel de agarosa con formaldehldo (Sambrook eta/., 1989) a 60 V y se 

transfirieron a una membrana de Hybond XL (Amersham, Buckinghamshire, UK) con una cámara de 

vacío (BIO-RAD) de acuerdo con las instrucciones descritas por el fabricante. Se fijó el ARN a las 

membranas con luz UV (Stratalinker) y se hibridó con un fragmento de 2 Kpb de cDNA de cat-3. El 

fragmento se obtuvo del plásmido pSM5 (ver apéndice) por digestión con EcoRl/Ncol y se marcó 

radiactivamente con el estuche Random Prime DNA Labeling Kit (Boehringer, Mannheim, Germany). 

Del medio inoculado con los conidios de las cepas wc-1 y wc-2 se tomaron 1 O mi y se colocaron en 

matraces de 25 mi. Después de crecer 16 ha 30ºC y 150 rpm bajo luz tenue, se les adicionó 5 mM de 

paraquat o 0.5 mM de H 2 0 2 y se incubaron por 3 h. Las muestras se procesaron siguiendo el 

protocolo descrito anteriormente. 

Determinación de los inicios de la transcripción. 

Se sintetizó el oligonucleótido PE114 (5' CCTCCTTCAACCTCTGACGGGCG 3') que híbrida 114 pb 

abajo del ATG del ARNm de cat-3. Se marcaron 20 pmoles del oligonucleótido con 2 µI de y ATP32 

(6000 Ci/mmol) en presencia de T4 cinasa (GIBCO) en un volumen final de 20 µI que se ajustó con 

H 2 0 previamente tratada con dietilpirocarbonato (DEPC). La mezcla se dejó incubando 1 h a 37°C y 

se filtró en una columna NENSORBTM20 (Dupond) según las instrucciones del fabricante. El filtrado 

se secó en el SAVANT y se resuspendió en 10 µI de H 20 tratada con DEPC. Los inicios de 

transcripción se determinaron por medio del ensayo de extensión de oligonucleótidos "primer 

extensión"'. Para ello se hibridaron 0.5 pmoles del oligonucleótido con 5 µg de poliA o 20 µg del ARN 

total obtenido de los micelios que estuvieron en presencia o no de 5 mM paraquat por 1 h. A la 

mezcla de hibridación se le adicionó, NaCI y Tris-HCI 1 M, pH 8, a una concentración final de 188 mM 
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y 27 mM respectivamente. Se adicionó. H 20 tratada con DEPC para completar un volumen final de 

24.42 µl. La mezcla se incubó a 95°C por 3 minutos y se dejó enfriar gradualmente. Cuando alcanzó 

los 42 ºC, se le adicionaron 0.5 µI de ARNsin 100 U/µI (Promega), 7.2 µI de RT Buffer 5X (GIBCO), 

3.7 µI de DTT 10 mM, 1µ1 de dNTP's 40 mM y 0.5 µI de Superscript Reverse Transcriptase 18 U/µI 

(GIBCO). Esta mezcla con volumen total de 37.52 µI se incubó 1h a 42 ºC. Los fragmentos de ADN 

de la reacción, se precipitaron con 10 µJ de acetato de amonio 10 M, pH4 y 100 µI de ETOH absoluto, 

toda la noche a -70 ºC. Al dla siguiente, se recuperaron los fragmentos del ADN mediante 

centrifugación a 14,P<>O rpm, 15~minutos a 4 ºC. El sobrenadante se retiró y el botón_se lavó dos 

veces con 100 µI de ETOH al 70º/o. El botón seco se resuspendió en 4 µJ de H 2 0 tratada con DEPC y 

4 µJ de Stop Solution del Kit de Sequenase. Para analizar los fragmentos amplificados, se hizo una 

reacción de secuencia utilizando el oligonucleotido PE114 marcado con S 35 y el plásmido pCat-1 (que 

contiene la secuencia del gen de cat-3) y se corrió en un gel. En otro carril paralelo, se cargaron 4 µI 

de la muestra con los fragmentos de la reacción de primer extensión y se obtuvo la autorradiografía. 

Fualonea del promotor de cat-3 con· el gen de I• /J-fltllact011ld•••· 
Se diseñaron cuatro oligonucleótidos. Al primero, que híbrida con el ATG del gen cat-3 se le adicionó 

un sitio Bglll (5'GCATGGTATTGTGTTGTCTGG3') y se denominó lacZ1. Los otros tres, que son 

complementarios a las secuencias localizadas en las posiciones -250, (5' 

~CCCAGATCTGTCAGTCTGTCGGTCTG3'); - 537, (5'CCCGAGATCTAGTGCAACTGTACTCC3') y 

-1038, (5'CCCCAGATCTACCTTGAGATTAGCACTCC3') se denominaron lacZ4, lacZ2 y lacZ3 

respectivamente. Se amplificaron los fragmentos del promotor con la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) utilizando el oligonucleótido lacZ1 junto con lacZ-2. Lo mismo se hizo con lacZ3 y 

con lacZ4. Los fragmentos resultantes de 250, 537 y 1038 pb se clonaron en los sitios Smal/Bglll del 

plásmido pDE1 (Ebbole, 1990) para producir los plásmidos pSM250, pSM500 y pSM1000, 

respectivamente (ver apéndice). La secuencia del plásmido pSM500 y del pSM1000 mostró que se 

mantuvo el marco de lectura en ambos eventos de fusión. Sin embargo, la secuencia de dos clonas 

del plásmido pSM250 (pSM250T4 y la pSM250T7) indicó la pérdida de dos nucleótidos por lo que el 

marco de lectura quedó alterado (ver apéndice). 

Las transformaciones de la cepa his-3 (6103, FGSC) se realizaron siguiendo el método descrito en la 

segunda publicación de esta tesis). 
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Resultados 

cat-3 es un gen fotoinducible 

El análisis del ARNm de cat-3 en los micelios que 

fueron iluminados después de crecer en la 

oscuridad, mostró una inducción transitoria, que es 

similar a la de otros genes fotorregulados (Fig. BA). 

Se observó una acumulación del mensajero de cat-3 

a los 20 minutos de iluminación que disminuye a los 

40 minutos y alcanza los niveles basales a los 60 

minutos (Fig. BB). 

Los factores whlte collar regulen le Inducción de 

cat-3 con le luz 

Los micelios de las mutantes wc-1 y wc-2 

presentaron muy poco transcrito de cat-3, aún 

durante la exposición a la luz (Fig. BC y O). Sin 

embargo, cuando se trató el micelio con paraquat o 

con H202. la inducción de cat-3 en las cepas white 

collar fue similar a la cepa silvestre (Fig. 9). Estos 

datos demuestran que la fotoinducción de cat-3 es 

regulada por los factores de transcripción WC-1 y 

WC-2 y que la inducción por paraquat y H 20 2 es 

independiente de estos factores. 
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FIG 8. Inducción de cat-3 con la luz a través 
de WC-1 y WC-2. Los micelios se crecieron 
en medio líquido por 21 h en obscuridad y 
después se iluminaron según los tiempos 
indicados (L). Los cultivos control se 
mantuvieron en obscuridad (0). Densito
metría de las bandas de ARNm de cat-3 de 
la cepa Wt. Los valores son relativos al 
primer control (A). Northems que muestran 
la acumulación del mensajero de cat-3 y los 
ARNr respectivos teñidos con bromuro de 
etidio como control de carga de las cepas 
Wt(B), wc-1 (C) y wc-2(0). 

wc-2¡;=; -----
FIG. 9. Los factores WC-1 y WC-2 no regulan la inducción 
de cat-3 por H 2 0 2 o paraquat. Acumulación del mensajero 
de cat-3 en las cepas wt. wc-1 y wc-2. El ARN total se 
extrajo del micelio en crecimiento (1), tratado con 1 mM de 
H 20 2 (2) o con 5 mM de paraquat (3). Como control de 
carga se muestran los ARN ribosomales 185 y 285 
teñidos con bromuro de etidio. 
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Determinación de los sitios de inicio de la transcripción de cat-3 

Se determinaron los sitios de inicio de la transcripción con la técnica de "primer extension". Se probaron 

tres oligonucleótido que hibridan en diferentes posiciones con el ARN mensajero de cat-3: uno en el 

ATG y los otros dos a +46 pb y +114 pb del ATG. Sin embargo, sólo el oligonucleótido de la posición 

114 en presencia de poliA• generó varios productos. Dos de ellos, los correspondientes a los extremos 

5' amplificados hasta los sitios -87 y -36 pb del ATG, mostraron una mayor intensidad por lo que los 

consideramos sitios preferenciales para el inicio de la transcripción de la cat-3. También se observaron 

dos bandas tenues en los sitios -11 y-250 pb (Fig 10A). 

Cuando se utilizó ARN total, en lugar de poliA+, no se obtuvieron productos. Sin embargo, con ARN total 

de micelio tratado con 5 mM de paraquat, se observaron los mismos sitios preferenciales de inicio de la 

transcipción, el -87 y el -36, además se intensificó el sitio -250 (Fig. 108). 
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-250 

-87 

-36 
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FIG. 10. Sitios de inicio de la transcripción de cat-3. El "primer extension"con 
poliA+ mostró dos sitios de inicio prefenciales. uno a -36 y otro a -87 (A). El 
ensayo realizado con ARN total no dio señal (1 B) pero cuando éste se obtuvo 
de micelios tratados con s mM de paraquat. se detectaron los sitios 
prefenciales y se intensificó el sitio de -250 pb. 
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Análisis del promotor de cat-3 
A diferencia del promotor de cat-1, el promotor de cat-3 presenta cuatro pares de secuencias APE (Fig. 

11 A). Estas son secuencias típicas de los promotores regulados con luz en Neurospora crassa y no se 

han encontrado en el promotor de otros genes que no son fotoinducibles. En los primeros 500 pb antes 

del ATG están los cuatro sitios APE del promotor así como las cajas GATA. Dentro de los primeros 250 

pares de bases antes del ATG (Fig. 11C) se presenta una organización similar a la del mínimo promotor 

de al-3 que es fotoinducible, cajas CAAT, cajas GATA y un sitio APE. Este gen codifica para la geranil 

geranil pirofosfato s_intasa (Cara!'oli, et al.. 1999), (Fig. 11 B). En el promotor de cat-~, también hay 

secuencias conservadas con las que interaccionan los factores de transcripción como: HSF (Fernandes 

et al., 1994), STRE (Schueller et al., 1994) y AP-1 (Abate et al., 1990), (Tabla 5). Estos factores regulan 

la expresión de varios genes que responden a diferentes condiciones de tensión (Schueller et al., 1994; 

Fernandes et al., 1994). 

A 

e 

e 

Elementos APE 

FIG. 11. Posibles secuencias del promotor para la regulación de cat-3 
con luz. Las secuencias APE. que sólo están conservadas en los genes 
fotorregulados. están enmarcadas con un rectángulo (A). Se muestran 
también las cajas conservadas en el mínimo promotor de al-3 que es 
fotoinducible (B) y una organización similar en un fragmento del 
promotor de cat-3 (C). Las flechas indican los sitios de inicio de la 
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Para analizar en detalle el promotor, se hicieron tres construcciones: una con 250 pb antes del ATG 

(pSM250), otra con 543 pb (pSM500) y la última con 1038 (pSM1000). fusionadas al gen de la 

¡3-galactosidasa (lacZ) como proteína reportera (ver apéndice). La secuencia de las construcciones 

mostró que los ATG de los plásmidos pSM500 y pSM1000 quedaron en marco con el gen lacZ. Sin 

embargo, las dos clonas de pSM250, la pSM250T4 y la pSM250T7, que se secuenciaron, perdieron 

el. marco debido a la pérdida de dos bases. 

Con las construcciones pSMSOO y pSM1000 se transformó la cepa his-3 (FGSC 6103). La 

recombinación homóloga del gen his-3 truncado en el extremo amino-terminal de los plás~idos con el 

locus his-3 de una cepa que presenta una mutación puntual en el extremo carboxilo terminal permitió 

seleccionar las cepas transformadas debido a la pérdida de la auxotrofía. Éstas, se resembraron 3 

veces para obtener los homocariotos. 

El análisis de las cepas transformadas permitirá determinar si el fragmento del promotor contenido 

entre los -500 y -1000 pb del promotor, se requiere para la inducción de cat-3 con la luz y las 

diferentes condiciones de tensión. Esperamos que algunas secuencias dentro de los 500 pb antes del 

ATG sean indispensables para la regulación de cat-3 con la luz. 
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DISCUSIÓN GENERAL 

Las catalasas monofuncionales grandes de Neurospora crassa 

Los genes cat"1 y cat-3codifican para dos catalasas monofuncionales grandes, la CAT-1 y la CAT-3, 

respectivamente. El análisis filogenético de las catalasas monofuncionales muestra que las catalasas 

compuestas de subunidades grandes (mayores de 80 kD) están presentes sólo en bacterias y en 

hongos y se agrupan en un ciado diferente al de las catalasas constituidas por subunidades 

pequeñas (50-65 kDa)_ (Klotz etª'-·~ 1997; Johnson et al., 2002). El tamaño de las catala~s grandes 

es el resultado de la extensión de 40-70 residuos en el extremo amino-terminal y la adición de un 

domino del tipo flavodoxina de 150 residuos en el extremo carbOxilo-terminal (Klotz et al .. 1997). Las 

catalasas pequeñas como la de bovino y la humana tienen la capacidad de unir NADPH en el 

extremo carnoxilo terminal de cada subunidad. En las catalasas grandes, la presencia del dominio 

tipo flavodoxina impide la interacción del NADPH con las subunidades (Kirkman et al., 1984; Jouve et 

al., 1989). 

La CAT-1 y CAT-3 son resistentes a la luz, la temperatura, el pH y los agentes desnaturalizantes 

(Díaz et al., 2001 ). Además, ambas enzimas tienen como grupo prostético una clorina en vez del 

ferro-protohemo IX (Jacob y Orme-Johnson, 1979; Lledías et al., 1998), toleran concentraciones 

molares de H202 y muestran una menor sensibilidad a la inactivación por azida (Díaz et al., 2001; 

Díaz y Hansberg, resultados no publicados). Estas características de las catalasas grandes aseguran 

una mayor protección antioxidante en los micro-organismos expuestos a diferentes condiciones de 

tensión. 

La secuencia de proteína de la CAT-1 y la CAT-3 presenta sólo un 36°/o de identidad entre ellas. 

Comparten un mayor porcentaje de identidad (60°/o) con sus homólogos de otros hongos, que entre 

ellas mismas. Esto también se observa entre las Cat-A y Cat-B de Podospora ancerina, Aspergillus 

nidulans (Navarro et al., 1996; Kawasaki et al., 1997), Aspergillus fumigatus (Calera et al., 1997) e 

Histoplasma capsulatum (Johnson et al., 2002). El análisis filogenético muestra que el ciado que 

contiene exclusivamente catalasas monofuncionales grandes se divide en dos subclados: el de las 

CAT-A, en el que está la CAT-1 de N. crassa y en donde predominan las catalasas bacterianas y el 

de las CAT-B en el que se localiza la CAT-3 y la mayoría de las catalasas de hongos (Johnson et al., 

2002). 
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etanol o en una alta concentración de NaCI. Esto sugiere que cada una de ellas desempeña una 

función específica en el hongo. 

Regulación de cat-3 con la luz 

La inducción de los genes fotoinducibles en N. crassa es transitoria. Los genes bli-3 y bli-4 (inducidos 

con la luz azul) (Somer et al., 1989), con-5 y con-10 (genes de la conidiación); al-1, al-2 y al-3 (fitoeno 

deshidrogenasa, fitoeno sintasa y geranil-geranil pirofosfato sintasa, respectivamente) (Nelson et al., 

1989; Schmidhauser et al., 1990); frq (oscilador del ciclo circadiano), ccg-4 y ccg-6 (genes regulados 

por el ciclo circadiano) y wc-1 y .;c-2 (factores de transcripción) pertenecen a los genes de regulación 

temprana. La inducción se da en los primeros minutos de la exposición a la luz azul, alcanza un 

máximo entre 20-30 minutos y después decrece. Este mismo comportamiento se observó en la 

acumulación del mensajero cat-3. De manera similar a los otros genes inducidos con la luz, la 

fotoinducción de cat-3 depende de los factores de transcripción WC-1 y WC-2. En cambio, la 

inducción de cat-3 con H 2 0 2 y con paraquat es independiente de estos factores. 

El fragmento de 250 pb antes del ATG del promotor de cat-3 contiene cuatro posibles elementos para 

la fotorregulación del gen que están organizados de manera similar en el promotor mínimo de al-3 

(Carattoli et al., 1994). Ambos incluyen secuencias APE, cajas GATA y CCAAT. Sin embargo, en el 

caso de la cat-3, estas cajas son GGATA y no HGATA (donde H puede ser c. A o T). 

El factor de transcripción AREA que tiene dedos de zinc y pertenece a la clase cuatro, a la que 

también pertenecen los WC, sólo pueden interaccionar con las cajas HGATA (Ravagnani et al., 

1997). A diferencia de otros factores de la misma clase (como AREA. GLEN3 y NIT2), el WC-1 y el 

WC-2 tienen la característica inusual de que el asa de los dedos de zinc esta formada por 18 

aminoácidos en lugar de 17. Además, el residuo de leucina hidrofóbico, responsable de la interacción 

con las cajas HGATA, está sustituido en el WC-1 y el WC-2 por un residuo de ácido glutámico que es 

hidrofílico (Ballario et al., 1996; Linden y Macino, 1997). Posiblemente, las modificaciones en los 

dedos de zinc de WC-1 y de WC-2 permiten la unión de estos factores a las cajas GGATA. Seria 

interesante determinar si efectivamente dicha interacción se lleva a cabo. analizar con las 

construcciones pSM-250, pSM-500 y pSM-1000 las regiones en donde se localizan las secuencias 

responsables de los diferentes tipos de regulación que presenta el gen cat-3. Además. sería también 

importante determinar si las cajas HSF, STRE y AP-1 del promotor son funcionales. 
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El gen cat-3 es el primer gen de catalasa fotoinducible encontrado en hongos. En plantas. las 

catalasas Cat3 de maíz (Redinbaugh et al., 1990); CAT2 (Zhong et al .• 1994) y CAT3 (Zhong y 

McClung. 1996) de Arabidopsis thaliana y Cat-1 de Nicotiana plumbaginifolia (Willekens et al .• 1994) 

se inducen con la luz. 

LA CAT-3,el hemo y aua modlflc•clonea. 

La CAT-1 se oxida in vitro en presencia de 10 2 (Uedías et al., 1998) e in vivo durante la germinación 

de los conidios (Uedías et al .• 1999), generando isoformas más ácidas y con una mayor movilidad 

electroforética. La CAT-3 se modifica in vivo en el micelio expuesto a un choque térmico en presencia 

del aire e in vitro cuando se expone a una reacción de fotosensibilización en la que se produce el 10 2 . 

Sin embargo, el cambio en la movilidad electroforética observado en la CAT-3 oxidada fue mucho 

menor que el de la CAT-1 (primera publicación en este trabajo). También se observa unas isoformas 

más ácidas en las catalasas de diversos organismos expuestas al 10 2 (Lledías et al., 1998; Lledías y 

Hansberg, 1999). 

Los estudios de la CAT-1 demuestran que las isoformas son el resultado de la oxidación del hemo 

(Lledías et al., 1998). Aun cuando la causa de la modificación en la CAT-3 no ha sido estudiada en 

detalle, las características de la proteína sobreepresada en E.coli, sugiere que también en este caso 

el heme está relacionado. La CAT-3 sobreexpresada tiene una movilidad electroforética que es 

diferente a la CAT-3 extraida de N. crassa y además, es fotosensible (Michan, Lledías y Hansberg, 

datos no publicados). Las catalasas como la humana, la de bovino, la de maíz o la de girasol son 

fotosensibles, a diferencia de la Cat-1 y la Cat-3 que no pierden actividad aún exponiéndolas a la luz 

intensa por largos periodos (Lledías et al., 1998; Lledías y Hansberg, datos no publicados). 

Procesamiento y secreción de la CAT-3 

La CAT-3 se secreta al medio al igual que las catalasas homólogas de otros hongos. La actividad de 

la CA T-3 se detectó en el medio de cultivo sólido y también en un medio líquido en el que creció la 

cepa silvestre. Sin embargo, la CAT-3 secretada representó sólo una pequeña fracción (<3º/o) de la 

actividad determinada en los extractos celulares (datos no mostrados). Esto y el que únicamente un 

porcentaje bajo (5-10°/o) de la CAT-3 tenga un amino terminal procesado, sugieren que sólo una 

pequeña fracción de la CAT-3 se procesa y se secreta. La mayoría de la CAT-3 se encuentra en la 

fracción soluble y está asociada con pared celular (Montes de Oca, 1999). 

83 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



El extremo amino terminal de la fracción de CAT-3 que se secreta, posiblemente se procesa de forma 

similar a la Cat-B de A. fumigatus (Calera et al .• 1997). El corte de una peptidasa elimina los primeros 

1 e aminoácidos y una endopeptidasa tipo-KEK2 sustrae los 13 residuos siguientes. 

Tomando en cuenta que la actividad extracelular de CAT-3 aumenta conforme el cultivo avanza en su 

crecimiento (datos no mostrados) y que sólo una pequeña fracción de la CAT-3 se secreta, sería 

interesante conocer en detalle cómo se regula el procesamiento y la secreción de la enzima y 

determinar si este tipo de regulación desempeña un papel importante en la fisiología del hongo. 

El gen cat-1 tiene dos codones de inicio de la traducción en marco. El alineamiento con los genes 

homólogos y el análisis del uso de codones sugiere que el segundo inicio es el correcto. Además, 

sólo el segundo codón de inicio está en un contexto de la secuencia consenso para los sitios de inicio 

de la transcripción. El amino terminal de la CAT-1 no muestra la secuencia de un péptido señal, sin 

embargo, el amino terminal . de esta catalasa también se procesa (Díaz y Hansberg, datos no 

publicados). Esta catalasa también se encuentra asociada a la pared celular, que en este caso es de 

los conidios (Montes de Oca, 1999). 

La ausencia de una catalasa extracelular en la mutante sin CAT-3, demuestra que ésta es la única 

catalasa que N. crassa secreta al medio. Se ha demostrado la secreción de otras catalasas, como la 

CAT-B de A.fumigatusy la CAT-1 de C. purpurea (Calera eta/, 1997; Garre etal .. 1998). La secreción 

de la CAT-3 puede estar relacionada con las concentraciones elevadas de H202 que se pueden 

producir a partir del 0 2 ·- que genera la NADPH oxidasa de las plantas (Doke et al., 1996), ya que en 

condiciones silvestres N. crassa crece en sustratos vegetales. 

LB pérdida de la actividad de CAT-3 ea compensada por otras enzimas 

N. crassa tiene varias enzimas que participan en la detoxificación del H202. Sin embargo, la ausencia 

de la actividad de CAT-3 en la cepa mutante no puedo ser compensada por la CAT-1 o por otras 

actividades de catalasa. aún en condiciones de tensión oxidativa. La CAT-1 y CAT-3 se expresan 

durante el ciclo de vida asexual de manera diferente y. en las condiciones de tensión en las que se 

induce la CAT-3, la CAT-1 no incrementa. 

Además de las dos catalasas monofuncionales grandes. el hongo tiene una catalasa monofuncional 

pequeña (CAT-4) localizada probablemente en los peroxisomas y una catalasa-peroxidasa (CAT-2) 

que se expresa en la hitas en donde se observa vacuolización como las de la fase de crecimiento 
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estacionario tardío, las del micelio adherido o en las bases de las hitas aéreas conidiantes (Peraza y 

Hansberg, 2002). Además, en el genoma de N. crassa se han encontrado secuencias que codifican 

para tres peroxirredoxinas, una glutatión peroxidasa, una citocromo e peroxidasa y probablemente 

otras peroxidasas. Sin embargo, a diferencia de las catalasas que funcionan en concentraciones 

milimolares de H 20 2, éstas enzimas son eficientes únicamente a bajas concentraciones de H 20 2 • 

La falta de compensación de la actividad de CAT-3 se manifiesta en la sensibilidad que mostraron las 

mutantes cat-3 al H 202. Mientras que el 90o/o de las colonias Wt lograron sobrevivir al tratamiento con 

1 o mM de H202 durante 10 minutos, el 70% de las colonias mutantes no lo resistieron. 

En conclusión, a pesar de la redundancia de enzimas que participan en la detoxificación del H 2 0 2, 

ninguna de ellas es capaz de compensar la pérdida de la actividad de la CAT-3 durante el crecimiento 

debido a que son más ineficientes, presentan otra localización celular o se expresan en diferentes 

condiciones o/y estructuras celulares. 

Otros sistemas antioxidantes - Inducen en la mutante cat-3 

En respuesta al estado hiperoxidante y a la falta de compensación de la actividad de catalasa, se 

esperaba que otros sistemas antioxidantes se indujeran en la mutante cat-3. Los carotenos son 

compuestos que tienen una función antioxidante. Aquellos que contienen más de once enlaces 

dobles conjugados son muy eficientes para inactivar el 10 2 y evitar el daño fotooxidativo (Thomas et 

al., 1981 ). Los carotenos se sintetizan en N. crassa: durante el crecimiento en respuesta a la luz azul, 

a través de los factores de transcripción WC-1 y WC-2, y de manera constitutiva durante la 

conidiación independiente de la luz y de los factores WC (Rau y Mitzka-Schnabel, 1985; Bramley y 

Mackenzie, 1988). 

Ambos tipos de inducción están relacionados con la producción de 1 0 2 y otras EOR. La iluminación 

con luz azul de los compuestos intracelulares fotoactivos, como las flavinas. promueve las reacciones 

de fotosensibilización en las que se produce 10 2 (Halliwell y Gutteridge, 1999). Durante la conidiación 

se observan las isoformas oxidadas de la CAT-1. Las isotermas oxidadas pueden ser un marcador 

intracelular del 10 2 (Lledias y Hansberg, 2000). Schroeder y Johnson (1995) demostraron que el 10 2 

induce la síntesis de los carotenos en Phaffia rhodozyma. Los carotenos de Sclerotium rolfsii (Georgiu 

et al., 2001) también se inducen por una tensión oxidativa durante la formación de los esclerosios. 
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Además, algunas EOR como el 02·- y el H202 pueden generar de manera espontánea 10 2 en las 

células. De hecho el H 20 2 es la principal fuente del 10 2 en la oscuridad (revisado en Lledías y 

Hansberg, 2000). Las colonias Wt de N. crasa que crecen en la oscuridad prácticamente no tienen 

carotenos y éstos se inducen en presencia de la luz. Sin embargo, las cepas mutantes en cat-3, 

crecidas en oscuridad, muestran un contenido elevado de carotenos. Estos resultados son 

consistentes con la generación del 10 2 a partir del H202 y la inducción de la síntesis de carotenos 

debido al 10 2. El contenido de carbonilos en la Wt iluminada por 1 h aumenta tres veces. Esto indica 

que la fotosensibilización genera condiciones hiperoxidantes. 
. ~ 

Efectos de le •u-ncl• de la CAT-3 en el de-rrollo •-xuel de N. era••• 
La filtración y exposición del micelio vegetativo al aire induce la conidiación de N. crassa. Se ha 

considerado que la desecación es la que dispara el proceso de conidiación. Sin embargo, de todo el 

micelio filtrado, sólo se diferencia el que se mantiene en contacto directo con el aire. La adhesión del 

micelio, primer paso del proceso de conidiación, se produce a los pocos minutos de la exposición al 

aire y está relacionada con la secreción y polimerización de un carbohidrato en la pared celular que 

funciona como cemento de unión entre las hifas (Hansberg, datos no publicados). La capa del micelio 

adherido también se forma en cultivos líquidos no agitados, condiciones en las que no se puede 

desecar el micelio. 

Por otro lado, en las masas de micelio no expuestas al aire o en presencia de antioxidantes el micelio 

no se adhiere, lo cual sugiere que se requiere una tensión oxidativa para la adhesión de las hifas. 

Sólo en el micelio adherido se ha detectado la oxidación y la degradación de proteínas y de algunas 

enzimas específicas (Toledo et al., 1994). Además, el micelio adherido sirve de sustrato para el 

desarrollo de las hifas aéreas, la siguiente estructura diferenciada del ciclo asexual. Las hifas de las 

mutantes sin cat-3 se tienden a adherir unas con otras durante el crecimiento en cultivos líquidos y 

muestran una mayor oxidación de proteínas con la aereación. 

Según nuestra hipótesis, el estado hiperoxidante en el micelio adherido de la mutante deberia 

conducir a la formación de un mayor número de hifas aéreas. La mutante de cat-3 produce seis veces 

más micelio aéreo y más conidios que la Wt. 

Algunas cepas mutantes de catalasa en otros hongos no presentan efectos relacionados con los 

procesos de diferenciación (Navarro et al., 1996; Kawasaki et al., 1997; Calera et al., 1997; Garre et 

al., 1998). Sin embargo, la ausencia de la Cat-B en la bacteria Streptomyces coelicolor produce 
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osmosensibilidad y afecta la producción del micelio aéreo (Cho, et al., 2000). La mutante sod-1 que 

carece de la SOD Cu-Zn (Chary et al., 1994), tiene un fenotipo parecido al de la mutante cat-3. La 

cepa mutante sod-1 presenta más carotenos, la adhesión de las hifas es mayor y también se 

producen más hifas aéreas y conidios (Peraza y Hansberg, datos sin publicar). A diferencia de la 

cat-3, la sod-1 es más sensible al paraquat y es resistente al H202. 

La eliminación del gen que codifica para la proteína Gex; de N. crassa produce el siguiente fenotipo: 

disminuye el nivel del AMPc, el crecimiento apical y la acumulacion de los carotenos, aumenta la 

tolerancia al choqu~ de calor y "81 tratamiento con H202 y produce menos hifas aérei.s pero más 

conidios. Un fenotipo similar lo presenta la mutante deficiente de la adenilato ciclasa. Las cepas 

mutantes que tiene la proteína Gex; permanentemente activa muestran un incremento del AMPc, bajo 

contenido de carotenos, un crecimiento apical similar al de la Wt, una disminución de la tolerancia al 

choque de calor y al tratamiento con H 20 2 y un aumento en la producción del micelio aéreo, pero una 

disminución en el número de conidios (Yang y Borkvich, 1998). 

Lo anterior sugiere que el nivel del AMPc está relacionado con la señal de carbono reducido. Un nivel 

alto de AMPc podría indicar suficiencia de carbono reducido, lo que se traduce en una menor 

protección antioxidante (menos carotenos, menor termotolerancia y menor sensibilidad al H 20 2), un 

mayor crecimiento y menor diferenciación. Un nivel bajo de AMPc podría indicar una limitación de 

carbono reducido y traducirse en una mayor protección antioxidante, menor crecimiento y una mayor 

diferenciación celular. La determinación de los niveles de AMPc durante el ciclo asexual de la 

mutante cat-3 permitirían entender un poco más sobre dichas relaciones. 

En este trabajo demostramos que las catalasas monofuncionales grandes juegan un papel específico 

en el mantenimiento del equilibrio REDOX intracelular y específicamente la función de la CAT-3 está 

relacionada con el proceso de diferenciación asexual de N. crassa. 
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APÉNDICE 

Se presentan los mapas de los plásmidos construidos durante el desarrollo de esta tesis 

Note• sobre la construcción: el cDNA de cat-3 
sé clonó en el sitio EcoRV de pBKS+/
(Stratagene) en sentido a la secuencia Hindlll 
del plásmido. Los detalles de la construcción se 
describen en la primera publicación. 

Notas sobre la construcción: la secuencia de 
lacZ contenida en el fragmento EcoR1 de 
pDEI (FGSC) se reemplazó por el cDNA de 
cat-3 que contiene desde el ATG hasta el 
STOP. Este plásmido se utilizó para el RIPing. 
Los de-talles de la construcción se describen 
en la segunda publicación. 

pET23b+ HlndlM 

// stop 

----
cat-3(cDNA) 

(2433pb) 

Notas sobre la construcción: el cDNA de 
cat-3 con toda la región 3' que no se traduce 
se clonó en los sitios Ndel/Hindll del plásmido 
pET23b+ (Novagen). El cDNA no se dejó en 
marco con las colas de histidina del plásmido. 
Los detalles de la construcción se describen 
en los procedimientos experimentales de esta 
tesis. 

Notas sobre la construcción: 543 pb del 
promotor de cat-3 se amplificaron por PCA 
con los oligonucleotidos olilacZl y olilacZ2 
(ver los procedimientos experimentales de 
esta tesis) y se clonaron en el sitio EcoAI de 
pCR™ll (lnvitrogen). 
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Notas sobre la construcción: el fragmento 
EcoRl/Xbal de pSM6 que contiene el cDNA 
de cat-3 fusionado con la GFP (uso de 
codón adaptado para plantas) se subclonó 
en los sitios compatibles de pBKS+/-. 

Notas sobre la construcción: un fragmento 
de 600 pb del gen cat-1 se amplificó por 
PCR con aligas degene-rado~ se clonó 
en los sitos EcoRI de pCR 11 (lnvitro
gene). Ver detalles de la construcción en 
la primera publicación de esta tesis. 

Notas sobre la construcción: el cDNA de 
cat-3, desde el ATG hasta antes del STOP 
se amplificó por PCR con los 
oligonucleotidos GFPrv (5'CGCCGCCATG 
GCCTCATCATCGCCATC3') y GFPfw (5' 
CGCCGAATTCATGCGTGTCAACGCTCT 
T3') y se clonó adelante de la GFP 
(Genebank: CVU43284) en los sitios 
EcoRl/Ncol de pGFP-MRCp. 

,\ 
pSM-250 \ ',-- EcoRI 

9.7soKpb 1H 
/ I 

·"/-.. 
A......_n~-3 ~'-; HlnCU 

.r'-...._~~/,,-Xhol ........ ___ / 

Notas sobre la construcción: un fragmento de 
250 pb del promotor de cat-3 se clonó en los 
sitios Bglll/Smal de pDEI (FGSC), adelante del 
gen de la 13-galactosidasa (lacZ). De este 
plásmido se secuenciaron dos de las tres clo
nas que se obtuvieron, la T4 y T30. Ambas. 
presentaron una pérdida de 2 pb cercana al 
ATG. lo que afectó el marco de lectura. Los 
detalles de la construcción se describen en los 
procedimientos experimentales de esta tesis. 
Secuencia en marco: 
ATG CGG GCC GTC GTT TTA 
Secuencia de las clonas T 4 y T30 
AT - -G GGC CGT CGT CGT TTT A 
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Notes sobre la construcción: 1048 pb del 
promotor de cat-3 se clonaron en los sitios 
Bglll/Smal de pDEI (FGSC) en marco con lacZ 
como proteína reportera. Los detalles de la 
construcción se describen en los procedimien
tos experimentales de esta tesis. 

------·-· -· -·~--....~.·-~-· 

Notas sobre la construcción: 543 pb del 
promotor de cat-3 se clonaron en los sitios 
Bglll/Smal de pDEI (FGSC) en marco con lacZ 
como proteína reportera. Los detalles de la 
construcción se describen en los procedimien
tos experimentales de esta tesis. 
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