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RESUMEN

En los seres vivos existen diferentes tipos de oscilaciones ritmicas que se manifiestan en
algunos procesos biolégicos tanto fisiolégicos como conductuales. La mutante band (bd) del
hongo filamentoso Neurospora crassa se ha utilizado desde 1966 como modelo de estudio de
una oscilacion circadiana, ya que la cepa bd alteran el crecimiento y la esporulacion asexual con
un periodo de 22 horas en la oscuridad. La hipdtesis que guia este trabajo es que la
diferenciacion celular en N. crassa y otros microorganismos se da como respuesta a una tension
oxidante. De acuerdo a esta hipétesis, la sucesién de crecimiento y esporulacion de la cepa bd
debe corresponder a una oscilacién del estrés oxidante: cuando no hay tensién el hongo crece,
cuando hay estrés oxidante la cepa esporula. En concordancia, una cepa sin el gen de la
superéxido dismutasa SOD-1, también presenta una conidiacién ciclica con un periodo muy
semejante al de la cepa bd. Recientemente se identificé una mutacién puntual en el gen ras-71
como la causante del ciclo de crecimiento-conidiacion de la mutante bd. La mutacién de esta
proteina G cambia una treonina por una isoleucina en la regiéon que interactla con la proteina
GEF, la cual promueve el intercambio de GDP por GTP. Se ha visto que RAS-1 esta relacionada
con la tension oxidante y que interactla con varias vias de transduccién de sefiales que
determinan el crecimiento, la patogenicidad y la diferenciacién celular en diversos organismos.
En este trabajo se analiz6 la prediccidon de que las condiciones prooxidantes y antioxidantes
alteran el periodo de oscilacién de la mutante bd: las condiciones oxidantes acortarian el ciclo,
mientras que las antioxidantes lo alargarian o lo anularian. Para esto se usaron cepas mutantes
carentes de actividades antioxidantes (Acat-3, carente de la catalasa CAT-3 y Acat-71, sin
actividad de la catalasa CAT-1) o prooxidantes (Anox-1, sin actividad de la NADPH oxidasa NOX-
1) y diferentes sustancias antioxidantes (N-acetil cisteina y prolina) y oxidantes (Paraquat y
menadiona). Nuestros resultados muestran que las carencia de la catalasas no afecta el periodo
de oscilacién. En cambio, la enzima NOX-1 se requiere par mantener una conidiacién ciclica
robusta. Sin embargo, este efecto podria deberse a que la mutante Anox-7 produce menos
micelio aéreo. Se observé que el periodo de conidiacion de la mutante bd se acorta en presencia
de Paraquat, el cual incrementa la tensién oxidante celular, mientras que la conidiacion ciclica
disminuye hasta desaparecer en presencia del antioxidante NAC. Los resultados en este trabajo
indican que el ritmo circadiano en N. crassa se ve afectado por las condiciones oxidantes

celulares.



INTRODUCCION

Historia de los ciclos bioldgicos

En la naturaleza existen una gran cantidad de ritmos biolégicos, los cuales se han documentado
desde tiempos muy antiguos en diversos organismos. Estos ritmos pueden controlar una extensa
variedad de procesos bioldgicos, tales como la divisién celular, la asimilacién de nutrientes, la
bioluminscencia e incluso procesos de apareamiento y reproduccién. La ritmicidad en los seres vivos
parece ser una respuesta a las distintas variaciones ciclicas que hay en nuestro medio ambiente

como la temperatura, las mareas, la luz o la disponibilidad de nutrientes.

Todos los organismo muestran actividades fisiologicas, bioquimicas o conductuales ciclicas asociadas
a un cambio ambiental, que pueden continuar en condiciones constantes sin ninguna sefal o
referencia ambiental ya que son endégenas (Aschoff, 1981). Estos ritmos, ampliamente distribuidos
filogenéticamente, se han clasificado por diferentes autores de acuerdo a su periodo. Por ejemplo,
Halberg en 1965 clasificé los ritmos biolégicos basandose en la relacién entre el periodo del ritmo
biolégico y los ciclos geofisicas. Debido a que el periodo de los ritmos en condiciones constantes no
es exactamente igual al del ritmo biolégico, antepuso el prefijo circa (que significa alrededor de) a
cada uno de los ritmos: los ciclos circadianos, que estan relacionados con el ciclo de rotacién
terrestre, ocurriendo diariamente, los ciclos circamareales que se producen por la interaccién entre la
tierra y la luna generando las mareas, los ciclos circalunares que se generan por las fases lunares y
por Ultimo los circaanuales generados por el movimiento de translaciéon de la tierra alrededor del sol
(Aschoff, 1981). En 1981, Enright clasificé los ritmos biolégicos en tres grupos basandose en la
frecuencia de su oscilacion: ritmos ultradianos, que tienen un periodo menor a 19 horas, como la
respiracion; los ritmos circadianos que tienen una duracién de entre 19 y 39 horas, como los ciclos
de suefo-vigilia y los ciclos infradianos que tienen un periodo mayor a 29 horas, como los ciclos

reproductivos (Enright, 1981).

Algunas de las primeras observaciones sobre ciclos circadianos se hicieron alrededor del siglo IV A.C.,
cuando Andréstenes de Tasos (Moore-Ede et al., 1982), un escribano de Alejandro Magno, observé
que las hojas de la planta del tamarindo se abrian de dia y se plegaban de noche. En 1729 el
astronomo Jean Jacques D‘ortous De Mairan (Moore-Ede et al., 1982) utilizé la planta Mimosa pudica,
la cual se caracteriza por mover sus hojas al ser tocada, para observar que las hojas se abrian o
extendian en el dia y se movian hacia la luz, mientras que en la noche se cerraban o retraian. De
Mairan detectd una de la principales caracteristicas que distingue a los ciclos biolégicos: al colocar

una planta en un armario en el que no habia cambios de luz y oscuridad, comprobé que estos ritmos



eran producidos de manera endégena, ya que se mantenian en ausencia de la sefial de luz externa.
Aunque De Mairan también propuso seguir el ritmo de M. pudica en hornos a distintas temperaturas,
fue Henri-Louis Duhamel du Monceau (Moore-Ede et al.,, 1982), quién repitié el experimento de De
Mairan a diferentes temperaturas y observé que no habia ningin cambio en el ritmo, lo cual
constituye otro rasgo distintivo de los ritmos circadianos: su relativa independencia de la

temperatura externa.

El sueco Carl von Linné, después de observar que los pétalos de algunas plantas se abrian y se
cerraban a distintas horas del dia, disefié un jardin que describe en su obra Philosophia Botanica,
publicada en 1751, al que llamé horonlogium florae. En este jardin era posible saber la hora de dia
con una precisién de mas o menos una hora con solo mirar un tipo especifico de flor, ya que utilizaba
mas de una planta como referencia. Linné separé las plantas cuya apertura de pétalos dependia de
las condiciones climaticas (Meteorici) de las que se abrian de acuerdo con la longitud del dia (Tropici)
y las que se abrian y cerraban en tiempos precisos, independientemente de las condiciones climéaticas
(Aequinoctales). Posteriormente, Darwin, en su obra “El Poder del Movimiento de las Plantas” (Darwin
and Darwin, 1900), trata el movimiento diurno de las plantas que abren y cierran sus hojas y pétalos,
a lo que llamé "sleep of plants". Después de describir varios experimentos hechos por su hijo Francis
y colaboradores, concluyé que los ritmos diarios de los movimientos de las hojas eran propiedades
endégenas e inherentes de las plantas, producto de la selecciéon natural, como un mecanismo de
proteccién a la radiacién solar. En su libro Earthworm Book, publicado en 1881, Darwin también nota
la conducta de animales nocturnos y describe experimentos donde la actividad de ciertos gusanos se

mantiene en condiciones constantes en la oscuridad.

En los relojes circadianos existen elementos que conforman un asa de retroalimentacién negativa a
nivel transcripcional y/o traduccional. La primera demostraciéon de este tipo de mecanismos se hizo
en neuronas en cultivo de la retina del caracol Bulla gouldiana. Se observé que estos cultivos
mantienen oscilaciones circadianas en la conductancia membranal por mas de dos dias (Michel et al.,
1993). En mamiferos se ha identificado una pequefia regidon en el cerebro, llamada el ndcleo
supraquiasmatico, en la cual hay un grupo de neuronas que conforman la maquinaria oscilatoria en las
ratas (Welsh et al., 1995). Regiones similares también se han identificado en anfibios, aves, reptiles,
peces e insectos (Binkley et al., 1978; Cahill, 1996; Dunlap et al., 1999; Plautz et al., 1997; Tosini

and Menaker, 1996; Yoo et al., 2004). Algunas lineas celulares mantienen la oscilacién en cultivo.

Se ha demostrado que, en algunos casos, estos relojes estan compuestos por multiples osciladores
coordinados de diferente manera. En general, en las cianobacterias y en los hongos al menos un

oscilador esta directamente vinculado con el ambiente, y puede servir como el marcapasos (ver mas



adelante) de otros osciladores, a través de un acoplamiento directo o indirecto. Sin embargo, en el
hongo filamentoso Neurospora crassa existe evidencia de mas de un oscilador independiente con
actividad de marcapaso (Correa and Bell-Pedersen, 2002; Correa et al, 2003). En organismos
multicelulares como los roedores y las aves existen tejidos que no son sincronizados directamente
por la luz (Bell-Pedersen et al, 2005). En estos animales existe un sistema centralizado de
marcapasos que parece ser esencial para convertir las sefiales de sincronizacién por luz en sefales rio
abajo que sincronizan los tejidos periféricos. El sistema circadiano de las aves es uno de los mas
complejos, ya que posee diferentes marcapasos involucrados en la regulacién de tejidos periféricos.
Estos marcapasos estan presentes en la glandula pineal, la retina y los dos sistemas nerviosos
centrales de las aves, el visual y el medial. (Gwinner and Brandstatter, 2001). Por el contrario, en
Drosophila melanogaster al parecer no existe este marcapasos centralizado, ya que los osciladores en
tejidos periféricos pueden ser sincronizados directamente con la luz o con otras sefiales ambientales,
debido a que estan compuestos por dos asas de retroalimentacion transcripcional entrelazadas entre
si (Glossop et al., 1999; Lee et al., 1999). Los genes asi regulados se expresan en tejidos de los tres
segmentos corporales: la cabeza, el torax y el abdomen (Hall, 2003). Casi todos estos tejidos
muestran expresion ritmica de los genes reloj y por lo tanto contienen osciladores circadianos. Estos
osciladores se dividen grosso modo en el oscilador central, compuesto por grupos de neuronas en el
cerebro gue controlan ritmos de actividad locomotora, y por los osciladores periféricos que incluyen

a los osciladores en la cabeza, el térax y el abdomen (Glossop and Hardin, 2002).

La cianobacteria Synechococcus elongatus, a pesar de que no cuenta con mecanismos de
retroalimentacién de transcipcion-traduccién, muestra ritmos circadianos en la expresién génica. Esto
sugiere que las oscilaciones en los procariotas tiene un origen diferente. En efecto, el ciclo de S.
elongatus se puede reconstruir in vitro con el ensamblaje de tres proteinas parecidas a los sistemas
de transduccién de sefales de dos componentes de bacterias. Estas proteinas (KaiA, KaiB y KaiC)
funcionan con un ritmo de 22 horas durante varios dias, con sélo ATP. Ademas existe evidencia de
que en S. elongatus y en otros organismos como N. crassa, hay multiples osciladores que se localizan
en una unica célula, por lo que no depende de todo el organismo sino que la célula contiene toda la

informacién y la maquinaria necesarias para su funcionamiento (Bell-Pedersen et al., 2005).

Otro organismo pionero en la investigaciéon de los ritmos bioldégicos fue el alga verde marina
Acetabularia. Esta alga se caracteriza por ser un organismo unicelular y uninucleado que puede medir
hasta 10 cm de largo. Acetabularia se utilizé para demostrar que la informaciéon genética de los
eucariotas esta en el nucleo, transplantando partes celulares entre dos especies del mismo género
(Hammerling, 1953). Estas células presentan un ritmo circadiano durante el proceso de fotosintesis,

que incluso se observa en el movimiento de los cloroplastos. Sin embargo, el ritmo no necesita una
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regulacién transcripcional-traduccional ya que lo controlan unas proteinas que tienen una vida media
corta. La degradacién de estas proteinas no promueve la sintesis su ARN, sino que los transcritos
que codifican a dichas proteinas son de vida media larga, lo que permite su sintesis continua por
hasta siete dias. Esto indica que la transcripcion ciclica no es esencial para la ritmicidad de este

organismo (Lakin-Thomas, 2006).

Asi pues, aunque en la naturaleza existen muchos fenémenos oscilantes, sélo algunos son
considerados ciclos circadianos, ya que deben cumplir con las siguientes caracteristicas:
¢ Son mecanismos enddgenos que permanecen durante generaciones sin la presencia de
referencias ambientales.
¢ Presentan una oscilacion espontanea con un periodo cercano a las 24 horas en condiciones
constantes.
* Poseen mecanismos de compensacion por temperatura, esto es, que el periodo permanece
igual dentro de un intervalo de temperatura.

e Es posible sincronizarlos con sefiales ambientales, como un pulso de luz.

A pesar de sus diferencias filogenéticas, todos los organismos tienen al menos un oscilador
auténomo interno (Bell-Pedersen et al, 2005). Este oscilador circadiano es un sistema de
componentes que interactlan para producir un ritmo en un determinado tiempo y aunque puede
funcionar de manera auto-sostenida, no puede operar de manera totalmente independiente de otros
osciladores especializados. Este tipo de osciladores se llaman “marcapasos”. Los marcapasos son
osciladores especializados que operan independientemente de otros osciladores para dirigir una salida
o incluso para sincronizar el reloj interno a través de la deteccién de estimulos ambientales (Bell-
Pedersen et al., 2005). Este estimulo es llamado Zeitgeber, por su nombre en aleman, que significa
“el que da el tiempo”. El Zeitgeber mas comin es la luz, aunque para algunos organismos también
puede ser la temperatura o la disponibilidad de los alimentos. Esta propiedad de sincronizacién es
llamada fase relativa. Dado que el Zeitgeber mas comun es la luz, no es sorprendente que, a partir del
proceso evolutivo, los sistemas bioldgicos circadianos hayan desarrollado sistemas de fotorecepcién
y de fototransduccién. La sincronizacién se observa cuando el periodo del ritmo concuerda con el del
Zeitgeber, por lo que se cambia la fase del ciclo, lo cual depende tanto de la intensidad como del
tiempo de exposicién al Zeitgeber. Los ritmos se manifiestan en condiciones constantes, es decir sin
la presencia de ningln Zeitgeber, con un periodo de alrededor de 24 h, en una condicién de
corrimiento libre, que comprende un intervalo de entre 19 y 30 horas. Al graficar un ritmo, ademas
de observar el periodo, también se observa la medida del nivel de expresién de dicho ritmo. Esa
medida es la amplitud, y se mide a partir de la linea media horizontal hacia uno de las crestas o los

valles del periodo (Fig. 1).
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Figura 1. Se muestra el periodo y las oscilaciones de un ritmo circadiano.
Los primeros ciclos, ocurren mientras se sincroniza al reloj con ciclos de luz y
oscuridad. Posteriormente, la oscilacion persiste durante algun tiempo en
corrimiento libre cuando el organismo ya no tiene ninguna referencia
ambiental.
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Ademas de la compensacién por temperatura, ciertos ritmos también se pueden compensar con los
nutrientes. Asi, a pesar de que la tasa de crecimiento se afecta con distintas condiciones
nutricionales, el periodo es el mismo (Bell-Pedersen et al., 2005). Por ejemplo, N. crassa presenta un
ciclo de crecimiento intercalado con la produccién de esporas asexuales cada 22 horas y este periodo
no varia en cierto intervalo de temperatura ni en diferente fuente de carbono o nitrégeno (Loros and

Feldman, 1986b).

El hongo Neurospora crassa como modelo experimental

El reino de los hongos contiene mas de 1.5 millones de especies, de las cuales la mayoria son de tipo
filamentoso (Hawksworth, 2001). Los hongos son el grupo mas cercano a los animales, con los
cuales comparten caracteristicas como la sintesis de glucégeno, la presencia de quitina en algunas
estructuras y el uso del codén UGA para el triptéfano en las mitocondrias. La meiosis ocurre dentro
de un zigoto y la membrana nuclear persiste sin desintegrarse durante la divisién celular. La sintesis
de lisina ocurre a través de la via del acido alfa-aminoadipico. Otra caracteristica importante es el tipo
de alimentacién, ya que al igual que los animales, son organismos heterétrofos por absorcién, lo cual

les ha permitido vivir en cualquier medio que contenga materia organica y en temperaturas entre los
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4° y los 60°C. La mayoria de las especies de hongos tienen una distribucién cosmopolita o euricora,
aunque algunas pocas estan restringidas a algunos habitats, es decir son estenécoras (Herrera and
Ulloa, 1998). Pueden ser saprobios, parasitos o simbiontes. Los hongos desempefian una funcién
muy importante en el equilibrio de la naturaleza debido a las simbiosis que forman y a que son los
mayores recicladores de materia organica. Desde el punto de vista antropocéntrico, los hongos son
importantes debido a que producen sustancias Utiles para los humanos, como los antibiéticos, y
porque se utilizan en la produccion de alimentos como los quesos, el vino, la cerveza, etc. También
existe una gran variedad de hongos comestibles presentes en nuestra dieta. Sin embargo, los hongos
también pueden ser dafinos para el hombre, ya que debido a su gran capacidad colonizadora pueden

ser plagas en cultivos agricolas o ser causantes de diversas enfermedades (Herrera and Ulloa, 1998).

Neurospora crassa, uno de los hongos mas estudiados, pertenece al subreino Dikarya, phylum
Ascomycota, subphylum Pezizomycotina, subclase Sordariomycotidae (Hibbett et al, 2007). Los
ascomicetos, que representan aproximadamente el 64% de los hongos hasta ahora descritos, se
caracterizan porque en su reproduccién sexual producen una estructura con forma de saco llamada
asco. En la naturaleza, N. crassa crece sobre vegetales, particularmente en vegetales quemados
como el bagazo de la cafia de azlcar, y ha sido identificado como uno de los primeros colonizadores

después de un incendio forestal (Fig. 2) (Hibbett et al., 2007; Perkins, 1991).

Figura 2. Neurospora crassa es uno de los primer colonizadores de
los bosques después de un incendio. En esta imagen se observa
creciendo en un tronco de madera. Tomado de FGSC, Kansas, USA.

N. crassa se ha utilizado ampliamente como un organismo
eucariota modelo para el estudio de diversos procesos bioldgicos
fundamentales, tales como la regulacién genética, la regulacion
bioquimica, la fisiologia, la biologia molecular y celular, y mas
recientemente, la biologia del desarrollo, la fotobiologia, la
cronobiologia, la ecologia y la evolucién. Debido a su ciclo de
vida rapido y a la generacién de grandes cantidades de biomasa,
es relativamente facil realizar un andlisis bioquimico,h y su ciclo
sexual permite el andlisis genético clasico y molecular. De hecho,
los primeros trabajos realizados en N. crassa fueron realizados
por genetistas para ilustrar la segregaciéon y la recombinacién

meibtica, ya que en su estado vegetativo es un organismo

haploide y se pueden separar con facilidad los 4 productos de la
meiosis. Esto permitié que en 1936 se publicara el primer mapa genético de un organismo, un mapa

de seis puntos del cromosoma sexual (Lindergren, 1936). Posteriormente, George W. Beadle y
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Edgard L. Tatum obtuvieron el premio Nobel por sus trabajos en N. crassa, que permitieron vincular la
genética y la bioguimica al proponer la hipétesis “un gen, una enzima” (Beadle and Tatum, 1941).
Actualmente se cuenta con la secuencia genémica completa y anotada, siendo el primer hongo
filamentoso en haber sido secuenciado. Su genoma esta constituido por 39.2 Mb (mega bases), con
una prediccién de aproximadamente 9,829 genes, de los cuéles sélo para 1,100 se conoce su
funcién. El 40% de los genes de N. crassa no tienen homdélogo aparente en ningln otro organismo. El
gue su genoma esté secuenciado ha permitido la generacién y uso de una gran cantidad de
herramientas, tales como los microarreglos genéticos para el andlisis global de la transcripcién, asi
como una gran coleccién de mutantes generadas por mutagénesis clasica o mediante la eliminacién

sistematica de sus genes (Galagan et al., 2003).
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La fase vegetativa es haploide y esta constituida por un micelio formado por hifas multinucleadas
con una pared celular de quitina. Las hifas tienen un crecimiento apical y estan divididas por septos
abiertos que permiten el flujo del citoplasma y de los organelos celulares. Dicho flujo ocurre sélo
hacia la punta de la hifa en donde ocurre el crecimiento. La fusién entre las hifas genera una red

llamada micelio (Hickey et al., 2002). Dicha fusién promueve la formacién de heterocariones en el
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que diferentes genomas pueden contribuir al metabolismo de un solo micelio. Cuando el micelio
cultivado en liquido se expone al aire, se observan tres transiciones morfogenéticas precedida cada
una de ellas por un estado hiperoxidante. El primer estado diferenciado es la adhesién de las hifas
expuestas al aire, el segundo es la apariciéon de manera sincrénica de un micelio hidrofébico que crece
hacia la fase aérea, llamado micelio aéreo. En el tercer estado se forman las esporas por constriccion
y septaciéon de las hifas aéreas. A estas esporas asexuales se llaman macroconidios y pueden tener
de 4 a 10 nucleos (Springer, 1993). La macroconidacién también esta controlada por diferentes
sefiales endbégenas y ambientales como la luz o la privacién de nutrientes. Existen otros dos tipos de
esporas asexuales: los microconidios, que son estructuras diferenciadas de microconidiéforos o
incluso directamente de las hifas vegetativas, y los artroconidos, que son fragmentos de hifas que se

separan del micelio al cerrarse el septo y formarse un doble septo (Fig. 3).

Ciclo sexual

N. crassa es un hongo heterotalico, esto es, tiene dos tipos sexuales: a y A. Cualquiera de los dos
sexos puede funcionar como componente femenino (receptor) o masculino (donador) durante la
reproduccion sexual, pero la fertilizacién sélo ocurre entre cepas de distinto tipo sexual. El ciclo
sexual se favorece cuando hay una limitacién de nitrégeno en el medio. La cepa que crece en el
medio con bajo nitrégeno y que funcionara como receptora, comienza a diferenciar un agregado de
hifas que dara origen al protoperitecio. De esta estructura emerge una hifa femenina especializada
llamada tricégino, la cual crece quimiotrépicamente hacia la célula masculina, generalmente una
espora asexual, para fusionarse con ella. Este proceso esta dirigido por feromonas producidas por
ambas cepas. Un nucleo de la célula masculina migra hacia el protoperitecio para fertilizarlo. Un
protoperitecio fertilizado tiene una serie de cambios que conducen a la formacién de una cuerpo
fructifero con forma de botella llamado peritecio, dentro del cual se desarrollan los sacos o ascas.
Como resultado de la meiosis se obtienen las esporas sexuales llamadas ascosporas. Una mitosis
posterior produce 4 pares de ascosporas hermanas multinucleadas, ordenadas linealmente dentro del
asca (Fig. 3). El apareamiento termina con un peritecio con aproximadamente 200 ascosporas, las
cuales son expulsadas por presion hidrostatica hacia el exterior y salen por una abertura apical
llamada ostiolo. Las ascosporas tienen un gran contenido de melanina en sus paredes, lo que les da
un color negro. Estas esporas son muy resistentes a condiciones adversas en el medio, tales como la
desecacién. La germinacién se produce después de ser activadas por un choque de calor, lo cual da
lugar a la produccién del micelio vegetativo. Es por esta razén que Neurospora es uno de los
primeros colonizadores en areas de bosque incendiadas, ya que el calor producido activa las

ascosporas y permite su germinacion.
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El ritmo circadiano de la esporulacién asexual en N. crassa

En 1966 se describié una cepa de N. crassa llamada Timex, la cual exhibia una conidiacién ritmica
cuando crecia en medio sélido (Fig. 4). Esta conidiacién ciclica presentaba todos los criterios de un
ritmo circadiano, ya que su periodo era de 22.7 horas a 25°C, era independiente de la temperatura
en un intervalo de 18 a 35 °C, el ritmo continuaba en la oscuridad por un minimo de 14 dias sin
debilitarse y la fase del ciclo podia ser alterada mediante un pulso de luz (Sargent et al., 1966).
Ademas de que se compensaba con la temperatura, el periodo de la conidiacién ciclica también se
compensaba con los nutrientes, ya que el periodo se mantenia en diferentes fuentes de carbono y de
nitrégeno a pesar de crecer a diferentes tasas de crecimiento (Loros and Feldman, 1986a). Esta
cepa Timex contenia dos mutaciones en locus distintos. La primera tenia una deficiencia en una
invertasa y la segunda se denominé band (bd), ya que ésta era la responsable de la conidiacién ciclica
(Sargent, 1969). Se obtuvo una cepa con sélo la mutacién bd. Desde entonces, la cepa bd se ha
utilizado ampliamente como modelo de los ritmos biolégicos, debido a su facil manipulacién, su

reproducibilidad y su homologia con otros sistemas circadianos.

B

Figura 4. A. La cepa silvestre creciendo en una caja de Petri. B. Fragmento de una cepa bd creciendo en una caja de Petri. La
cepa silvestre crece de manera homogénea, y la conidiacion se produce principalmente en los bordes de la caja. A diferencia de la

cepa silvestre, la cepa bd genera ciclos de crecimiento (zonas oscuras) y conidiacion (bandas claras). Fotografias tomadas del
FGSC, Kansas, USA.

En Neurospora la luz tienes efectos sobre el ciclo circadiano, el desarrollo, la conidiacién y la
respuesta antioxidante. Esta Ultima se ve reflejada en los procesos de carotenogénesis (Corrochano,
2007) y en la produccién de algunas enzimas antioxidantes como la catalasa-3 (Michan et al., 2002;
Michan et al., 2003). La respuesta so6lo se da con la luz azul debido a la presencia de varios
receptores que pueden captar este tipo de luz (Galagan et al., 2003) y no con la luz roja, a pesar de
que Neurospora tiene dos genes que codifican para fitocromo (Froehlich et al., 2005). Uno de estos
receptores a la luz azul es el complejo transcripcional White collar (WCC), formado por las proteinas

white collar-1 y white collar-2. Estas proteinas se identificaron al aislar mutantes en los genes white
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collar-1 y white-collar-2, las cuales no expresaban carotenos durante el crecimiento pero si durante la
conidiacién, por lo que presentaban un “cuello blanco”, y de ahi el nombre de los genes (Crosthwaite
et al., 1997; Degli-Innocenti and Russo, 1984; Liu et al., 2003). Estas mutantes son consideradas
ciegas a la luz, ya que no presentan ninguna respuesta a la luz, como lo es la sintesis de los
carotenos inducida con la luz; aunque si producen carotenos durante la conidiacién. Esto indica que
existen al menos dos sefales distintas para la sintesis de los carotenos, o una misma sefial pero

generada o percibida por diferentes componentes celulares.

La proteina WC-1 contiene tres dominios PAS (Pern-Art-Sim) (He et al., 2002) caracterizados por
modular las respuestas a la tensidon oxidante, al potencial redox y/o a la luz (Crosson et al., 2003).
Estos dominios se clasifican en A, B y C. El dominio PAS-A pertenece a una clase especializada de
dominios LOV (light, oxygen and Voltage) y se han identificado como receptores de luz azul,
principalmente en plantas (Crosson et al., 2003). Estos dominios pueden unir ATP y flavinas, lo que
se ha comprobado al purificar una parte de la proteina WC-1 que tiene unido el dinucle6tido de
flavina-adenina (FAD) como cofactor. Se cree que la fotoactivacion de WC-1 involucra la formacion
de un aducto entre una cisteina conservada en el dominio LOV y el FAD, que al momento de percibir
la luz es oxidado, permitiendo la activaciéon del complejo (Ballario et al., 1998; He et al., 2002; He
and Liu, 2005a; He et al., 2005; Linden et al., 1997). El dominio LOV de WC-1 sirve tanto como
receptor de la luz azul y como regulador de la actividad del complejo heteromérico formado por WC-
1y por WC-2 (el WCC) que es unido por los tres dominios PAS (Ballario et al., 1998; Cheng et al.,
2003; He et al.,, 2002; Talora et al., 1999). El dominio PAS-B es necesario para la funcion de WC-1,
sin embargo no esta muy claro su papel. El dominio PAS-C también se requiere para la interaccién
entre WC-1 y WC-2 al momento de formar el complejo WCC. EIl WCC funciona como un factor
transcripcional nuclear debido a que WC-1 contiene una sefial de localizacién nuclear (NLS) y un
dominio de unién al DNA del tipo dedos de zinc tipo GATA, el cual se localiza rio abajo de los
dominios PAS (Brunner and Kaldi, 2008; Cheng et al., 2003; Talora et al., 1999). Este dominio de
uniéon al DNA se requiere para la funcién del WCC en el reloj circadiano durante la oscuridad
constante, pero no para la induccién de los genes con la luz (Cheng et al., 2003). La proteina WC-2
contiene sélo un domino PAS que es esencial para la formacién del complejo WCC al unirse con WC-1.
WC-2 también contiene una posible seiial de localizaciéon nuclear y un dominio de unién al DNA tipo
GATA con dedos de zinc (Cheng et al., 2002; Crosthwaite et al., 1997; Linden and Macino, 1997).
WC-2 es mucho mas abundante que WC-1 y sus niveles se mantienen practicamente constantes,
siendo WC-1 el factor limitante para la formacién del complejo, ya que los niveles del ARNm de we-7
son oscilatorios. El WCC es el principal activador transcripcional de todos los genes inducidos con la
luz, como frqg (frequency), vd (vivid) y cat-3 (catalasa-3) y otros inducidos durante el ciclo

circadiano (Froehlich et al., 2003a; Froehlich et al., 2003b; Lewis et al., 2002). La actividad de este
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complejo se induce con la luz (Froehlich et al., 2002; Lewis et al., 2002) y es inhibida a través de su

fosforilacion (Schafmeier et al., 2005b).

La proteina frequency (FRQ) es una proteina acida globular de 900 aminoacidos que se encuentra
desplegada en el citoplasma. Las mutaciones en frg que alteran el periodo de la conidiacion ciclica de
la cepa bd se han clasificado en mutaciones de periodo largo (mayor a 22 horas) y de periodo corto
(menor a 22 horas). Dichas mutaciones no sélo afectan el periodo sino también la compensacién con
la temperatura. También alteran la reduccién de un citocromo y el flujo de electrones en membranas
mitocondriales purificadas de dichas mutantes iluminadas con luz azul (Borgeson and Bowman,

1990). La mutante nula, Afrq es arritmica ya que muestra un ciclo remanente pero anormal.

La sintesis de FRQ se regula a través de un asa de retroalimentacion negativa, en la que la proteina
reprime su propia sintesis. Tanto el ARN mensajero de FRQ (frg) como la proteina FRQ oscilan en la
oscuridad y se ponen en fase con la luz. El gen frqg se induce con la luz y en la luz continua
permanece encendido. En la oscuridad frg comienza a decaer, seguido por una disminucién en los
niveles de FRQ, ya que la proteina es ubicuitinada para su degradacién. Al disminuir FRQ y llegar a su
nivel mas bajo, comienza nuevamente la transcripcion de frg y FRQ comienza a ser sintetizada
nuevamente a partir de este mensaje. Mientras FRQ va aumentando, el ARNm de frg comienza a

decaer hasta que al llegar al punto mas alto, FRQ inhibe la sintesis de frg, reiniciandose asi el ciclo.

La proteina vivid (VVD) se ha identificado como otro fotoreceptor en N. crassa (Schwerdtfeger and
Linden, 2003). Al igual que WC-1, VVD tiene un dominio conservado tipo LOV, que al percibir la luz
induce un cambio conformacional y su dimerizacién (Zoltowski et al., 2007, Cheng et. al., 2003;
Zoltowski and Crane, 2008). VVD esta involucrada en procesos celulares inducidos por la luz, ya que
el gen vvd se induce por luz, seguido por la sintesis de la proteina VVD, y en la oscuridad no se
observa ni el ARNm ni la proteina. De igual manera se ha visto que VVD es importante para la
adaptacion a la luz. Cuando la mutante Avvd-T crece en la luz constante, se observa la presencia de
un color naranja brillante en el micelio. Esto se debe a que en este fondo genético, WC-1 se
encuentra constitutivamente activo, lo que lleva a la sobreinduccién de genes involucrados en la
respuesta a la luz como los de sintesis de carotenos (Heintzen et al., 2001; Shrode et al., 2001).
VVD actua, en condiciones normales, compensando los efectos de la temperatura en la conidiacién

(Hunt et al., 2007).

La regulacién de los componentes de la oscilacién de Neurospora esta controlada por asas de
retroalimentacién negativas y positivas, tanto transcripcionales como traduccionales interconectadas

entre si (Fig. 5). Los niveles de expresiéon de FRQ, VVD, WC-1 y WC-2 son interdependientes,
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llevando a una expresion regulada de los componentes de la oscilacién. En condiciones de
sincronizacién y de oscuridad, el WCC muestra un ritmo diario en su actividad, lo cual activa a genes
llamados ccg (clock controlled genes) (Lewis et al., 2002). Algunos de estos ccg estan involucrados
en la regulacién transcripcional y pueden regular a su vez otros ccg en un segundo nivel (Correa et
al., 2003). Sin embargo, no todos los ccg estan relacionados con funciones del ritmo circadiano.
Tanto frqg como vvd estan controlados directamente por el WCC y a su vez son inhibidores del
complejo WCC, lo cual forma asas de retroalimentacién negativas (Froehlich et al., 2003b; Shrode et
al., 2001). Tanto frg como vvd se expresan durante la exposicién a la luz, pero sélo frq es detectado
cuando el hongo estéa creciendo en la oscuridad. FRQ es el regulador mayor del WCC en la oscuridad y
en condiciones de sincronizacién con ciclos de luz-oscuridad, mientras que VVD sélo contribuye a
reprimir el incremento del WCC en la luz (Elvin et al., 2005; Schafmeier et al., 2005a; Schafmeier et
al., 2006). El WCC se localiza predominantemente en el nlcleo, debido a su sefial NLS. La actividad
del WCC depende de su estado de fosforilacion, siendo la forma hipofosforilada mas activa que la
hiperfosforilada (Schafmeier et al., 2005a; Schafmeier et al., 2006). Durante la noche tardia y en la
mafana cuando predomina la forma hipofosforilada del WCC, su capacidad de unirse al promotor de
frq aumenta (Belden et al., 2007). La transcripcién de frg se activa gradualmente y los niveles del
ARNm alcanzan un pico alrededor de la tarde y el valor maximo de los niveles de FRQ se observa
alrededor de 6 horas después y se encuentra tanto en el nlicleo como en el citosol (Aronson et al.,
1994; Garceau et al, 1997; Merrow et al, 2001). FRQ promueve la fosforilacién del WCC
(Schafmeier et al, 2005a) y de esta manera las cantidades subestequimoétricas de FRQ
progresivamente van inactivando el exceso de WCC, generando una gran poza de factor
transcripcional inactivado. La inactivacién del WCC depende de la actividad continua de FRQ asi como
de la fosforilacién de FRQ, que es antagonizada por las fosfatasas PP1 y PP2A (Yang et al., 2004) y
de la reactivacion del WCC. FRQ forma un complejo, que tiene una vida media corta, ya sea con la
cinasa de caseina | (CK-1a) (Gorl et al., 2001; He et al., 2006) o con la Il (CK-Il) (He et al., 2006;
Yang et al, 2004) y esta asociacién es necesaria para la hiperfosforilaciéon de FRQ y para la
inactivacion del WCC. WCC también se inactiva cuando es fosforilado a través de la cinasa
dependiente de AMP ciclico (PKA) (Huang et al., 2007) y la cinasa dependiente de calcio/calmodulina
CAMK-1 (Yang et al., 2001). Otra proteina que regula la actividad de WCC es la proteina cinasa C
(PKC), la cual regula al complejo de manera dependiente de la luz (Franchi et al., 2005) (Fig. 5).

Tanto WC-1 y WC-2 representan los elementos positivos principales del asa de retroalimentacion. En
la oscuridad el heterodimero WCC reconoce la secuencia LRE (Light response element) del promotor
de frq activando su transcripcion (Crosthwaite et al., 1997; Dunlap and Loros, 2004; Froehlich et al.,
2003b). Por otro lado, FRQ y FRH (helicasa de ARN que interactla con FRQ), son los elementos

negativos principales en el asa de retroalimentacion, ya que reprimen la transcripciéon de frqg por la
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inhibicion del WCC (Aronson et al., 1994; Cheng et al., 2005). Esto se debe a la formacién de un
complejo entre FRQ y la FRH, que inhibe la actividad de WCC al promover su fosforilaciéon y
consecuentemente la represiéon de la transcripcion de frqg (Cheng et al., 2005; Crosthwaite et al.,

1997; He and Liu, 2005b; He et al., 2006)

El asa negativa central estd interconectada con el asa positiva en la cual FRQ promueve la
acumulacién del WCC y éste promueve la sintesis del ARNm de wc-1 y we-2 (Fig. 5) (Brunner and
Kaldi, 2008; Cheng et al., 2003; Schafmeier et al., 2006). Las funciones contrastantes de FRQ en las
asas positivas y negativas estan coordinadas de manera espacial y temporal (Schafmeier et al.,
2006). Como resultado de la interconexién de las asas de retroalimentacién positivas y negativas, la
abundancia del ARN de frg oscila de manera circadiana. El resultado de la acumulacién de FRQ lleva a
un ritmo robusto diario de la actividad del WCC. EIl WCC activa la transcripciéon y la expresion
circadiana de un gran nimero de ccg directa o indirectamente (Vitalini et al., 2006). Se conoce una
gran variedad de ccg, los cuales se han clasificado en genes de la mafiana o genes de la tarde.
Ademas, otros ccg se expresan en otras fases del ciclo, en particular algunos genes involucrados en
la conidiaciéon pueden expresarse en el pico de la tarde/noche (Brunner and Kaldi, 2008; Dunlap and

Loros, 2006; Jones et al., 2007; Vitalini et al., 2006).

Degradacién

FWD-dependent

\T

P
. e

Figura 5. Interacciones de los principales componentes del reloj de N. crassa. El complejo transcripcional White-collar (WCC) estd formado
por las proteinas WC-1 y WC-2. Este complejo promueve su propia sintesis y se une a los elementos de respuesta a la luz (LRE) en el
promotor de frq y demds genes con estos elementos, promoviendo su transcripcion. EI WCC es inactivado al ser fosforilado por las
cinasas CK-I y CK-1Il . El complejo FRQ-FRH promueva la fosforilacién de WCC y, por lo tanto, su inhibicion. Las proteinas CKl, CKIl y CamK-1
fosforilan al complejo FRQ-FRH para su posterior degradacion. De manera contraria, la PP1 y la PP2A desfosforilan a este complejo,
promoviendo su actividad. Las lineas punteadas indican la inhibicion de las proteinas, y las sélidas indican la promocion de la expresion.
Esquema tomado de (Brunner and Kaldi, 2008).
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La cepa bd tiene una mutacién dominante negativa en ras-1

La conidiacion ciclica de la cepa bd también se puede observar en la cepa silvestre cuando se somete
a ciertas condiciones de estrés o cuando se hace crecer con ciclos de luz-oscuridad. La mutacién
permite que se manifieste visiblemente un ciclo endégeno y no afecta directamente la oscilacién
interna de N. crassa. La mutaciéon bd mapea entre los marcadores genéticos met-5 (9%) y nit-3
(19%), de manera similar a ras-7, una GTPasa pequefia que también mapea entre met-5 (5.6%) y nit-
3 (7.1%). Al transformar una cepa silvestre con el gen ras-7 amplificado por PCR a partir del DNA
gendémico de la cepa bd, la cepa resultante (MR08) se comporté de la misma manera que la cepa bd,
por lo que se demostré que la mutaciéon bd correspondia a una mutacién en ras-1 (Rios-Momberg y
Hansberg, datos por publicar). Al secuenciar el gen ras-7°¢ se encontré una mutaciéon puntual que
cambia la treonina 79 por una isoleucina. Esta mutacién estad ubicada en la region “switch II”, que
permite el intercambio de GDP por GTP al ser un sitio adyacente al que se une una proteina
intercambiadora de guanosina (GEF). Al mismo tiempo otros investigadoresutilizando un anélisis
gendémico de polimorfismos en un solo nucleotido (SNP) determinaron la misma mutacién en el gen

ras-1 (Belden et al., 2007).

Las proteinas RAS (Rats Sarcoma) llamadas asi porque se identificaron en el sarcoma de rata
(Boguski and McCormick, 1993), son proteinas G (proteinas que unen nucleétidos de guanina)
monoméricas pequeias (~21 KDa). Las proteinas RAS forman una superfamilia de GTPasas que
incluyen a mas de 150 proteinas que estan presentes en los animales, en los hongos y en las plantas.
Esta superfamilia se dividi6 en las subfamilias Ras, Rho, Rab, Ran y Arf, dependiendo de sus
propiedades (Wennerberg et al., 2005). En la subfamilia Ras se incluyen lo genes ras. A la subfamilia
Rho pertenecen los genes rho, rac y cdc-42 que estan relacionadas con la organizacién de la actina y

del citoesqueleto, la expresién génica e incluso la apoptosis.

Las GTPasas tienen dos conformaciones principales: una conformacién en la que tienen unido GTP y
otra en la que tienen unido GDP. La unién de GTP en RAS produce la forma activa, que dispara una
sefial que puede estar involucrada en la formacién o la disolucién de algunos complejos protéicos. La
unién de GDP y GTP ocurre con la misma afinidad. Debido a su actividad intrinseca de GTPasa, RAS
hace un ciclo de intercambio entre nucleétidos de guanina y su hidrélisis. Las proteinas RAS tienen al
GDP unido debido a su alta afinidad por el nlcleotido y se encuentran en la forma inactiva (Chang and
Philips, 2006). La actividad de GTPasa se incrementa cuando las proteinas activadoras de GTPasas
(GAP) se unen a RAS. La actividad de las GAP se regula a se vez mediante varios mecanismos como

interacciones proteina-proteina, interacciones con fosfolipidos, fosforilaciones reguladas por cinasas
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y fosfatasas, translocaciones subcelulares y degradacién proteolitica (Bernards and Settleman, 2004;
Chang and Philips, 2006). Las GEF son proteinas intercambiadoras de nucleétidos que promueven el
intercambio de GDP por GTP y por lo tanto activan las proteinas RAS. La unién con una GEF
promueve un cambio conformacional en RAS que abre el compartimiento de unién al nucleétido,
permitiendo el intercambio en el sitio de unién del GDP por el GTP presente en el citoplasma y en
mayor cantidad que el GDP (Vetter and Wittinghofer, 2001). Existen otras proteinas que son

inhibidores de la disociacion del nucleétido de guanosina (GDI) (Chant and Stowers, 1995).

Las GTPasas participan en una gran variedad de procesos. Algunos de éstos son el control del
crecimiento, el crecimiento polar, la apoptosis, la traduccién, el transporte de vesiculas, la
organizacién del citoesqueleto, el transporte nuclear, etc. (Chant and Stowers, 1995). En los
genomas de hongos se han encontrado proteinas de la superfamilia de RAS y se ha encontrado que
juegan un papel importante en el crecimiento celular, en la morfogénesis y en la patogenicidad
(Boguski and McCormick, 1993; Chang and Philips, 2006; Chant and Stowers, 1995; Chen et al.,
2006; Memmott et al., 2002; Scott and Eaton, 2008).

En el genoma de N. crassa existen dos genes que codifican para proteinas RAS: ras-1 y ras-2. ras-2
codifica para una proteina de 229 aminoacidos que mapea en el mismo sitio que smco-7 (por
semicolonial-7). La mutante nula en este gen muestra un crecimiento muy lento de las hifas. Produce
50 veces menos conidios que la cepa silvestre y tiene defectos en la sintesis de la pared celular
(Kana-uchi et al., 1997). ras-1 parece ser un gen esencial en N. crassa, ya que no se ha logrado
obtener mutantes con la eliminaciéon total de este gen (Belden et al, 2007). Sin embargo, la
comparacion de la mutante ras-7%¢ con alelos dominantes negativos o dominantes activos, sugiere
que ras-7%9 podria resultar en un aumento en el intercambio de GDP por GTP (activacién), parecido al
de la mutante negativa, pero sin cambio en la actividad de GTPasa. En la cepa bd se ha observado
gue hay un aumento en la expresiéon de los genes regulados con la luz, lo que sugiere que el gen
white-collar-1 es un blanco de la sefalizacion por RAS. Asi, la mutacién ras-7% actla como un
amplificador que hace evidente la oscilacién endbégena sin alterar el mecanismo molecular. Esta
amplificacién de la oscilacién es posible que se origine por un aumento en la transcripcién de algunos
genes reguladores de la conidiacién como wce-1, fluffy o vivid, pero sin alterar su ritmicidad (Belden

et al.,, 2007).
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El estrés oxidante y la diferenciacién celular en N. crassa

Se ha propuesto que la diferenciacién celular en diferentes microorganismos eucariontes es una
respuesta al estrés oxidante (Aguirre et al., 2005; Hansberg and Aguirre, 1990; Scott and Eaton,
2008). El proceso de reproduccién asexual (conidiacién) en N. crassa involucra tres transiciones
morfogenéticas, cada una precedida por un estado hiperoxidante. (Toledo and Hansberg, 1990;
Toledo et al., 1991; Toledo et al., 1994; Toledo et al.,, 1995). En cada una de estas transiciones se
detecta la oxidacion tanto de enzimas especificas como de proteinas totales (Aguirre and Hansberg,
1986; Aguirre et al., 1989; Lledias et al., 1998; Michan et al., 2002; Toledo and Hansberg, 1990), la
disminucién en el poder reductor intracelular (Toledo et al., 1991; Toledo et al., 1995), la excrecién
del disulfuro del glutatiéon (Toledo et al., 1991), la induccién de los carotenos (Hansberg, et al sin
publicar), la induccién de las catalasas 1 y 3 (Michan et al, 2002), y la generacién de especies
reactivas del oxigeno (ERO) detectadas por quimioluminiscencia (Hansberg et al, 1993). Dicha
generacion de ERO es dependiente del O, e inhibida por algunos antioxidantes (Hansberg et al.,

1993).

De acuerdo con esta hip6tesis la transiciéon entre un estado no diferenciado y otro diferenciado,
ambos estados estables, ocurre a través de un estado transitorio inestable en el que la generaciéon de
ERO sobrepasa la capacidad antioxidante de la célula. Este estado hiperoxidante se caracteriza por un
acentuado desbalance redox, la oxidacién y la degradacién de proteinas oxidadas y la inactivacién por
oxidacién de diferentes enzimas. Este estado de desequilibrio llevaria a tres posibles respuestas
(Hansberg et. al., 1993 ):

1. La célula se adapta a la condicién oxidante al compensar dicha condicién con una fuente de

poder reductor y regresa al estado estable de crecimiento.
2. Lacélula se diferencia aislandose del oxigeno ambiental.
3. La célula muere al no diferenciarse o adaptarse al estado hiperoxidante. Este evento

permitiria que otras células logren adaptarse o diferenciarse

La transicién de un estado hiperoxidado a uno no oxidado ocurre a través del proceso de la
germinacion, el cual se caracteriza por romper el aislamiento , desarrollando un estado hiperoxidante
inestable que se compensa con el poder reductor adquirido por la utilizacién de los nutrientes. Los
niveles de las ERO son el resultado del equilibrio entre la velocidad de generacién en la mitocondria y
por enzimas oxidantes y el ritmo de descomposicién de las ERO por enzimas antioxidantes y por

otros mecanismos antioxidantes.
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Una prediccién derivada de esta hipotesis es que la inactivacién o eliminacién de enzimas
antioxidantes, como las catalasas, deberia incrementar la diferenciacion. Las catalasas son enzimas
encargadas de descomponer el peréxido de hidrégeno y utilizan una molécula de H,0, como donadora
de electrones para reducir a otra molécula de H,0, y producir H,0 y O, Las catalasas estan presentes
en todos los organismos; poseen un origen monofilético y estan agrupadas en tres diferentes clados
(Klotz and Loewen, 2003). N. crassa contiene 3 catalasas monofuncionales: CAT-1, CAT-3 y CAT-4,
aunque también tiene una catalasa bifuncional con actividad de catalasa-peroxidasa, llamada CAT-2
(Galagan et al., 2003; Peraza and Hansberg, 2002). La catalasa-1 se encuentra principalmente
acumulada en los conidios y esta asociada con condiciones de no crecimiento de las células (Michan
et al., 2002). En cambio, la catalasa-3 esta asociada con el crecimiento y la diferenciacién de las
células. Ademas, la catalasa-3 es una enzima que se induce tanto con la luz como con diferentes
condiciones oxidantes. Las mutantes nulas en esta enzima muestran un incremento en la formacién
de micelio aéreo y una mayor produccién de conidios (Michan et al., 2002; Michan et al., 2003). Por
otro lado las mutantes sin CAT-2 presentan una mayor conidiacién sumergida (Peraza and Hansberg,
datos no publicados) La catalasa-4 es una catalasa pequeifla que contiene una etiqueta de

localizacién peroxisomal, pero no ha sido detectada in vivo adn.

Una segunda predicciéon de la hipotesis es que la mutacién de enzimas prooxidantes, como las
oxidasas del NADPH (NOX), debe disminuir o eliminar la diferenciacién celular. Las NOX se encargan
de producir especies reactivas de oxigeno. Se ha visto que estas enzimas tienen funciones en la
respuesta inmune y en algunos procesos de diferenciacién celular en diversos eucariotas (Aguirre et
al., 2005; Cano-Dominguez et al., 2008; Egan et al., 2007; Lara-Ortiz et al., 2003). Las NOX de los
hongos se han clasificado en tres subfamilias. Dos de ellas tienen mucha similitud con la NOX2 de
humanos, conocida también como gp91phox, y la tercera es similar a la NOX dependiente de calcio
en humanos (NOX5) y a miembros de familia Rboh en las plantas. Sin embargo, las NOX estan
ausentes en las levaduras y en algunos basidiomicetos. Se ha reportado que diferentes isoformas de
las NOX son necesarias para la diferenciacién de los cuerpos fructiferos (diferenciacién sexual) (Lara-
Ortiz et al., 2003, Cano-Dominguez et. al., 2008), la germinacién de las esporas sexuales (Cano-
Dominguez et al., 2008; Malagnac et al., 2004), el crecimiento de las hifas (Cano-Dominguez et al.,
2008) y la interaccién entre algunos hongos y plantas (Egan et al., 2007). N. crassa tiene dos
enzimas NOX: NOX-1 y NOX-2. El gen nox-1 se expresa en las primeras 14 horas de crecimiento en
medio liquido y en el ciclo sexual durante la formacién de las estructuras sexuales femeninas o
protoperitecios. Este gen es esencial para el desarrollo sexual (Cano-Dominguez et al., 2008). nox-2
también se expresa durante la fase estacionaria en crecimiento liquido y la mutante Anox-2 produce

ascosporas incapaces de germinar (Cano-Dominguez et al., 2008).
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Una evidencia de que la conidiacién ciclica se debe a un estado oxidante ciclico es que la cepa
silvestre, cuando crece a concentraciones altas de algunos oxidantes, tiene un ciclo de crecimiento y
conidiacién parecido al de la cepa bd (Belden et al., 2007). Asimismo, una mutante en la enzima
antioxidante superoéxido dismutasa-1 (SOD-1), que cataliza la dismutaciéon del ién superéxido en

oxigeno y peréxido de hidrégeno, presenta una conidiacién ciclica.

HIPOTESIS

En este trabajo proponemos que la conidiacién ciclica de la cepa bd es reflejo de un estado
hiperoxidante ciclico. La generacién de ERO por arriba de la capacidad celular para contender con
ellas desencadenaria la conidiacién, lo cual implica también la produccién de antioxidantes, como las
catalasas y los carotenos. Los niveles de FRQ aumentan en este punto (Borgeson and Bowman,
1990) y FRQ podria también tener una funcién de antioxidante. Este modelo generaria un asa de
retroalimentacién negativa en la que la producciéon de ERO es rapida, induciendo la conidiacién,
mientras que la sintesis de antioxidantes y de FRQ es mas lenta. Esta lenta adaptacién del organismo
permitiria nuevamente el crecimiento hasta alcanzar un nuevo estado hiperoxidante y la reiniciacion

del ciclo.

OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es analizar si diferentes condiciones oxidantes y antioxidantes
alteran el periodo del ritmo circadiano de la cepa bd al modificar los niveles de ERO celulares,
esperando que condiciones oxidantes adelanten el ciclo al aumentar el estado hiperoxidante celular y
aceleren la diferenciacién celular (conidiacién), y que antioxidantes lo atrasen o lo anulen al disminuir

la velocidad de produccién de las ERO, evitando o postergando la conidiacion.

Objetivos particulares

e Para aumentar el estrés oxidante endégeno de la cepa bd con sustancias oxidantes como el
Paraquat y la menadiona y realizar cruzas de esta cepa con cepas carentes de las enzimas
antioxidantes catalasa 1 y 3 para generar mutantes dobles, bdiAcat-T y bdAcat-3,
respectivamente.

* Eliminar o reducir el posible estrés oxidante ocasionado por el alelo ras-7%? de la cepa bd con los
compuestos antioxidantes N-acetil cisteina, prolina e histidina y una doble mutante carente de la

actividad prooxidante de la enzima oxidasa-1 del NADPH (bdiAnox-T).
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de conidios

Para la obtencion de conidios de cada una de las cepas se inocularon 1 X 106 conidios de las cepas
utilizadas (Tabla 1) en matraces de 1L que contenian 200 mL de medio Vogel con 1.5% de sacarosa
y 2% de agar (Davis and de Serres, 1970). Después de cultivar por 3 dias en la oscuridad a 30° C, se
incubaron en la luz constante a la misma temperatura, durante 2 dias. Los conidios se colectaron con
agua fria estéril y se lavaron 5 veces con agua fria estéril centrifugando a 8,000 rpm. Se hicieron

alicuotas de 1.5 mL, las cuales se congelaron a -80°C para su utilizacién posterior.

CEPA PROCEDENCIA

Asod-1 sexo a (FGSC #11215) | Fungal Genetics Stock Center, Kansas, EUA

bd, sexo A (FGSC #1858) Fungal Genetics Stock Center, Kansas, EUA
bd, sexo a (FGSC #1859) Fungal Genetics Stock Center, Kansas, EUA
Anox-1, HI10.1 sexo A Cano-Dominguez, N., et. al. 2008

Acat-1, sexo a (FGSC #11257) | Fungal Genetics Stock Center, Kansas, EUA

Acat-1, sexo A (FGSC #11258) | Fungal Genetics Stock Center, Kansas, EUA

Acat-3, sexo a (FGSC #11201) | Fungal Genetics Stock Center, Kansas, EUA

Acat-3, sexo A (FGSC #11202) | Fungal Genetics Stock Center, Kansas, EUA

Esta tesis. Progenie de la cruza de la cepa

bd;Anox-1 H10.1 (Anox-1) con la cepa bd
. Esta tesis. Progenie de la cruza de la cepa
bd;Acat-1 Acat-1 con la cepa bd
Esta tesis. Progenie de la cruza de la cepa
bd;Acat-3 Acat-3 con la cepa bd

Tabla 1. Cepas de Neurospora crassa utilizadas en este trabajo.
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Cultivos en pista en presencia de oxidantes y antioxidantes

Para medir el periodo de los cultivos se inocularon cajas de Petri con medio que contenian sales de
Vogel 1X adicionadas con 50 ng/mL de biotina, glucosa al 0.05%, arginina al 0.17% y agar al 2%. 1
X 10¢ conidios de cada cepa se cultivaron a 25°C en la luz constante por 48 horas. Al cabo de ese
tiempo se tomod un corte del frente de la colonia usando, como sacabocado, la parte posterior de una
pipeta Pasteur estéril. Con la rodaja se inoculé medio sélido. Los cultivos circadianos en pista se
hicieron vertiendo medio en tubos de cristal abiertos en cada uno de los lados y cubiertos con gasa,
o también charolas de plastico con 10 carriles que se cubrieron con cristal y papel aluminio en los
bordes (cultivos en pista). Los cultivos en pistas se incubaron en la luz durante 2 dias a 25°C y
posteriormente se cambiaron a la oscuridad constante a 25° C. Cada 24 horas a partir del tiempo de
la inoculacién de los cultivos se marcé el frente de la colonia en cada una de las pistas, utilizando una
luz roja de seguridad (Fig. 6). El periodo se determiné al cabo de 4-6 dias para cada pista de cada
condicién (n = 4 a 24) con base en la distancia entre las lineas y la distancia entre el centro de cada
banda de conidiacion. El cultivo previo se realizé debido a que los conidios de la cepa bd no germinan
en presencia de Paraquat, sin embargo, una vez germinados, el micelio pierde esta sensibilidad y

puede crecer en presencia de este antioxidante (Rios- Momberg, datos sin publicar).

Figura 6. Procedimiento con en el que se hacen los cultivos en pista. A. Se inoculd una caja de Petri con una gota de conidios. Al cabo de
48 horas, se cortd un fragmento del micelio del frente de la colonia con el que se inocularon los medios en pista (B y C). B. Vista lateral de un
cultivo en pista. En el borde izquierdo se coloca el corte de micelio que ha crecido en la caja de Petri. Las protuberancias ejemplifican las
bandas de conidiacion. C. Vista aérea de los cultivos en pista. En el primer carril se observa el crecimiento de la cepa silvestre en
aproximadamente 2 dias. Los siguientes 4 carriles son de la cepa bd creciendo 6 dias. La cepa bd crece menos que la cepa silvestre. Las
marcas sobre cada uno de los carriles indican intervalos de 24 h, y las bandas de conidiacion ocurren cada 22 h.

Inoculacioén
de conidios

rd

48 h creciendo
en luz
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Cruzas sexuales y obtencién de mutantes dobles

Se inocularon 1 x 108 conidios de la cepa receptora en el centro de las cajas de Petri con medio
sintético de cruza (Davis and de Serres, 1970) y se incubaron a 25°C con luz constante. Al cabo de
7 dias de crecimiento, los cultivos se fertilizaron con una suspension de conidios de la cepa donadora
del sexo contrario (A o a). Se continué el crecimiento en las mismas condiciones de temperatura y de
luz. Después de 14 dias se recuperaron las ascosporas expulsadas. Debido a que las cepas mutantes
Anox-1 son estériles como cepas receptoras porque no forman protoperitecios (Cano-Dominguez et
al., 2008) soélo se utilizaron como cepas donadoras. En las mutantes Acat-1, Acat-3 y Anox-1, los
genes correspondientes se eliminaron utilizando el gen hph, el cual confiere resistencia al antibiético
higromicina, asi la presencia de las mutaciones se puede identificar mediante la resistencia a dicho
antibiético. Las ascosporas de las distintas cruzas se colectaron de la tapa de la caja de Petri
utilizando agua fria estéril y posteriormente se activaron mediante un choque térmico de 45 minutos
a 60°C. Se sembraron 100 ascosporas con una asa de vidrio en medio con sales de Vogel 1x, sorbosa
al 2%, glucosa y fructosa al 0.05% cada una y 150 pg/mL de higromicina (Sigma #H-7772).
Después de 48 h de crecimiento en la oscuridad a 30°C, se cortaron las colonias que tenian forma
redonda y con una ascospora negra en el centro, y se transfirieron a tubos de 15 mL con medio
so6lido Vogel-sacarosa 1.5% y 150 pg/mL de higromicina. Los tubos se incubaron 3 dias en la
oscuridad y 2 dias en luz constante a 30°C. Después de la selecciéon con higromicina, las cepas se
sembraron en cultivos en pista con medio para ver el ritmo de conidiacién y asi seleccionar las cepas

con la mutacion bd.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cruzas de la cepa bd con las cepas Acat-3, Acat-1, Anox-1 y Anox-2

Dado que la ausencia de la catalasa-3 tiene efectos en la diferenciacion (Michan et al.,, 2003),
decidimos estudiar el efecto de esta enzima sobre el ritmo circadiano de la mutante bd. Una
estrategia para modificar el nivel de estrés oxidante de esta cepa fue hacer dobles mutantes de la
cepa bd con mutantes nulas en genes antioxidantes (genes de catalasa cat-7 y cat-3) o prooxidantes

(nox-T).

Una de las maneras para determinar la funcién de una enzima en un organismo es cancelar el gen que
codifica para dicha enzima y observar el fenotipo resultante. Actualmente existe un proyecto
dedicado a la cancelacién de cada uno los genes de Nrutospora crassa. En este trabajo utilizamos
mutantes carentes de la catalasa-1 y de la catalasa-3, que se generaron en ese proyecto, para
realizar las cruzas con una cepa bd de sexo contrario. Las mutantes del proyecto geonémico de N.
crassa se obtuvieron del Fungal Genetics Stock Center (FGSC, Kansas, EUA) y para su consturiccion
se utilizé un método de recombinacion homdloga en el que se construye un cassette de interrupcién
con el gen que otorga resistencia a la higromicina, flanqueado en sus extremos 5" y 3’ por
aproximadamente 1000 pares de bases ubicadas en los extremos 5° y 3’ del ORF (marco de lectura
abierto del gen) a interrumpir. Por un evento de doble recombinacién homéloga, el gen de N. crassa
que se desea interrumpir es reemplazado por el cassette de interrupciéon, permitiendo la seleccion de
las mutantes en presencia del antibiético higromicina. Las mutantes carentes de catalasa 1 (Acat-7,
cepa FGSC #11257) y de catalasa 3 (Acat-3; cepa FGSC #11201) se cruzaron con las cepa bd del
sexo contrario (FGSC #1858), y la progenie se selecciond primero por su resistencia a la higromicina
como indicacién de la presencia de la mutacién. Posteriormente las cepas resistentes se colocaron en
pistas para determinar la presencia de la mutaciéon bd mediante la manifestacién de la conidiacion
ciclica. Utilizando los dos criterios de seleccién, se obtuvieron 4 cepas mutantes bd;Acat-3y 3 cepas
bd;Acat-1. La ausencia de los genes cat-1 o cat-3 se confirmé realizando una electroforesis en geles
nativos de poliacrilamida para observar la actividad de catalasa (Fig. 7). La proteina total purificadas
del micelio inducido por Paraquat para observar la ausencia de catalasa-3, o de proteina extraida de
conidios siguiendo el procedimiento de Michan, et al (Michan et al, 2003). Con base en esta

seleccién se trabajé con una cepa bd;Acat-1 y una bd;Acat-3 (Tabla 1).
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Figura 7: Las posibles mutantes
dobles de bd;Acat-1 y bd;Acat-3 no
presentan actividad de la catalasa-1 ni
de la catalasa-3 respectivamente,
indicando que son dobles mutantes. A
y B. Zimogramas de actividad de
catalasa con 30 Jig de extracto de
proteinas de conidios (A) y 30 g de
extracto de proteinas de micelio
inducido con P@, luz y HS después de
crecer 18 h (B).

cat1 —

Conidios

Al analizar las mutantes bd;Acat-1 en cultivos en pista para registrar el periodo de la conidiacion
ciclica, se observé que tenian el mismo periodo de 22.4 hrs. que la mutante bd y una tasa de
crecimiento igual al de la cepa bd (Fig. 8). Se realizaron tres experimentos independientes en el que
cada uno contenia 3 muestras de cada una de las cepas, obteniendo los mismos resultados. La figura
8 muestra un experimento representativo. Este resultado indica que la carencia de catalasa-1 no
altera ninguno de los parametros de la conidiacién ciclica de la mutante bd. Esto puede estar
relacionado con el hecho de que la catalasa-1 se encuentra principalmente en los conidios asexuales
y en el micelio sélo durante la fase estacionaria del desarrollo (Michan et al., 2002). Ademas, la

ausencia de esta catalasa no tiene efectos directos en la diferenciaciéon asexual de N. crassa.

sdicarl |G el ]l esmee ] e

Resistencia %
Figura 8. A. Cultivos en pista en los que se observa que la hi i Bandeo Periodo
falta de actividad de catalasa 1 6 3 en la mutante bd no altera el SN o
periodo de conidiacion de esta cepa. La flecha indica la bd X v 295+ 043h
direccidn de crecimiento de los cultivos. Las lineas verticales son o x
las marcas hechas cada 24 h, utilizadas como la referencia para Acat-1 X Sin bandco
obtener el periodo. B. Procedimiento de seleccion y periodo de Acat-3 v v Tk
la progenie de las cruzas bd X Acat-1 0 bd X Acat-3. Se indlica
la presencia (V) o ausencia (X) de los fenotipos en las distintas bd;cat-3 (1) 4 4 228=0.75
cepas utilizadas. bd;cat;1 (2) v v 29.4 + 0.34
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Las mutantes dobles bd;Acat-3 también mostraron un periodo de 22.8 horas en promedio y un
crecimiento igual al de la cepa bd (Fig. 8). Sin embargo, las bandas de conidiaciéon fueron mas
robustas que las de la cepa bd. Este fenotipo es consistente con el hecho de que la falta de catalasa
3 produce un incremento en la cantidad de micelio aéreo y de la conidiacion (Michan et al., 2003).
Este fenotipo sugiere que el posible incremento en la cantidad de ERO intracelulares, debido a la falta

de CAT-3, tiene efectos en la manifestacion del ciclo (conidiacién), pero no en su periodo.

Debido al efecto que tienen las NOX sobre la diferenciacién celular, tanto en N. crassa como en otros
hongos (Cano-Dominguez et al., 2008; Lara-Ortiz et al., 2003; Malagnac et al., 2004), y de manera
contraria a las catalasas, se generaron dobles mutantes de la cepa bd con una cepa carente de la
enzima oxidante NOX-T1 para observar el efecto de esta enzima sobre la oscilaciéon de la cepa bd. Para
obtener las mutantes dobles bd;Anox-1, se utilizaron las mutantes generadas por Cano Dominguez et
al (Cano-Dominguez et al., 2008), quienes utilizaron el método de Pratt y Aramayo (Pratt and
Aramayo, 2002) para reemplazar el gen nox-1 por el de resistencia a la higromicina. Las mutantes
Anox-1 no producen cuerpos fructiferos sexuales, ya que no forman protoperitecios, lo cual se
observa cuando estas cepas actlan como cepa receptora. Asi, las cruzas se realizaron entre las
cepas bd (FGSC #1859) y la cepa H10.1 (Cano-Dominguez et al., 2008), utilizando a la bd como
cepa receptora y a las cepas Anox-1 como donadoras. Las ascosporas de esta cruza se seleccionaron
primero por la resistencia a higromicina y posteriormente se colocaron en pistas para seleccionar la
posible presencia de la mutacién bd. De esta seleccién se utilizaron 3 cepas mutantes (A08, AO7 y
A25-1) las cuales tenian las dos mutaciones y con las que se trabjé (fig. 9). Otro de los fenotipos de
las mutantes Anox-7 es una menor produccidon de micelio aéreo y de conidios, asi como la
disminucién del crecimiento apical (Cano-Dominguez et al., 2008). Debido a que no se puede obtener
progenie viable de las mutantes Anox-2, solamente analizamos el papel de la NOX-1 en la conidiacion

ciclica.

Los resultados en la figura 9 muestran que a pesar de la menor conidiacién debida a la mutacién
Anox-, si fue posible identificar progenie de la cruza bd X Anox-1 que muestra una conidiacién. Se
probé la sensibilidad de los conidios al Paraquat, ya que la cepa bd no puede germinar en Paraquat,
pero el micelio si puede crecer en Paraquat. Sin embargo, la deficiente conidiacién hizo dificil obtener
el periodo de la oscilacién. Esto indica que una reduccién en la produccién de ERO debido a la falta de
NOX-1 no afecta el ciclo ritmico de conidiacién de la cepa bd, pero si hace menos evidente el ciclo de

conidiacion.
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B
Resistencia .
bd ahi .. Bandeo Periodo
bd X v 2294073 h
Anox-1 v X Sin bandeo
bd;Anox1
A08 bd;AnoxI (4) v v No disponible
Figura 9. A. Cultivos en pista en los que se observa que la falta de actividad de /a
bd;Anox1 oxidasa 1 del NADPH en la mutante bd, no permite distinguir claramente las bandas
A07 de conidiacion. La velocidad de crecimiento observada es iqual al de la cepa bd, ya
que la cepa Anox-1 crece a mayor velocidad que la cepa bd. La flecha indica la
direccion decrecimiento de los cultivos. Las lineas verticales son las marcas hecha
bd:Anox1 cada 24, utilizadas como la referencia para obtener el periodo. B. Procedimiento de
A25-1 seleccidn y periodo de la progenie de las cruzas bd X Anox-1. Se indican la ausencia

(X) o presencia (V') de los fenotipos en las cepas utilizadas.

Efecto de diversos antioxidantes en la conidiacion ciclica de N. crassa

En este trabajo se utilizaron diferentes sustancias antioxidantes que se han probado antes en
diferentes organismos. Uno de estos antioxidantes es el iminoacido prolina, el cual ha sido
caracterizado como un antioxidante por el grupo de Dickman y sus colaboradores (Chen et al., 2006;
Krishnan et al., 2008; Memmott et al., 2002). Este grupo reporté que mutantes que expresan una
proteina Ras constitutivamente activa en Colletotrichum trifolii, el hongo causante de la antracnosis
de la alfalfa, muestran un aumento en la produccién de ERO intracelulares y distintos fenotipos
dependiendo del medio de cultivo en el que se encuentren. En medios con bajas concentraciones de
nutrientes, las mutantes pierden la capacidad de infectar al hospedero. Sin embargo, este fenotipo se
suprime en presencia de 1.6 mM de prolina (Memmott et al., 2002). El mismo grupo utilizé la prolina
para reducir las ERO producidas por una mutante dominantemente activa en otra GTPasa llamada
Cdc-42 en Colletotrichum trifolii (Chen et al., 2006). La disminucién del estrés oxidante con la prolina
requiere la amina secundaria del anillo de pirrolidina involucrado en la preservacién del ambiente que
la rodea (Krishnan et al., 2008). De igual manera en la linea celular de células embrionarias humanas
renales (Human Embryonic Kidney cells 293) HEK 293 la prolina evita la apoptosis del 70% de las
células en concentraciones de 1T mM (Krishnan et al., 2008). Decidimos utilizar prolina en una curva
de 1.0 a 10 mM en cultivos en pista de N. crassa. Como se ve en la figura 10, no se observé ningun
cambio en la velocidad del crecimiento ni en el periodo de la conidiacién ciclica de la cepa bd (Fig.

10). Sin embargo, en otros estudios se observé que la prolina puede disminuir los niveles de H,0,
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pero no puede neutralizar las ERO producidas por generadores de superéxido como la menadiona o el
Paraquat(Memmott et al., 2002). Es posible que esta incapacidad antioxidante de la prolina pueda

explicar la falta de efecto incluso a altas concentraciones.

Figura 10.A. La prolina como antioxidante, no tiene ningin
. efecto sobre el periodo de la conidiacidn ritmica de la cepa bd,
Prolina (mM) al crecer incluso a altas concentraciones. La flecha indica la
direccion del crecimiento y las lineas verticales indican 24 h

0 entre cada una de ellas Se muestra un experimento
representativo. B. Periodo de la cepa bd creciendo en distintas
concentraciones de prolina.

1mM B
o Periodo Desv. Std
SV. . n
'mM
2.5mM -
0 22.3 +0.25 6
1 22,6 +0.53 4
5mM
2.5 22.4 +0.47 4
5 22.5 *0.61 4
10 mM
10 222 +0.39 4

Otro antioxidante utilizado fue la N-acetil cisteina (NAC). Los aminoacidos que como la NAC
contienen un grupo tiol tienen propiedades antioxidantes, ya que actlan como donadores de
electrones, favoreciendo las reacciones de 6xido-reduccién. EI NAC contiene una actividad redox y la
nucleofilicidad de su grupo tiol le permite una accién directa a través de reacciones de

transhidrogenizacion con otras parejas redox de tioles.

El glutatién, GSH (Glutamato-Cisteina-Glicina), es el antioxidante predominante en el citoplasma de
las células. El glutation es un tripéptido sintetizado a partir de la unién del acido glutamico con la
cisteina y posteriormente con una glicina. El glutatiéon puede atrapar el peroxinitrito y los radicales
hidroxilo y a través de la glutatién peroxidasa convertir el peréxido de hidrégeno en agua. Una
molécula de GS se combina rapidamente con otro radical igual y se neutraliza formando GSSG. El
GSSG se convierte nuevamente en GSH por accién de la reductasa del glutation dependiente del

NADPH. El glutatiéon de igual manera puede generar un radical de vitamina C, el cual a su vez genera
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un radical de vitamina E y un GSH, promoviendo una cadena antioxidante.

A

NAC (mM)
N-acetil
cisteina Periodo Desv. Std. n
(mM)
0 22.3 =0.33 8
16 mM
8 22.2 =0.43 6
16 22.4 =0.83 6
8 mM Figura 11. A. La N-acetilcisteina (NAC) inhibe la conidiacion
ciclica de la cepa bd, pero no altera el periodo. Se muestra un
experimento representativo en el que las lineas punteadas son
marcas hechas cada 24 horas, y la flecha indica la direccion del
crecimiento de los cultivos. B. Periodo de la cepa bd en
0 condiciones control y creciendo en NAC8 y 16 mM.

Se utiliz6 NAC en concentraciones de 8 mM y 16 mM. En 8 mM se observé un aumento en el
crecimiento de la cepa bd (Fig. 11) y una disminuciéon en la intensidad de las bandas de conidiacion,
lo cual es un reflejo de la cantidad de conidios producidas en cada banda. En concentraciones de NAC
de 16 mM las bandas de conidiacion desaparecieron casi por completo desde el 3¢ ciclo. Sin
embargo, los tres primeros ciclos mantienen un periodo de aproximadamente 22 h. En este caso se
obtuvo una desviacién estandar mayor debido a que sélo se pudieron registrar los tres ciclos y las
bandas son mas dispersas. Cuando se llevd a acabo un experimento similar usando la cepa Asod-17,

las bandas de conidiacién desaparecieron desde concentraciones de 4 mM (Fig. 12).

El hecho de que las bandas de conidiacién de la cepa bd desaparezcan en presencia de NAC, sugiere
gue ocurren como una respuesta a un estrés oxidante ciclico que puede ser abatido por el NAC. El
efecto del NAC también se vio reflejado en el crecimiento de la cepa bd, ya que ésta mostr6é un
incremento en su tasa de crecimiento, a tal grado que crece casi como la cepa silvestre. Esto aunado
al hecho de que el antioxidante NAC suprime la conidiacion de una mutante incapaz de eliminar
eficientemente el superéxido (Asod-1) muestra sin lugar a duda que el estado redox intracelular esta

relacionado con el ritmo circadiano en N. crassa.



Figura 12. A. La mutante carente de la enzima
superdxido dismutasa-1 (Asod-1) presenta un ciclo de
conidiacion ciclica parecido al de la bd, el cual es suprimido
por la presencia de NAC. B. Periodo de la cepa Asod-1
creciendo en NAC.
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N-acetil
cisteina Periodo Desv. Std.
(mM)
0 22.21 + 0.64
8 Sin bandeo -

Otro compuesto utilizado fue la histidina, el cual es capaz de eliminar el oxigeno en singulete. La

maxima concentraciéon de histidina que se utilizé fue de 30 mM. A esta concentracién se observo una

disminucién en el periodo de casi 2 horas (Fig. 13). En principio, estos resultados son contrarios a lo

esperado y a los resultados obtenidos con el NAC y el Paraquat (ver mas adelante).

Sin embargo, la histidina tiene un efecto citotdxico a estas concentraciones ya que une metales,

principalmente el fierro y atrapa al peréxido. Dicha unién de la histidina con el fierro puede generar

radicales hidroxilo a través de la reaccién de Fenton, por lo que este efecto oxidante intracelular

puede disminuir el periodo de conidiacién ciclica en la cepa bd creciendo a altas concentraciones de

histidina (Schubert and Wilmer, 1991; Sestili et al., 1995).
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Histidi

Periodo Desv. Std. n
(mM)

0 224 +0.37 8

12 21.7 +0.54 6

30 20.5 +0.33 6

12 mM

Figura 13. A. La cepa bd muestra una disminucién
en el periodo de la conidiacion ciclica en presencia de
altas concentraciones de histidina 30 mM Se muestra
un experimento representativo en el que las lineas
verticales son marcas hechas cada 24 horas. La flecha
indica la direccion del crecimiento. B. Periodo de la
cepa bd en histidina.

30 mM

El efecto de oxidantes en el periodo de conidiacién de N. crassa

Se utilizaron dos oxidantes para evaluar su efecto en el periodo de la cepa bd. El primero fue el
Paraquat (PQ), el cual es un herbicida que causa dafio en los tejidos por la generaciéon de superéxido
a través de la reducciéon del oxigeno molecular en una reaccién catalizada por el complejo | del
sistema respiratorio. Se realizaron cultivos en pista utilizando medio adicionado con PQ en
concentraciones de 60, 120 y 160 uM. Se realizaron 3 experimentos independientes cada uno con 6
muestras de la cepa bd en PQ y 4 muestras en medio sin PQ. El periodo resultante en una
concentraciéon de 60 uM fue de 21.7 h, mientras que en 120 y 160 yM fue de solo 20.5 y 19.8 h
respectivamente (Fig. 14). Este resultado sugiere que el radical superdxido causa una reduccién en el
periodo del ritmo circadiano de la cepa bd. De acuerdo con nuestra hipbtesis de trabajo, una
reduccién en el periodo indica la inducciéon de un estrés oxidante prematuro. Este resultado es
congruente con el hecho de que la ausencia de la enzima SOD-7 induce la expresién de una
conidiacién ciclica. En resumen, un nivel elevado de superéxido, causado por la presencia del PQ o por
la ausencia de la SOD-1, tiene efectos sobre la conidiacion ciclica, lo cual apoya nuestra hipétesis de

trabajo.
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P IS Periodo D Std.
120 FM (M) riol esv. . n
0 22.5 +0.27 24
60 21.7 *0.42 11
120 20.5 *0.21 17
160 uM
160 19.8 =0.73 8

Otro oxidante utilizado fue la menadiona, que al igual que el Paraguat incrementa los niveles de

superdxido, pero a través de una via diferente. La evidencia actual indica que la menadiona desvia

electrones de la cadena de transporte mitocondrial hacia el O,. Se realizaron cultivos en pista

utilizando medio para ciclo circadiano adicionados con menadiona 60 y 120 uyM. Sin embargo, los

resultados no fueron concluyentes debido a que a estas concentraciones se afecté el crecimiento y

las bandas de conidiacién no se observaron definidamente, por lo que las desviaciones estandar

fueron mayores a 1.3 horas.
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CONCLUSIONES

La ausencia, de la catalasa-1 o de la catalasa-3, no afecta el periodo de la conidiacion ciclica de la

cepa bd de N. crassa.

Una reduccién en la produccién de las ERO debido a la falta de la NOX-1 no afecta el ciclo ritmico de

conidiacién de la cepa bd, pero si lo hace menos evidente.

A pesar de que la prolina se ha identificado como un antioxidante que contiende con las ERO
generadas por las proteinas G pequefias de la familia RAS activas constitutivamente, no fue capaz de

cambiar el periodo de conidiacién de la cepa bd, incluso a concentraciones altas de dicho iminoacido.

Sin embargo, el estado redox intracelular determina la manifestacién del ciclo de conidiacién en N.
crassa. Esto debido a que una disminucién en el estrés oxidante dado por la presencia del NAC se
refleja en un incremento de la tasa de crecimiento, y en la desaparicién de las bandas de conidiacién
de la cepa bd. Esto, aunado al hecho de que el antioxidante NAC suprime la conidiacién de una
mutante incapaz de eliminar el superéxido (Asod-1), es consistente con la hipétesis de que el estrés

oxidante celular esta relacionado con los componentes del reloj circadiano o que incluso lo regulan.

La presencia de histidina, usada como antioxidante, causé una reduccién de 2 horas en el periodo de

conidiacién de la cepa bd, lo cual se puede deber a un efecto oxidante indirecto.

Se encontré que altos niveles de superdxido, causados por la presencia del Paraquat, disminuyen el

periodo de la conidiacion ciclica de la cepa bd.

De acuerdo con nuestra hipétesis de trabajo, una reduccién en el periodo de la conidiacién indica la
induccién de un estrés oxidante prematuro. Los resultados en este trabajo apoyan la hipétesis de
que el estado redox intracelular determina la manifestacién del ciclo de conidiaciéon de N. crassa. A
pesar de que no se observaron efectos en el periodo de conidiacién por la ausencia de las enzimas
CAT-1 o CAT-3 o por la presencia de prolina y de que no se logré determinar el periodo en la
mutante bd carente de la enzima NOX-1, si se observo una clara relacién del radical superéxido,
generado ya sea con el PQ o a través de la ausencia de la enzima SOD-1 sobre la manifestacién del
periodo de N. crassa. Este estado oxidante puede reducirse por el antioxidante NAC tanto en la
mutante bd como en la mutante sod-7, lo que indica que la manifestacién del ciclo circadiano en N.

crassa posiblemente se genera por un estado hiperoxidante ciclico.
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