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RESUMEN

Las catalasas monofuncionales, las peroxidasas y las catalasa/peroxidasas (CP) son
enzimas que estan involucradas en los mecanismos de defensa contra el peroxido de
hidrogeno. De estas enzimas sélo las CP son bifuncionales: tienen actividad tanto de
catalasa como de peroxidasa. Las CP unicamente se han encontrado en bacterias,
en arqueas y en hongos.

Las CP bacterianas han suscitado considerable interés por el papel que tienen

en la activacion de la pro-droga isoniazida (INH), el antibiético usado para tratar la
tuberculosis. De ahi surge la importancia en estudiar con detalle tanto el mecanismo
catalitico de la enzima, como su funcion dentro de la célula (Ghiladi et al., 2004). La
gran mayoria de estudios se han realizado estudiando las enzimas bacterianas,
mientras que las CP en hongos se han estudiado parcialmente.
Nuestro estudio se basa en encontrar la funcién de la catalasa/peroxidasa (CAT-2)
de Neurospora crassa. Para cumplir con este objetivo analizamos los efectos que
tiene la ausencia del gen cat-2 que codifica para la CAT-2, en la produccién de
conidios, que es una condicidn en la que se induce la actividad de esta enzima. Los
resultados encontrados mostraron que la cepa mutante nula en el gen cat-2 (Acat-2)
tuvo una tendencia a formar una mayor cantidad de esporas asexuales (conidios) y a
la agregacion de las hifas en condiciones de cultivo liquido que la cepa silvestre. En
estas condiciones la producciéon de otros sistemas antioxidantes como los carotenos
y la oxidacion de proteinas en la cepa Acat-2 fue similar a la de la cepa silvestre,

La diferencia significativa entre la cepa Acat-2 y la cepa silvestre esta en la
produccion de conidios en condiciones de cultivo sélido (conidiacion aérea). Debido a
que la CAT-2 es una enzima bifuncional para saber si el fenotipo de conidiacion esta
relacionado con su actividad de catalasa o con su actividad de peroxidada
generamos mutantes del gen cat-2 en dos aminoacidos que se sabe cancelan la
funcion catalitica de catalasa en las CP. La sustitucion del triptéfano 90 por una
alanina en el gen cat-2 tuvo el efecto esperado cuando se expresa en Escherichia
coli pero en N. crassa generé un producto que no es posible traducir o que se

traduce y se degrada. La sustitucidén de la arginina 426 por una alanina expresada en



E. coli también generd una CAT-2 monofuncional sin la actividad de catalasa con una
migracion electroforética similar al de la enzima silvestre expresada en E. coli.

Por otra parte, empleando la CAT- 2 recombinante se determiné que el aducto
covalente W-Y-M de la cavidad distal del hemo, encontrado en las CP bacterianas,
también esta presente en la enzima de Neurospora crassa. Este es el primer reporte
en el que se confirma la presencia de este aducto covalente en una CP de hongos.
Concluyendo, la funcién de la CAT-2 esta relacionada con la produccion de la
conidiacién aérea, su funcion podria ser compensada por las otras catalasas del
hongo que evitan que aun en ausencia de la CAT-2 la cepa Acat-2 se encuentre
estresada. Ademas, con los resultados encontrados en este trabajo, se apoya la idea
de que las mismas relaciones estructurales y funcionales encontradas en las CP
bacterianas podrian ser aplicadas para la enzima de Neurospora. La expresion de la
CAT-2 en E. coli y su purificacion permitira determinar la estructura de la enzima y
conocer a detalle el mecanismo catalitico de la CAT-2, que seria la primera CP de

hongos estudiada a ese nivel.



l. INTRODUCCION
La diferenciacion celular en el hongo Neurospora crassa

Neurospora crassa es un hongo filamentoso (Figura 1) que
pertenece al Filo Ascomycota, clase de los Ascomycetes. Es
ubicuo aunque se encuentra principalmente en las areas
tropicales y subtropicales y en lugares que tienen conexion con
actividades agricolas. Es uno de los primeros colonizadores de
los bosques incendiados y se ha utilizado como organismo

experimental desde 1920. Como modelo biolégico ha

_ contribuido al conocimiento de diversos procesos, entre ellos, la
Figura 1. N. crassa

creciendo sobre un  genética y la diferenciacion celular (Davis, 2000). El genoma de
tallo de cafa de . ) _

azucar. Presenta un N. crassa esta secuenciado y se cuenta con gran cantidad de
caracteristico  color

naranja debido a CePas mutantes afectadas en el metabolismo o en la

que sintetiza  yiterenciacion celular (Borkovich et al., 2004; Galagan et al.,
carotenos (Raju,
1980) 2003).

N. crassa produce diferentes tipos celulares, muchos de los cuales se derivan
de las células somaticas denominadas hifas (Bistis, 2003). Las hifas son filamentos
que crecen en las puntas y que se van ramificando por la capacidad de formar
nuevos apices de crecimiento. Las hifas presentan compartimentos multinucleados
delimitados por septos que tienen un poro central por el cual pasan los organitos
celulares y los nucleos.

N.crassa tiene dos fases reproductivas, una asexual y otra sexual (Figura 2).
El proceso de formacion de las esporas asexuales, llamadas conidios, comprende
tres transiciones morfogenéticas: las hifas en crecimiento se adhieren y a partir del
micelio adherido se desarrollan hifas aéreas especializadas. Estas se ramifican y
posteriormente forman los conidios en sus puntas. Los conidios se dispersan y
germinan en un medio con nutrimentos para formar nuevamente las hifas (Springer y
Yanofsky, 1992; Hansberg, 1996). El proceso de conidiacion del hongo se puede
inducir por estimulos tales como el aire (Toledo, 1986) o la luz (Davis, 2000).
Asimismo, se sabe que la privacion de carbono o de nitrdgeno puede inducir la

formacion de conidios aun en cultivos sumergidos (Muller, 1989).
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N. crassa es un hongo heterotalico en el cual la reproduccion sexual solo
ocurre entre organismos de sexo distinto determinados genéticamente por los loci
mat-A y mat-a. Una cepa de cualquiera de los dos sexos puede funcionar como
receptora (femenina) o como donadora (masculina) para la formacion de las esporas
sexuales. Este proceso se induce en un medio limitado en la fuente de nitrégeno.
Bajo estas condiciones se forma el ascoginio (0 gameto femenino) el cual se cubre
por hifas vegetativas generando una estructura denominada protoperitecio. El
ascogonio forma hifas especializadas llamadas tricoginas que se guian mediante
feromonas y crecen hacia las células del otro sexo. La tricégina se fusiona con la
célula del otro sexo y los nucleos masculinos migran a lo largo de la hifa tricogina
hasta el ascogonio. En el ascogonio se replican los nucleos de ambos sexos para
luego formar las hifas ascogenas que tienen nucleos femeninos y masculinos. El
protoperitecio crece y se cubre con otras hifas formando una estructura en forma de
pera llamada peritecio. Cada una de las hifas ascégenas dentro del peritecio forma
un gancho en la punta y luego se septa para formar una célula que contiene dos

nucleos, uno de cada sexo. Esta célula formara el saco o asco que albergara las



ascosporas. Los nucleos de la célula se fusionan (cariogamia) para formar la Unica
célula diploide en el ciclo de vida del hongo. Después de la cariogamia se lleva a
cabo las dos divisiones meidticas seguidas de una divisidbn mitotica, por lo que se
forman ocho ascosporas haploides dentro del asco. Una vez formadas las
ascosporas, éstas salen disparadas por el orificio (ostiolo) que se encuentra en la

punta del peritecio (Raju, 1980).

La tension oxidante y la diferenciacion celular

En el laboratorio del Dr. Hansberg estamos interesados en estudiar los procesos de
diferenciacioén celular. Utilizamos N. crassa como modelo experimental ya que es un
hongo no patdgeno que crece rapido en un medio definido, sus procesos de
diferenciacién celular ocurren en poco tiempo, el asexual en un dia y el sexual en
varios, y se pueden inducir. Los estadios diferenciados de la esporulacion asexual se
forman a tiempos precisos, se separan con facilidad y se pueden obtener en cantidad
suficiente para realizar un analisis bioquimico.

Utilizando este modelo experimental se descubrié que, al inicio de cada una
de las transiciones morfogenéticas del proceso de conidiacion, hay un estado
hiperoxidante que se caracteriza por: a) el incremento en la oxidacién de las
proteinas en general y de enzimas especificas, como la sintetasa de glutamina, la
deshidrogenasa de glutamato dependiente del NADPH vy las catalasas (Hansberg,
1996; Michan et al., 2002), b) la pérdida del poder reductor celular (Hansberg, 1996;
Toledo et al., 1991), c) la deteccién de la quimioluminiscencia producida por algunas
especies del oxigeno reactivas (Hansberg et al., 1993) y d) los cambios en los
mecanismos antioxidantes como la induccion de las catalasas (Michan et al., 2002) y
la produccién de los carotenos (Hansberg W., Stahl, Sies, H., datos sin publicar).
Ademas, al inicio de la germinacion de los conidios también se genera un estado
hiperoxidante en el cual se detecta la produccion de oxigeno en singulete (Lledias et
al., 1998).

Uno de los principales temas de estudio en el laboratorio son los mecanismos
antioxidantes del hongo, especificamente las catalasas. N. crassa tiene cuatro
catalasas, denominadas CAT-1, CAT-2, CAT-3 y CAT-4. De éstas la CAT-3 y la CAT-

10



1 se han cristalizado y se conoce con detalle su estructura tridimensional (Diaz et al.,
2004; Diaz et al., 2009). Por otra parte, se ha analizado su expresion durante el ciclo
de vida del hongo (Michan et al., 2002) y se ha determinado el efecto de la ausencia
de la CAT-3 en la conidiacién y en la diferenciacion sexual del hongo (Michan et al.,
2003). Sin embargo, hasta ahora no se conoce con detalle la funcién de la CAT-2 y la
CAT-4.

Las especies reactivas del oxigeno y la respuesta antioxidante

Las especies del oxigeno reactivas (EOR) son moléculas derivadas del oxigeno que
son mas reactivas que éste en su estado basal. Las EOR incluyen radicales del
oxigeno tales como el alcoxilo (RO), el hidroxilo (HO"), el peroxilo (HO2) y el anion
superoéxido (O27) asi como especies, que no son radicales, como el ozono (O3), el
oxigeno en singulete ('0,) y el peréxido de hidrégeno (H.05).

Muchas de estas EOR se forman en la célula. El lugar en donde se produce la
mayor cantidad de EOR es en la mitocondria. La generacion del anién superéxido
(O2") ocurre principalmente en los complejos | y lll de la cadena respiratoria (Inoue et
al., 2003; Nohl et al., 2005). EI O, es también producido por enzimas como la
oxidasa de la xantina o la del NADPH y de forma no enzimatica por radiaciones y y
ultravioleta (Kamata y Hirata, 1999).

El H,O, se forma por dismutacion del Oy". Esta dismutaciéon puede ocurrir de
manera espontanea, particularmente a bajo pH, o por la accion de la enzima
superoxido dismutasa. ElI H,O, también se puede producir por enzimas como las
oxidasas de xantina, de azucares, de aminoacidos, del glicolato, del acido urico, o
bien con las enzimas implicadas en la f—oxidacién de los acidos grasos (Dalton et. al.
1999). El H,0, se puede producir dentro o fuera de la célula y entrar a ésta a través
de las acuaporinas o atravesando las membranas celulares. Pese a que se considera
que el H,O, es menos reactivo que otras ERO, es capaz de inactivar directamente
algunas enzimas. Entre los mecanismos propuestos para explicar dicha inactivacion
estan la S-tiolacién (Shenton and Grant, 2003), la carbonilacién (Cabiscol et al.,
2000); Costa et al. 2002) y la ADP-ribosilacion (Colussi et al., 2000). La S-tiolacién de

proteinas y la carbonilacion son los mecanismos mas estudiados.
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El H,O, puede reaccionar con iones de metales de transicién como el Fe?* o el
Cu" formando el radical hidroxilo, el cual es muy reactivo y puede reaccionar casi con
cualquier molécula bioldgica: azucares, aminoacidos, fosfolipidos, ADN y acidos
organicos (Halliwell, 1999).

La eliminacion del Oy~ y del H2O2 es uno de los principales mecanismos
antioxidantes que permiten a la célula evitar que se formen otras ERO mas reactivas
como el radical hidroxilo. Dicha eliminacién es llevada a cabo por la superdxido
dismutasa, en el caso del primero, y por las catalasas, las peroxidasas -
principalmente la catalasa/peroxidasa, las glutation peroxidasas y citocromo c
peroxidasa - y las peroxirredoxinas, en el caso del segundo.

Las células contienen ademas una variedad de sustancias que ayudan a
contrarrestar los dafos producidos por las ERO. Algunas de estas sustancias son: el
glutation, la vitamina C (ascorbato), la vitamina E (a-tocoferol), los carotenos, los
tioles y el urato. (Droge, 2002; Sauer et al., 2001). EI NAD(P)H y el glutation en
conjuncion con la tiorredoxina y glutarredoxina son los principales reductores

celulares y estan presentes practicamente en todos los seres vivos.

Las catalasas y las hemoperoxidasas

Las catalasas son enzimas que dismutan el H,O, directamente en O, y dos
moléculas de agua:
2H,0;, — 2H;0+ 0O,

Estas enzimas estan formadas por 4 subunidades idénticas, cada una
conteniendo un grupo hemo. Algunas catalasas son muy resistentes a los agentes
desnaturalizantes y a los solventes organicos (Diaz et al., 2004). Las catalasas tienen
un origen en comun y estan presentes en organismos de los tres dominios de seres
vivos: Arquea, Eubacteria y Eucariota (Diaz et al., 2005; Klotz and Loewen, 2003).
Filogenéticamente, las catalasas se agrupan en tres clados: los grupos 1 y 3 que
corresponden a las catalasas de subunidad pequefia, con una masa de 55 a 69 kDa,
y el grupo 2 que corresponde a las catalasas de subunidad grande, cuya masa va de
los 75 a los 86 kDa (Diaz et al., 2009).
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Las peroxidasas son un grupo extenso y heterogéneo de enzimas que se
encargan de catalizar la reduccion de los peroxidos, entre ellos el H,O,. Las hemo-
peroxidasas utilizan el hemo como grupo prostético. Otras peroxidasas usan atomos
de vanadio o de selenio y algunas usan residuos de cisteinas en su mecanismo de
reaccion.

Las hemoperoxidasas se dividen en dos grandes superfamilias, la de animales
y la de plantas, hongos y bacterias. Esta ultima superfamilia se ha dividido ademas
en tres clases (clase |, Il y Ill) de acuerdo con su localizacién celular y su funcion
(Welinder, 1992). Asi, la citocromo c¢ peroxidasa, la ascorbato peroxidasa y la
catalasa/peroxidasa pertenecen a la clase [; la lignina-peroxidasa y las peroxidasas
de manganeso pertenecen a la clase Il y las peroxidasas de secrecion de las plantas
con cuatro puentes disulfuro conservados y una unién a Ca**, como la peroxidasa de

raiz fuerte, pertenecen a la clase lll.

Las catalasa/peroxidasas

Las catalasa/peroxidasas (CP) son enzimas bifuncionales que pueden llevar a cabo
de manera eficiente la actividad de catalasa y la actividad de peroxidasa. Son
hemoproteinas diméricas; sin embargo, se han reportado enzimas tetraméricas y
monomeéricas (Paris et al., 2003). Las CP se encuentran en las arqueas, en las
bacterias y en los hongos (Welinder, 1991) y recientemente se han reportaron en
algunos protistas (Heterocapsa triquetra, Phaeodactylum tricornutum, Thalassiosira
pseudonana, varias especies de Phytophtora, Karenia brevis y en Chlamydomonas
reinharditii) (Passardi et al., 2007).

Hasta el momento se reportan 360 secuencias de CP, todas ellas similares a
la de las hemoperoxidasas, como la citocromo c¢ peroxidasa de hongos y las
ascorbato peroxidasas de plantas, y por ello se les reconoce como miembros de la
clase | de la superfamilia de peroxidasas de plantas, hongos y bacterias (Welinder,
1992). Las CP son las unicas enzimas de este grupo que poseen una actividad de
catalasa elevada (Zamocky, 2004).

Ademas de su actividad de catalasa y de peroxidasa algunas CP como la de

Burkholderia pseudomallei y la de Mycobacterium tuberculosis son capaces de llevar
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a cabo otro tipo de reacciones de oxido-reduccidén. Por ejemplo, pueden oxidar
lentamente el NADH y también la hidrazida del acido isonicotinoilo también conocida
como isoniazida. La isoniazida se utiliza como droga contra el bacillus M.
tuberculosis y su forma activa es el isonicotinoilo del NAD. La formacién de este
compuesto involucra la eliminacién de la hidrazina de la isoniazida por la CP y la
union del grupo isonicotinoilo con el NAD. El papel central de la CP en la activacion
de la isonizaida se evidencia con el aislamiento de cepas de M. tuberculosis que son
resistentes a la isoniazida debido a mutaciones que inactivan la CP y también con los
estudios bioquimicos que han mostrado un papel directo de la CP en la generacion
del derivado isonicotinoilo (Johnsson K., 1995; Singh et al., 2004, Wiseman, et. al,
2010).

La secuencia de las CP sugiere que el gen es el resultado de un evento de
duplicacién de un gen de peroxidasa y su fusion posterior (Welinder, 1991; Zamocky,
2004). Asi las CP estan compuestos por dos mitades que son semejantes entre si y
que también son semejantes a la citocromo ¢ peroxidasa. Ademas, las CP contienen
cerca de 730 aminoacidos y las hemo-peroxidasas de hongos y plantas alrededor de
320 aminoacidos (Welinder, 1991).

Actualmente se cuenta con la estructura cristalografica de cuatro CP: la CP de
Haloarcula marismortui (11TK) (Yamada et al., 2002), la de B. pseudomallei (1MWYV)
(Carpena et al., 2003), la de M. tuberculosis (1SJ2) (Bertrand et al., 2004b) y la de
Synechococcus PCC7942 (1UB2) (Wada et al., 2002).

Las CP tienen un dominio N-terminal que une el grupo prostético hemo y un
dominio C-terminal sin grupo prostético (Figura 3). Aunque el dominio C-terminal
carece del grupo hemo, conserva la arquitectura del sitio activo, incluyendo varios de
los aminoacidos que estan presentes en los lados proximal y distal de la cavidad del
hemo del dominio N-terminal. Las excepciones son las sustituciones de la histidina
distal por una Ala 486 y de la histidina proximal por una Leu 630 (la numeracion
corresponde a la enzima de N. crassa) que evitan la union del hemo. Se ha descrito
que el dominio C-terminal es esencial para estructurar el centro activo en el dominio

N-terminal, contribuyendo asi a la estructura que permite la actividad bifuncional de
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la CP (Baker et al., 2006), aunque no se entienden totalmente las consecuencias

funcionales de esta estructura de dos dominios.

A) B)

His112

Trplll

Figura 3. Dominios N- y C-terminales en la estructura de la CP de B. pseudomallei
A) Vista del dimero. Los dominios N- y C-terminales de la subunidad 1 se muestran en azul y
magenta, respectivamente, mientras que los de la subunidad 2 se muestran en amarillo y verde. El
hemo b se muestra representado en rojo. B) Residuos importantes para la actividad de la enzima

en la cavidad del hemo. El modelo se hizo utilizando el programa PyMOL.

El mecanismo catalitico de las CP

Las CP son enzimas capaces de reducir el H,O, usando un agente reductor externo
(actividad de peroxidasa) y también de dismutarlo en H,O y O, (actividad de
catalasa) (Long y Salin, 2000). En ambas reacciones el primer paso de la reaccion es
el mismo y consiste en la oxidacion del hemo. El enlace entre los oxigenos del
peréxido se rompe cuando uno de los oxigenos capta dos electrones, en seguida se
protona y se libera como molécula de agua. El otro atomo de oxigeno se coordina
con el hierro del hemo formando el compuesto |, (Fe'V=0) y un radical catiénico, que
puede ser porfirinico, de un aminoacido vecino o una mezcla de ambos. El siguiente

paso consiste en la reduccién del compuesto |I.
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En la reaccién de catalasa la reduccion del compuesto | se lleva a cabo
mediante una transferencia de dos electrones de una segunda molécula de peroxido
de hidrégeno (Figura 4, reaccion 2). En la reaccion de peroxidasa se utiliza un
donador de electrones diferente al perdxido de hidrogeno. Este donador transfiere un
solo electrén en dos reacciones secuenciales (Figura 4, reacciones 3 y 4). Asi, se
genera una segunda forma intermediaria de la enzima que se llama compuesto Il, en
la que la enzima esta parcialmente reducida, pues solo el radical catidénico se ha
reducido a su estado inicial. La reaccion termina cuando una segunda molécula del
donador reduce el compuesto I, con lo cual la enzima regresa a su estado férrico (Fe
[Il) (Carpena et al., 2006; Hillar et al., 2000; Zamocky et al., 2001). En las CP la
reaccion de peroxidasa ocurre en condiciones en las que hay una baja concentracion
de peroéxido de hidrégeno y esta presente un donador de electrones apropiado (Hillar
et al., 2000).

Actividad de catalasa

H,O. H,O
S 22 2 o
Fe it & [
Estado inicial 2 0D
> < Compuesto |
(Porfirina-Fe™) O it -Feli—
H,0+0, H,0 (Porfirina**-Fel"=0)
A+H" AH
donador (oxf\4 3/donador (red.)
AH AHY
donador (red.) donador (ox.)

C oll
(Porfirina-Fe=0

Actividad de peroxidasa

Figura 4. Esquema de la reaccion de catalasa y de peroxidasa
Ambas actividades involucran la oxidaciéon del grupo hemo para formar el compuesto | (reaccién 1).
Una segunda molécula de peroxido de hidrogeno puede reducir el compuesto | y formar agua y
dioxigeno (actividad de catalasa, reaccion 2). La reduccion del compuesto | en la reaccién de
peroxidasa utiliza un donador de electrones diferente al peréxido de hidrégeno y ocurre en dos pasos
(reacciones 3 y 4). Esquema modificado de Zamocky et al, 2001.
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La estructuracion de los aminoacidos del sitio activo de las CP

En las CP la triada His/Arg/Trp (His123, Arg119, Trp122 en la CP de Synechocystis)
se encuentra conservada en el lado distal de la cavidad del hemo. De estos residuos,
la histidina y la arginina estan conservados en el 100% de las secuencias de
peroxidasas de la clase | y se ha demostrado que ambos residuos son necesarios
para la heterdlisis del enlace oxigeno-oxigeno del perdxido de hidrégeno. Por su
parte, el triptofano esta conservado en el 100% de las secuencias pero solo de las
CP (Zamocky et al.,, 2001). Algunos estudios de mutagénesis demostraron la
importancia que tienen estos aminoacidos para el mecanismo catalitico de las CP. La
sustitucién de la arginina o de la histidina en la CP de E. coli (Zamocky et al., 2001),
en la de Synechocystis PCC6803 (Regelsberger et al., 2000) y en la de M.
tuberculosis (Rouse et al., 1996) resulté en una reduccién de la velocidad de
formacion del compuesto | y como consecuencia en la actividad de catalasa y de
peroxidasa. Sin embargo, la sustitucion del triptofano no interfiere en la formacion del
compuesto | pero es esencial para la reducciéon del mismo por una segunda molécula
de H,O, (Deemagarn et al., 2007). Asi, las mutantes de triptofano pierden
completamente la actividad de catalasa pero retienen la actividad de peroxidasa y en
ocasiones esta actividad se incrementa. Esto indica que dicho residuo es
indispensable para la actividad de catalasa, pero no para la actividad de peroxidasa.
Se ha visto también que el triptofano forma un aducto covalente con otros dos
aminoacidos conservados en el lado distal de la cavidad del hemo: una tirosina y una
metionina (Trp122, Tyr249 y Met275 en Synechocystis, Figura 5). La sustitucion del
triptofano o de la tirosina impiden la formacion del enlace, mientras que el
intercambio de la metionina no impide que se forme el enlace entre el triptofano y la
tirosina (Ghiladi et al., 2005c; Jakopitsch et al., 2003a). La sustitucion de la metionina
o de la tirosina, también inhiben la actividad de catalasa sin afectar la actividad de
peroxidasa (Ghiladi et al., 2005c; Jakopitsch et al., 2003a; Jakopitsch et al., 2004).
Este aducto covalente es una peculiaridad estructural de las CP y se ha propuesto
que une dos asas que cubren el acceso al canal del sitio activo en la superficie de la

enzima (Yamada et al., 2002).
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Figura 5. El aducto covalente W-Y-M de las catalasa/peroxidada.
Se muestra el mapa de densidad electrénica 2F, F. en verde y el modelo de los residuos. Las figuras
se construyeron usando PyMol (Tomado de (Smulevich et al., 2006)

En el extremo proximal de la cavidad del hemo se conserva la triada de
aminoacidos His/Trp/Asp (His290, Trp341 y Asp402 en Synechocystis). La histidina
distal forma el quinto enlace con el hierro del grupo hemo. La sustitucion de
cualquiera de estos residuos resulta en una actividad de catalasa menor al 1% de la
enzima silvestre, a excepcion de la variante W341F, en la que se detectd una
actividad de catalasa del 40% y un incremento en la actividad de peroxidasa
(Jakopitsch et al., 2002).

Hay otros aminoacidos conservados en el lado distal del hemo que juegan un
papel importante en el mecanismo catalitico de las CP (Figura 4B). Tal es el caso del
Asp152 y de la Ser335 en Synechocystis que estan en la entrada del canal de
acceso al sitio activo. Estos residuos controlan el acceso a los residuos His/Arg/Trp
del sitio activo. La sustitucion del aspartato reduce la actividad de catalasa pero no
tiene efecto sobre la actividad de peroxidasa (Jakopitsch et al., 2003b). La sustitucion
D152E tiene un efecto ambivalente: dificultan la union del perdxido para la formacién
del compuesto |, pero facilita la unién del peroxido para la reduccion catalitica del
compuesto I.

En la CP de B. pseudomallei una sustitucion de la arginina distal restaura la
actividad de catalasa de la mutante del aspartato (Deemagarn et al., 2007). Ambos
residuos compiten por el H,O, que entra al sitio activo, uno se utiliza preferentemente

para formar el compuesto | y el otro para la reduccion del mismo.
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Otro residuo cuya sustitucion tiene el efecto de cancelar la actividad de
catalasa sin afectar la actividad de peroxidasa es la Arg426 en la CP de B.
pseudomallei, cuya cadena lateral cambia de conformacién en respuesta a los
cambios de pH. Se ha observado dos conformaciones en la cadena lateral de la
Arg426, una en la que se encuentra disociada de la Tyr238 que se denomina
conformacién R y otra en la que esta asociada a la Tyr 238 que se denomina
conformacién Y. El equilibrio de las conformaciones Ry Y de la cadena lateral de la
Arg426 es sensible al pH (Carpena, 2005). A bajo pH, cuando la Arg426 gira a la
conformacién R, se favorece la oxidacion del hemo al compuesto |, facilitando el
proceso como peroxidasa, mientras que a alto pH, cuando la Arg426 gira a la
conformacién Y, se facilita la reduccion catalitica del compuesto | por dos electrones
por peroxido de hidrégeno. La correlacion entre las conformaciones de la Arg426 y el
pH podria explicar la diferencia en el pH éptimo para la reaccién de peroxidasa (pH
4.5) y de catalasa (pH 6.5) (Singh et al., 2004).

Otra particularidad de las CP son tres asas largas, dos de ellas, las
denominadas LL1 y LL2, que tienen una secuencia muy conservada y que restringen
el paso del H,0; al sitio activo. El LL1 esta ubicado entre las llamadas hélicesDy E y
conecta los dominios cataliticos del dimero. También controla la flexibilidad y el
caracter del enlace covalente entre la histidina y el Fe lll. En este asa se encuentra la

tirosina que forma el enlace covalente (Jakopitsch et al., 2005).

Las catalasa/peroxidasas en los hongos

El numero de las CP de hongos descritas ha ido aumentado recientemente. Se
piensa que las CP de los hongos tienen un origen procariote, como consecuencia de
un evento de transferencia horizontal (Peraza, 2005); (Klotz y Loewen, 2003)
(Zamocky et al., 2010). En concordancia, la mayoria de los genes de CP de hongos
no tienen intrones. Se han encontrado organismos con dos genes de CP, como en
Magnaporthe grises, Colletotrichum graminicola, Fusarium oxysporum, Grosmannia
clavigera, Gaeumannomyces graminis, Gibberella moniliformis, Gibberella zeae,

Hypocrea jecorina, Nectria haematococca, Trichoderma atroviride, Trichoderma
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virens, Verticillium albo-atrum vy Verticullium dahliae cuyo origen es paralogo
(Zamocky et al., 2009b).

Dentro del grupo de las CP de hongos se distinguen dos grandes grupos. El
grupo 1 comprende tanto hongos patdégenos como no patégenos incluyendo Ustilago
maydis, el unico representante del grupo de los basidiomicetos que tiene un gen de
CP. Un aspecto interesante es que todos los miembros del grupo 1 son enzimas
intracelulares, mientras que todos los miembros del grupo 2 tienen una secuencia de
secrecion en el extremo N-terminal. Esta secuencia se encuentra también en algunas
CP de bacterias pero no en las de bacteroides, las cuales estan cercanas
filogenéticamente a las CP de hongos.

Otro hecho relevante es que sélo los hongos patdégenos de plantas conservan
genes de ambos grupos. Es posible que estos dos grupos sean consecuencia de un
evento de duplicacion anterior a la divergencia de los ascomicetos y los
basidiomicetos lo que explicaria por qué los hongos como Magnaporthe grisea y
Gibberella zeae conservaron ambas copias y otros perdieron una (p. ejem: N.
crassa). Otros hongos tuvieron que haber perdido ambas copias (p. ejem.:
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae, Coprinus cinereus,
Phanerochaete chrysosporium, Cryptococcus neoformans y Candida sp.). No se han
descrito CP en quitridiomicetos ni en los mucorales. Por ello se propone que las CP
fueron adquiridas por el ancestro comun de los ascomicetos y los basidiomicetos
(Zamocky et al., 2010).

Las secuencias de CP de los hongos tienen 45-69% de identidad con las
secuencias de las CP de bacterias. La identidad entre las secuencias de los hongos
es del 80% (Pongpom et al., 2005). El alineamiento multiple de las secuencias indica
que a lo largo de la regién codificante de las CP de hongos, tienen un mayor grado
de conservacion. Del lado distal del grupo hemo se encuentra conservada la triada
catalitica Arg87/Trp90/His91 (en la CP de N. crassa). De igual forma, el Asp121,
involucrado en el control de acceso del H,O, al sitio activo y el aducto covalente
Trp90-Try238-Met264 estan conservados. La triada de aminoacidos His229/

Trp330/Asp389 del lado proximal del hemo también esta conservada (Figura 6).
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N. crassa AAL66352 753 aa 495 DKRGGANGARIRLAPQNEWKVNDPSTLREVLAALESVQQKFNDSSSGKK- 543
C. globosum XP_001221369 749 aa 495 DKRGGANGARIRLAPQKDWKVNNPPQLAEVLKALEGVQAQENGASQSKK- 543
M. gisea EDJ99644 750 aa 495 DKRGGANGAR IRLEPQNKWEVNNPQQLAEVLKALEGVKADFE--KSGKK- 541
A. fumigatus EAL85001 759 aa 499 DKRGGANGARIRLAPQRDWEVNNQPWLREALSALEAVQSREN-ARGDSKK 547
P. marneffei AANO4057 748 aa 486 DKRGGANGARIRLSPQREWAVNNQPWLRETLSVLEAIQKQFNTSQSGGKK 535
A. nidulans XP 680657 739 aa 474 DKRGGANGARIRLSPQKNWKVNSQPWLSESLAALEK IQKQFNDAQSTDKR 523
N. crassa AAL66352 753 aa 544 VSLADEIVLGGVAALEQASG-—--- LVVPETPGRNDATQEHTDVHSFTHL 588
C. globosum XP_001221369 749 a 544 VSLADLIVLGGVAALEQAAG—---- VSVPFTPGRTDASQEQTEVESFAHL 588
M. gisea EDJ99644 750 aa 542 VSIADLIVLAGVAAVEQAAG---—— VPVPFTPGRGDATQEQTDVESFTHL 586
A. fumigatus EAL85001 759 aa 548 VSLADLIVLAGCAAVEKAAQDAGHP IKVPFVPGRMDASQEETDVQSFNHM 597
P. marneffei AANO4057 748 aa 536 VSIADLIVLAGVAAVEKAARDAGYAVTVPFTPGRTDASQEQTDVQSFSDM 585
A. nidulans XP 680657 739 aa 524 VSLADLIVLAGAASLEKAARDAGHNVSVSETPGRTDATQEQTDVDSENNL 573
N. crassa AAL66352 753 aa 589 EPHADGFRSYGKGTKRVRTEQFLIDRASLLTEUSAPELTALIGGLRVLEAN 638
C. globosum XP_001221369 749aa 589 EPHVDGFRSYGRGTSRVSTEQFLVDRAHLLTLTPPELAVLVGGLRVLGAN 638
M. gisea EDJ99644 750 aa 587 EPAADAFRNYGKGTSRVTTEQIMVDRAQQLTLTAPELTVLVGGLRVLGAN 636
A. fumigatus EAL85001 759 aa 598 EPFADGFRNFAKGPARPRAEHYLVDKAQLLNLSAPEMTVLVGGLRVLNTN 647
P. marneffei AANO4057 748 aa 586 EPIADGFRNYGSSTSRVRAEEWL IDKAQLLTLSAPELAVLIGGLRVLNTN 635
A. nidulans XP 680657 739 aa 574 EPIADGFRNYGRGTPRVLTEDFLIDKAQLLNLSPPELTVLIGGLRVLNNN 623
N. crassa AAL66352 753 aa 639 YDGSSYGVLTKTPGKLTNDYFVNLLDTNTAWKAADNEGEVE 1GYDRKTHD 688
C. globosum XP_001221369 749 aa 639 YDGSSNGVFTTRPGKLTNDYFVNLLDMATAWKSVD--GEVFEGNDRKTGE 686
M. gisea EDJ99644 750 aa 637 YDGSSHGVWTDKPGKLTNDFFVTLLDPYTSWKSVD--GEVFEGTNSKSG- 683
A. fumigatus EAL85001 759 aa 648 YDGSTHGVFTSRPGALTNDFFVHLLDMNTAWKDVGN-GELFEGSDRKTGG 696
P. marneffei AANO4057 748 aa 636 YDGSAHGVFTQRPGKLTNDFFVNLLDMNTAWKS IGG-VDLYEGTDRKTGA 684
A. nidulans XP 680657 739 aa 624 YDRSNLGVFTKRPGQLTNDFFVNLLDMGVQWKPADDTNEIFIGSDRKTGQ 673
N. crassa AAL66352 753 aa 689 KKWTATRADL I FGAHAELRALAEVYAAVDGEEKFKRDEVAAWHKVMNLDR 738
C. globosum XP_001221369 749 a 687 KKWTGTRADLVFGAHAELRAISEVYGSSSGQDKFVKDFVAAWSKVMNLDR 736
M. gisea EDJ99644 750 aa 684 KKLTGTRADLVFGSHSELRALAEVYGSADGQQKFTKDFVAAWDKVMNLDR 733
A. fumigatus EAL85001 759 aa 697 KKWTATRADLVFGSNAELRAIAEVYASNDGDMKFVKDFVAAWNKVMNLDR 746
P. marneffei AANO4057 748 aa 685 KKWTATRNDLVFGSNAELRAIAEVYGSSDGQEKFVKDFVAAWDKVMNLDR 734
A. nidulans XP 680657 739 aa 674 ARWKASRADLVFGSHAELRAISEVYGSSDGEAKFVKDFVAAWEKVSNLDR 723
N. crassa AAL66352 753 aa 739 FDLKQEGRGQNAPKL-- 753

C. globosum XP_001221369 749 a 737 YDLAQPGSSGPKL---- 749

M. gisea EDJ99644 750 aa 734 EDVRRGIYDETRLKSKL 750

A. fumigatus EAL85001 759 aa 747 FDLKGKQ-TIPARL--- 759

P. marneffei AANO4057 748 aa 735 FDLKKKQSTSSHRL--- 748

A. nidulans XP 680657 739 aa 724 FDLKQTGLAQRIKPQL- 739

Figura 6. Alineamiento de la CAT-2 con algunas CP representativas de los hongos Encerrados
en un cuadro azul se muestran los aminoacidos del lado distal de la cavidad del hemo y en un cuadro
rojo los aminoacidos del lado proximal. Los asteriscos indican los residuos conservados que forman
parte del sitio de coordinacion del hemo en las CP. En negritas se muestran algunos aminoacidos
conservados e importantes para la actividad catalitica de las CP. El alineamiento se hizo utilizando el
programa BioEdit.

Se conoce poco acerca de la funcién de las CP en los hongos. Cat2 de A.
fumigatus es un posible factor de virulencia. Inoculando este hongo en la rata se
encontré que Cat2 protegia de manera transitoria al hongo del estrés oxidante
producido por el huésped (Paris et al., 2003).

cpeA es el gen que codifica para la CP de A.nidulans. La transcripcion de este
gen se induce en condiciones de privacion de carbono y durante el desarrollo sexual
(Scherer et al., 2002). La expresion especifica de cpeA en las células Hulle depende

del regulador StuA, el cual funciona como un activador de cpeA.
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El gen cpeA codifica para una CP en el hongo patégeno Penicillium marneffei.
El gen cpeA se expresa durante el desarrollo del hongo y su transcrito esta presente
en los conidios. La sintesis elevada del transcrito de cpeA en la fase de levadura,
que es la forma patégena del hongo, permite la supervivencia del hongo dentro de su

huésped (Pongpom et al., 2005).

La CP de N. crassa

De las cuatro catalasas que tiene N. crassa, tres de ellas son monofuncionales y la
cuarta es una CP, la cual esta codificada por el gen cat-2, el cual se localiza en el
cromosoma VII (Peraza, 2005), no tiene intrones y codifica para 753 aminoacidos.

La CAT-2 es una enzima citosélica. La acumulacién del transcrito y de la
actividad de la enzima se inducen cuando el hongo crece en una fuente pobre en
carbono, como el metanol, el acetato o el urato. Asimismo se induce con el choque
térmico, durante la fase tardia del crecimiento estacionario y en los conidios (Peraza,
2005). En todas estas condiciones hay degradacion de proteinas por lo que se
piensa que la enzima esta asociada con los procesos de autofagia y autolisis del
hongo.

A diferencia de otras CP, la CAT-2 tiene una mayor eficiencia catalitica, un pH
optimo mas acido para la actividad de catalasa, una cinética de saturacién de dos
componentes y es activa a concentraciones molares de peroxido de hidrégeno
(Peraza, 2005).

La enzima se ha purificado de N. crassa. El valor de Reinheitszahl o R,
definido como la relacion de absorbencia Asqret/Azso de la CAT-2 que se obtuvo es
relativamente bajo (0.46), lo que posiblemente indica que no toda la enzima tiene
hemo, porque tal vez lo pierda con facilidad, o bien que tiene pocos aromaticos o que
no estan expuestos. La mayor parte del hemo estd oxidado Separada la enzima
mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida, la mayor actividad se detecta en
el homodimero, cuyo peso molecular es de aproximadamente 165 kDa, también se
detecta actividad en la region correspondiente a un homotetreamero y al monémero.

El peso molecular de cada subunidad es de 83.4 kDa, mas el grupo hemo.
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La CAT-2 tiene actividad de catalasa y de peroxidasa. Puede reducir el H,O, y
otros peroxidos organicos como el ter-butilhidroperéxido usando como agente
reductor la o-dianisidina, el guayacol, la diaminobencidina, el acido 2,2’-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS) y el ascorbato.

La proteina tiene los aminoacidos que estan conservados en todas las CP,
mismos que son necesarios para la unién del hemo (His279, y Asp389) y para la
actividad de la enzima (Arg87, Trp90, His91 y Asn121). La secuencia de aminoacidos
de la CAT-2 es muy similar a la de las otras CP de hongos, con una identidad entre
65y 77% (ver la Figura 5) (Peraza, 2005).

La CAT-2 presenta las dos asas que restringen el canal de acceso al sitio
activo de las CP en la superficie del dominio N-terminal (Carpena et al., 2003;
Yamada et al., 2002). De éstas, la denominada asa LL1, se encuentra cubriendo la
hendidura que se forma entre los dos dominios del monémero de la CAT-2. Un
modelo de la estructura tridimensional de la CAT-2, construido con base en la
similitud entre las proteinas homologas para las cuales se conoce la estructura,
revelé que la diferencia mas notable entre la estructura de la CAT-2 con respecto a la
de las otras CP es una extensién adicional en dicha asa (Figura 7). Esta extension se
encuentra en las CP de los hongos Gibberella zeae y en varios Aspergilli y también
en algunas proteobacterias como Xanthomonas, Pseudomonas y Xylella (Peraza L y

Hansberg W, datos no publicados).

Figura 7. Modelo de la estructura
tridimensional de la CAT-2
Representacién en listones de la
estructura secundaria y terciaria del
monoémero de la CAT-2.

Verde, laminas f; azul claro,
hélices a, azul oscuro, hélices34; ¥y
amarillo, la extension del asa LL1.
El grupo hemo se muestra
representado en bastones vy
esferas (verde) (Peraza, 2005).
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Al evaluar el proceso de conidiacion en cultivos liquidos de una cepa con el

gen cat-2 anulado (cat-27"

) se encontré que la ausencia de la enzima resultaba en
una mayor formacion de conidios durante la etapa tardia del crecimiento estacionario
(4-5 dias). La cantidad de conidios producidos fue del doble en la cepa sin cat-2 que
en la cepa silvestre o que en otras cepas mutantes en genes antioxidantes, como en
una cepa sin el gen cat-3 o sin el gen sod-1. Esta diferencia en el numero de conidios

2RP se hace aln mas evidente al utilizar

formados entre la cepa silvestre y la cat
como fuente de carbono el acido oléico en presencia de baja concentracion de
sacarosa (Peraza, 2005).

Debido a que el proceso de conidiacion de N. crassa en cultivos
sumergidos se ha estudiado poco y no se conocen los elementos que lo regulan ni
los que la diferencian de la conidiacién aérea, decidimos estudiar en este trabajo si la
CAT-2 es importante para la diferenciacion celular del hongo y en particular para el
proceso de conidiacion sumergida. Ademas, puesto que la mayoria de estudios
sobre el mecanismo catalitico de las CP se han realizado para las CP de bacterias y
arqueobacterias nos interesa estudiar la estructura y el mecanismo catalitico de la

CAT-2.
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OBJETIVOS

Objetivo general: Analizar la funcidén de la catalasa-peroxidasa (CAT-2) de N. crassa

Objetivos particulares

I. Evaluar el fenotipo de la cepa Acat-2 :

En la produccion de conidios en condiciones de cultivo liquido con respecto a
la cepa silvestre.

En la produccion de conidios aéreos.

En la produccion de carotenos

En el crecimiento radial

Determinar si hay oxidacion de proteinas relacionadas con la produccion de
conidios en cultivos liquidos y si ésta es mayor en la cepa Acat-2 que en la

cepa silvestre.

Il. Generar mutantes monofuncionales de la CAT-2

Sustituir el triptofano 90 (W90) del gen cat-2 por una alanina para eliminar la
actividad de catalasa de la enzima.

Complementar la cepa cat-2~%"F

de N. crassa con el gen cat-2W90A.

Analizar si con la mutacion introducida en el gen cat-2 se genera una CAT-2
monofuncional.

Expresar la enzima mutada en el W90, expresarla en E. coli y determinar su
actividad de catalasa y de peroxidasa.

Sustituir la arginina 426 (R426) del gen cat-2 de N. crassa y expresarla en E.
coli.

Purificar la enzima mutada en la R426 y determinar su actividad de catalasa y
de peroxidasa.

Analizar si con la mutacion introducida en el gen cat-2 se genera una CAT-2

monofuncional.

. Purificar a homogeneidad a la CAT-2 de N. crassa expresada en E. coli.

IV. Determinar si la CAT-2 tiene una unién covalente entre el triptofano 90 (W90), la
tirosina 238 (Y238) y la metionina 264 (M264), como el de las CP bacterianas.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

Cepas y plasmidos utilizados

e (Cepas de N. crassa

La cepa silvestre 74-OR231A utilizada en este trabajo provino de la coleccién del
centro de genética de hongos “Fungal Genetics Stock Center” (FGSC), del linaje ST.
Lawrence (Oak Ridge, Cal. EUA).
Las cepas mutantes cat-27F-7 y la cepa cat-27; his3, fueron generadas por el Dr.
C. Leonardo Peraza Reyes. La cepa Acat-2 se generd en el laboratorio por David
Zamorano. Las cepas TpCPS5 y TpCP7 se generaron en este trabajo

e Plasmidos
Los plasmidos pCP5 y pCP7 fueron construidos por el Dr. C. Leonardo Peraza
Reyes. El plasmido pCP5 tiene el gen cat-2 silvestre. El plasmido pCP7 contiene el
gen cat-2 con la sustitucion del triptéfano 90 por alanina. Los plasmidos pQC2-3D y
pWO0A se generaron en este trabajo.

e Cepasde E. coli

Se us6 la cepa JM109 para almacenar y mantener los plasmidos pQC2-3D vy
pW90A7-1, ya que produce suficiente represor lac para bloquear la transcripcion del
gen de interés, pero es menos eficiente para expresar la proteina.

La cepa de E. coli M15 [pREP4] de QIAGEN (No.Cat.34210.) tiene el fenotipo
Nal®, Str®, Rif°, Thi', Lac’, Ara®, Gal*, Mtl', F, RecA*, Uvr’, Lon" y contiene el plasmido
pREP4, que confiere resistencia a la kanamicina. Esta cepa se empled para expresar

la CAT-2 y las mutantes respectivas.

Condiciones de crecimiento para Neurospora crassa
Para el crecimiento de N. crassa se utilizé el medio minimo Vogel-sacarosa (VS), el
cual contiene: 1.5% de sacarosa como fuente de carbono y sales de Vogel (Davis
and De Serres, 1970)

Los medios de cultivo sélidos se hicieron con agar al 2%. El crecimiento en
cultivos liquidos se realizo a partir de 10° conidios/ml con una relacion aire/liquido 4:1

y se agité de manera orbital a 200 rpm.
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Para la obtencidén de colonias aisladas de N. crassa se sembraron conidios o
se estrid a partir de una colonia aislada en medio de cultivo con sorbosa, el cual
contiene: sales de Vogel 1x, 2% de L-sorbosa, 0.05% de fructosa, 0.05% de Glucosa
y 2% de agar (Difco) (Davis y De Serres, 1970).

Para el crecimiento en condiciones restringidas de carbono se utilizé glucosa
0.2% y acido oléico 0.5%. Se agrego Tween 80, 0.2% como emulsionante.

Para crecer al hongo en medio sdlido en presencia de metanol, se inocularon
matraces medio minimo de Vogel con 0.6% de sacarosa, 2% de agar y 4% de
metanol. Los cultivos se incubaron durante cinco dias en oscuridad y tres dias con
iluminacion.

En todos los casos, la temperatura de incubacién empleada para el

crecimiento de N. crassa fue de 30°C.

Obtencion de conidios de N. crassa

Para la obtencion de conidios se inocularon matraces de 500 ml con 100 ml de medio
solido VS-agar 2% con 1x10° conidios. Los cultivos se incubaron a 25°C, tres dias en
la oscuridad a 30°C y dos dias con luz. Después de este periodo se recuperaron los
conidios agregando 50 ml de agua estéril fria y agitando en frio. La suspensién de

conidios se colect6 en tubos Eppendorff de 1.5 ml y se almacenaron a -70°C.

Calculo del porcentaje de agregacion en las cepas de Neurospora crassa

Se contd el numero de cultivos agregados y el de cultivos no agregados para cada
cepa y se calculd el porcentaje de agregacion tomando como 100% el numero total
de cultivos. Los cultivos agregados son aquellos en los que las hifas formaron una
sola masa micelial. Los cultivos no agregados son aquellos en los que las hifas se

mantuvieron disgregadas.

Extraccion del ADN gendmico de N. crassa
Se inocularon 1x10° conidios/ml en 10 ml de medio minimo Vogel liquido con 1.5%
de sacarosa, en matraces de 50 ml. El cultivo se incub6 a 30°C durante 48 horas sin

agitacion. Una vez transcurrido este tiempo, con una espatula se recupero la pelicula
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de micelio que crecié en la superficie, se seco con papel absorbente y se congelé en
nitrégeno liquido. Posteriormente, el micelio se secd al vacio utilizando una
centrifuga Speed Vac SC110 (Savant) durante 4 horas y se pulverizé con una
espatula. EI método empleado para la purificacion del ADN fue el de Timberlake
(1980).

Integracion dirigida de cat-2 'y cat-2W90A en el locus de his3.

La sustitucién del triptofano 90 por una alanina en la secuencia del gen cat2 se
realiz6 empleando el estuche Quick change II (STRATAGENE) siguiendo las
instrucciones del proveedor (ver los detalles adelante en “Mutagénesis sito-dirigida
del gen cat-2".

Para introducir una copia del gen cat-2 mutado (cat-2W90A) en el genoma de
N. crassa se utilizd el vector pCP7 que contiene el gen cat-2W90A adyacente a un
fragmento del gen his-3, que complementa la cepa his-3 con el alelo Y234m723. Con
este plasmido se transformé la cepa cat2™:his-3 y se recuperaron las cepas
prototrofas de histidina. Después de realizar 4 ciclos de siembras a partir de una
colonia aislada en medio de cultivo con sorbosa se obtuvieron las cepas
transformantes en estado homocariote.

Para identificar las cepas en las que se integro el gen cat-2W90A junto al
locus de histidina se realizé una hibridacion tipo “Southern”. Para ello se analizé el
ADN gendmico de las transformantes digerido con la enzima Eco Rl y se hibridd con
las sondas de los genes cat-2 y trpC.

La sonda trpC corresponde al gen irpC, que se obtuvo al digerir el plasmido
pCP7 con las enzimas de restriccion EcoRI Xbal y recuperar el fragmento de 710 pb.

La sonda cat-2 corresponde al fragmento de 777 pb del gen cat-2, que se
obtuvo al digerir el plasmido pQC2-3D con la endonucleasa de restriccion Bglll.

Se utilizé la misma estrategia de integracion dirigida al locus de his-3 para
complementar la cepa cat-27"";his3" con el gen cat-2 silvestre. Para complementar la

cepa con el gen silvestre se us6 el plasmido pCP5.
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Andlisis mediante hibridacion tipo "Southern™

La hibridacién tipo “Southern” se realiz6 siguiendo el protocolo establecido
(Sambrook and Russell, 2001). Los fragmentos generados a partir de 10-15 ug de
ADN total digerido con la endonucleasa de restriccion EcoRIl se separaron por
electroforesis en gel de agarosa (1%). EI ADN fue desnaturalizado con NaOH (0.5M).
Posteriormente, el ADN se transfiri6 por capilaridad a una membrana Hybond-N
(Amersham Pharmacia Biotech #RPN303N, Buckinghamshire, UK) y después se fijé
a la membrana de manera covalente con luz ultravioleta. En un equipo Stratalinker
2400 con una exposicion de 120000 pjoules con 25 y 50 seg (STRATAGENE).

La sonda se marcé con 0.05 mCi de [o- *’P] dCTP utilizando el estuche “Rediprime |I
Random Prime Labelling System” (# TRK432 Amersham) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se realizaron dos hibridaciones, una empleando la sonda trpC y otra
con la sonda cat-2.

La membrana marcada se expuso a una pelicula BioMat, sensible a los rayos X

(Kodak), se guardd a -75°C y se reveld después de una semana de exposicion.

Extraccion del ARNm de N.crassa

Se inocularon 10 ml de medio minimo liquido de Vogel con 1.5% de sacarosa, en
matraces de 50 ml con 1x10° conidios/ml. El cultivo se incubé a 30° C durante 48
horas sin agitacién. Una vez transcurrido este periodo, se recuperé la pelicula de
micelio que crecié en la superficie y se congelé en nitrégeno liquido. EI micelio
congelado se pulverizé con nitrégeno liquido. Posteriormente, se utilizd el reactivo
TRIZOL (Invitrogen) para la purificacion del ARNm siguiendo las instrucciones del

proveedor.

Andlisis mediante hibridacion tipo "Northern™

La hibridacion tipo “Northern” se realizd siguiendo el protocolo establecido por
Sambrook y Russell, 2001. Se cargaron 10 ug de ARN total por carril en un gel de
agarosa al 1% con formaldehido. EI ARN se transfiri6 por capilaridad a una
membrana de nylon (Hybond-N, Amersham Pharmacia Biotech #RPN303N) y se fijo

con luz ultravioleta. Para la hibridacion se empleé como sonda el fragmento Bglll del
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plasmido pCP7 (777pb) indicado en la Figura 14, y que corresponde al gen cat-2.
Extraccion de proteina total de N. crassa

Para la extraccion de proteina total se pulverizé el micelio con nitrégeno liquido en un
mortero y el polvillo se resuspendié inmediatamente en amortiguador de extraccion
para proteina (HEPES 26.85 mM, Desferal, Fluoruro de fenilmetilsufonilo (PMSF por
sus siglas en inglés) 1 mM y DTT 1 mM).

Secuenciacion del ORF del gen cat-2W90A integrado en el locus his3

Para asegurarnos de que la secuencia integrada del gen cat-2W90A estuviese libre
de cualquier otra mutacion que no fuera la mutacion inducida por la mutagénesis,
amplificamos mediante una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) un fragmento de 5883 pb del plasmido integrado en el locus his3,
que abarca un fragmento del gen de ampicilina, el gen cat-2 y un fragmento del
terminador de trpC. EI ADN gendmico extraido de la cepa TpCP7-17H se utilizd
como molde para la reaccion de amplificacion y se secuencié la region
correspondiente al ORF de cat-2W90A.

Condiciones de crecimiento y almacenamiento de Escherichia coli

Para el crecimiento de E. coli se uso LB (GibcoBRL) al 2%. Los medios de cultivo
sélidos se prepararon con agar al 2%. Los cultivos se incubaron a 37°C. En el caso
de los cultivos liquidos se agité a 280 rpm. En los casos requeridos se suplementd
con los antibiéticos ampicilina (100 pg/ml) y/o kanamicina (25 pg/ml).

Para la transformacion de las células competentes se utilizé el medio SOB, el
cual contiene 0.5% de extracto de levadura (BIOXON), 2% de peptona de caseina
(BIOXON), NaCl 10 mM, KCI 2.5 mM, MgCl; 10 mM y MgSO4 10 mM.

Las cepas de E. coli que contienen los plasmidos construidos en este trabajo

se almacenaron a -70°C con glicerol al 15%.
Construccion del plasmido pW90A7-1

Para la construccién del vector de expresion pW90A7-1 se amplificé el gen cat-

2W90A desde 3 pb rio abajo del coddn de inicio hasta el codéon de término. EI ADN
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del plasmido pCP-7 (ver el anexo) se utilizé como molde Se utilizd la enzima
Elongase-mix (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) y el cebador cat2-50, que contiene un
sito de corte para la enzima Sacl (5° GACCGAGCTCTCCGAGTGC 3'), y el cat2-30,
que  contiene un sitio de  corte para la  enzima Pstl )
GATCCTGCAGCTAAAGCTTGG 3’). El programa que se utilizé para la amplificacion
consistié en: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 minutos, 1 ciclo, seguido por
30 ciclos de amplificacién, cada uno compuesto por desnaturalizacién a 94°C (30
segundos), alineado a 54°C (45 segundos), extensién a 68°C (3 minutos) y extension
final a 68°C (10 minutos). La reaccién de amplificacién se realizé en presencia de 2
mM de MgCl,.

El producto de la amplificacion se inserto entre los sitios Pstl y Sacl del vector
de expresion pQE30 (ver el anexo). El vector pQE30 lleva el promotor inducible de la
polimerasa del ARN del fago T5 y un sitio de unién al ribosoma, lo cual asegura una
buena transcripcion y traduccidén del gen insertado y del gen B-lactamasa (bla), que
confiere resistencia a la ampicilina. El vector resultante se us6 para transformar la
cepa JM109 de E. coli. Para verificar la incorporacion del plasmido en las cepas
transformadas que mostraron resistencia a la ampicilina, se extrajo el plasmido de
cada cepa y se realizé una digestion con la enzima Ncol para la cual hay dos sitios
de corte, uno dentro del vector y otro dentro del inserto.

La secuenciacion del gen clonado mostré que se habia introducido con la
reaccion de amplificacion una mutacion en el aminoacido 385. Para corregir la
mutacion el plasmido pW90A-7 se digiri6 con la enzima Bglll para eliminar un
fragmento de 777 pb que contenia la mutacion. El fragmento mutado se remplazé por
otro sin la mutacion. El fragmento de 777pb sin la mutacién se obtuvo al digerir el
plasmido pCP7 (ver el anexo) con la enzima Bglll. Los fragmentos se ligaron
utilizando la ADN Ligasa (New England Biolabs). El plasmido resultante se nombroé
pW90A-7-1 (ver apéndice1). Este nuevo plasmido se secuencié para verificar la
correccion de la mutacion.

El ADN se recupero de los fragmentos cortados del gel agarosa utilizando el
estuche QIAquick Gel Extraction (No. Cat. 28704 QIAGEN GmbH, Alemania) de

acuerdo con el procedimiento indicado por el fabricante. La extraccion de plasmidos
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se llevd a cabo usando el estuche Plasmid Mini Kit y QIAPREP (QIAGEN), siguiendo

las especificaciones del fabricante. Los plasmidos se almacenaron a -20°C.

Expresion de las mutantes de CAT-2 en E. coli

Los plasmidos usados para expresar las mutantes de CAT2W90A y CAT2R426A nos
permitieron fusionar una etiqueta de seis histidinas al extremo N-terminal de las
proteinas eliminando el coddén de inicio. Para la expresién se utilizé el método
descrito a continuacion, con la diferencia de que los plasmidos empleados para
transformar E. coli fueron los siguientes: pW90A-7-1y pR426A (ver anexo).

Se transform¢ la cepa de E. coli M15/pREP4 con el plasmido correspondiente.
Después se hicieron crecer las células en un cultivo de 50 ml de medio LB liquido
suplementado con ampicilina y kanamicina durante una noche a 37°C. Al dia
siguiente se resembro el cultivo de 50 ml en 1 L de medio LB liquido suplementado
con antibidticos. El cultivo se incubd a 37°C con agitacion de 300 rpm hasta alcanzar
una densidad 6ptica a 600 nm (ODgg) de 0.5 (aproximadamente 2-3 horas). Luego
se adicioné 1 mM del inductor IPTG (Gibco, BRL) y 3 yM hemina y se continué la
incubacion a lo largo de 4 horas. Después, se centrifugd el cultivo a 5000 rpm
durante 15 minutos a 4° C y la pastilla de células se resuspendié en 20 ml de
amortiguador de lisis (NaH,PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, pH 8.0).
Posteriormente se rompieron las células con 1 mg/ml de lisozima (SIGMA)
incubandolas en hielo durante 30 minutos, seguidos de tres ciclos de congelacién en
nitrogeno liquido y descongelacion a 42°C. Una vez rotas, las células se
centrifugaron a 13,000 rpm durante 20 minutos a 4°C. Se aisl6 el sobrenadante, que
corresponde al extracto soluble, y se guardd a 4°C hasta su utilizacién.

El extracto se sometidé a una cromatografia de afinidad al niquel. Se realizaron
dos lavados con amortiguador de lavado (NaH,PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol
20 mM, pH 8.0) y se desprendiod la enzima con amortiguador de elucién (NaH,PO,4 50
mM, NaCl 300 mM, imidazol 250 mM, pH 8.0). Después de la elucién, la enzima se
concentré6 mediante centrifugacion en un cono Amicon de 30000, con amortiguador
de fosfatos 5 mM, pH 7.8.

La enzima purificada se separ6 mediante electroforesis en geles de
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poliacrilamida (PAGE) en condiciones no desnaturalizantes que se revelo6 en el gel su

actividad de catalasa y de peroxidasa.

Purificacion de la CAT-2 recombinante

Para la expresion heterdloga de la CAT-2 se empled la cepa de E. coli M150/pREPA4.
La cepa se transformo con el plasmido pQC2-3D. El plasmido usado para expresar la
CAT-2 nos permitié fusionar una etiqueta de seis histidinas a la proteina en su
extremo N-terminal. Para poder incluir esta etiqueta a la enzima, se quité el ATG
inicial de la proteina. Para la purificacion de la CAT-2, primero se obtuvo extractos de
proteina total a partir de cultivos de E. coli inducidos con 1 mM de IPTG durante 5-6
horas. Las células se rompieron con lisozima (1mg/ml) y 3 ciclos de congelacion (con
nitrégeno liquido) y descongelacién (42°C). Para disminuir la viscosidad del extracto
celular, se agregé ARNasa (10 pg/ml) y ADNasa (5 pg/ml) y se incub6 15 minutos a
temperatura ambiente. Después de centrifugar a 13,000 rpm durante 10 minutos a
4°C, el extracto de proteina se separd y se precipité con dos volumenes de acetona.
El precipitado se resuspendié en amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.8. La
fraccion soluble se paso a través de una columna de Sephadex G75, previamente
equilibrada con amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 7.8. Se colectaron fracciones de
1 ml a las cuales se les determind su absorbencia a 403 nm en el espectrofotometro.
Se selecciono las que tuvieron una absorbencia mayor a 0.05. Posteriormente, las
muestras se purificaron mediante cromatografia de afinidad al niquel. La enzima
purificada se lavo y concentré por centrifugaciéon en un cono de membrana Amicon
de masa de exclusion de 30000 con amortiguador de fosfatos 5 mM, pH 7.8. Para la
inhibicion de proteasas a lo largo del proceso de purificacion se emple6é una mezcla
de inhibidores de proteasas (No. Cat. P8465, SIGMA) y PMSF 1 mM.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

Los extractos de proteina obtenidos se analizaron en geles de poliacrilamida al 10%
de 0.75 mm de grosor, en condiciones desnaturalizantes, siguiendo el método de
Laemmli (Laemmli, 1970). La desnaturalizacion de las muestras se realizd por

ebullicibn y empleando dodecil sulfato de sodio (SDS). Las muestras se
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resuspendieron en 10 ul de amortiguador de carga 2x (20% glicerol, 0.125 M Tris/HCI
pH 6.8, 4% SDS, 0.02% azul de bromofenol, 10% mercaptoetanol). Para realizar la
electroforesis se empled una camara Mini-protean Il (BIO-RAD). La electroforesis se
realizé con el amortiguador de corrida (14.4% glicina, 0.3% Trizma base, 0.1% SDS)
durante 50 minutos a 150 V. Al finalizar la corrida, el gel se tifié con una solucion de
azul de Coomassie (240 mg de azul de Coomassie, 120 ml metanol, 40 ml de acido
acético, agua cbp 500 ml).

Para analizar las proteinas en su estado nativo, las muestras se analizaron
mediante PAGE con poliacrilamida al 8% en condiciones no desnaturalizantes y se
revelo en el gel la actividad de catalasa y de peroxidasa.

A las muestras se les agrego 10 yl de amortiguador de carga 2 x (10% glicerol, 5%
Tris/HCI, pH 6.8; 0.02% azul de bromofenol). La electroforesis se realizé6 en
amortiguador de corrida (glicina 1.44%, Trizma base 0.3%) durante 2 horas a 150 V.

El revelado de la actividad de catalasa en el gel se realiz6 de la siguiente
manera: el gel se incubd en una solucion de metanol al 5% durante dos minutos y se
enjuagd dos veces con agua. Posteriormente se incub6 durante 5 minutos en una
solucion de perdxido de hidrégeno 10 mM. Se enjuagd una vez mas con agua y se
agregd una mezcla 1:1 de ferrocianuro de potasio al 2% vy cloruro férrico al 2%. El gel
se dejo sumergido en esta solucion hasta que se detectaron las zonas de actividad.
Finalmente la reaccion se detuvo con acido acético al 10% (Lledias et al., 1998).

Para revelar la actividad de peroxidasa en el gel se emple6 una solucion que
contiene amortiguador de acetato de sodio 50 mM, pH 6.5; H,O, 10 mM y o-
dianisidina 0.1 mM como agente reductor (Obinger et al., 1997). El gel se incub6 en
30 ml de la solucidon hasta que se detectaron las zonas de actividad y se enjuagd con

agua.

Cuantificacién de la proteina total en los extractos celulares

Para la cuantificacion de la proteina total en los extractos celulares se utilizé el
reactivo Bradford (BIO-RAD, No. Cat 500-0006), de acuerdo con las indicaciones del
proveedor. Se midié la absorbencia a 595 nm en un espectrofotometro Beckman (DU

650). La medicion se llevo a cabo inmediatamente después de agregar el reactivo de
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Bradford.

En otras ocasiones, que se indican, se emple6é el método de BCA para la
cuantificacion de la proteina (Thermo, Cat. 232228) siguiendo las especificaciones
del proveedor. Se midi6 la absorbencia a 562 nm en un espectrofotometro Beckman
(DUB50).

Acumulacién de los carotenos en cultivos liquidos de N. crassa
Para cuantificar la acumulacion de los carotenos en la cepa silvestre y en la mutante
nula en cat-2 se siguid el método reportado por (Yoshida and Hasunuma, 2004). Se
partié de cultivos liquidos crecidos durante 48 horas en condiciones restringidas de
carbono. Para el experimento se realizaron cultivos en diferentes condiciones de
aireacion.

Los carotenos se extrajeron de 50 mg de micelio liofilizado a los que se les
agregoé 3 ml de metanol. Se incubd 30 min a 60°C, se centrifugd y se hizo una re-
extraccion con 3 ml de acetona a 50°C por 30 min. Los extractos se mezclaron y se

cuantificod la acumulacion por su absorbencia a 470 nm.

Contenido de carbonilos en la proteina total de N. crassa
El micelio crecido en medio liquido se coseché por filtracidén, se secd con acetona y
se liofiliz6. El contenido de carbonilos se determiné conforme al método reportado
por (Ahn et al., 1987). Brevemente, se extrajo la proteina y se eliminaron los lipidos
(carotenos) empleando extracciones con butanol/cloroformo. Este paso se repitié al
menos seis veces. Posteriormente se llevo la reaccion del extracto de proteina con
2,4-dinitrofenilhidrazina en presencia de HCI 2 N. Las muestras control sélo se
trataron con HCI. Se detecté la formacion de fenilhidrazona por la diferencia entre la
absorbencia de luz a 375 nm de las muestras tratadas con 2,4-dinitrofenilhidrazina y
las muestras control.

Los resultados se expresaron como micromoles de dinitrofenilhidrazina
incorporada por miligramo de proteina basado en un coeficiente de absorcion

promedio de 21 mM™"'cm™.
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Mutagénesis sito-dirigida del gen cat-2

Para introducir la mutacién puntual en el W90 o en la R426 en el gen cat-2 se utilizd
el estuche Quick change Il (STRATAGENE) siguiendo las instrucciones del
proveedor. Se hizo una amplificacién utilizando como molde el ADN del plasmido
pCP5 o pQC2-3D (ver el anexo). El producto amplificado se digirié con la enzima
Dpnl y se usé para transformar la cepa XLI-Blue de E. coli. Se seleccioné las
colonias resistentes a la ampicilina. Finalmente los plasmidos candidatos se
secuenciaron para identificar la presencia de la mutacion deseada.

Los cebadores utilizados en la PCR para sustituir el triptofano por una alanina
fueron:  cat2W90AS  5’CTCTTCATCCGCATGGCAGCGCACAGCGCCGY vy
cat2W90A3’ 5’CGGCGCTGTGCGCTGCCATGCGGATGAAGAGSI'.

Los cebadores utilizados en la PCR para sustituir la arginina por una alanina
fueron: cat2-5fR426Ac 5’CAAGCTTCTTCATGCCGACATGGGACCGCG3 y cat2-
3r426Ac 5’CGCGGTCCCATGTCGGCATGAAGAAGCTTGSI'.
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RESULTADOS

I. Caracterizacion fenotipica de la cepa carente de cat-2

I.1. La conidiacién sumergida en las cepas sin cat-2

El proceso de conidiacion en cultivos sumergidos de N. crassa se induce en
condiciones de privacion de carbono o de nitrégeno (Muller, 1989). Sin embargo, el
proceso de conidiacibn sumergida se ha estudiado poco y no se conoce su
regulacién. En el laboratorio se observd que la cepa carente de la CAT-2 (cat-2°F)
formaba el doble de conidios durante la etapa tardia del crecimiento estacionario (4-5
dias) que la cepa silvestre o que otras cepas mutantes en genes antioxidantes, como
cepas sin el gen cat-3 o sin el gen sod-1.

Para generar la cepa cat-25" se empled el sistema de anulacién de genes de
N. crassa conocido como RIP (del inglés Repeat-Induced-Point- Mutation) que ocurre
durante la reproduccion sexual y que consiste en la generacién de mutaciones en las
secuencias de ADN que se encuentran duplicadas. Asi, cuando se introdujo una
copia extra de cat-2 y se cruzo esta cepa con una silvestre se produjeron cepas en
las cuales se habian mutado ambas copias de cat-2. Es posible que durante el
proceso de RIP se hayan introducido mutaciones en un gen contiguo a cat-2. Por lo
anterior se requeria corroborar que el fenotipo de conidiacion sumergida se debia a
la carencia del gen cat-2 y no a mutaciones introducidas en algun gen contiguo.
Actualmente contamos con otra cepa mutante de cat-2 generada por la interrupcion
del gen con un cassette de higromicina con la que podemos corroborar el fenotipo de
conidiacion sumergida.

Para conocer si las cepas cat-2" y Acat-2 tienen el fenotipo de conidiacién
sumergida se analizé la formacion de conidios en medio liquido durante la etapa del
crecimiento estacionario tardio. Como controles usamos la cepa silvestre y una
mutante nula en cat-2 complementada con el gen (cepa TpCP5-4H). Peraza (2005)
reportd que la diferencia en el nimero de conidios que forma la cepa cat-27"" con
respecto a la cepa silvestre es mas evidente cuando se utiliza como fuente de
carbono el acido oléico en presencia de bajas concentraciones de sacarosa.

Tomando en cuenta lo anterior, decidimos crecer el hongo en estas condiciones con
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la diferencia de que se utilizé glucosa, en lugar de sacarosa en el medio de
crecimiento. El numero de conidios formados en las cepas carentes del gen cat-2 y
en la cepa silvestre se muestran en la Figura 8. Se muestra también el numero de

2RIF’

conidios producidos por de la cepa cat- complementada con el gen cat-2 (TpCP5-

4H).
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Figura 8 La formacion de conidios en medio liquido de las cepas cat-2"" y Acat-2. Las cepas
Acat-2 (1), silvestre (2), cat-27"(3) y TpCP5-4H (4) se hicieron crecer en medio MV/glucosa-oleato y
se cuantificé el nimero de conidios libres formados en la etapa estacionaria del crecimiento. Cada
valor corresponde al promedio de tres experimentos independientes y la linea vertical sobre la barra a

la desviacion estandar.

Observamos que durante los experimentos en algunos cultivos las hifas se
agregaban formando una sola masa micelial, mientras que en otros permanecian sin
agregarse, a pesar de que las condiciones de crecimiento eran las mismas. Ademas,
se observd que cuando las hifas se agregaban se producian mas conidios que sin
agregacion. El porcentaje de cultivos en los que las hifas se agregaron para las
cepas cat-2%F y Acat-2 fue de 90.9% y 85.3%, respectivamente. Mientras que en la
cepa silvestre fue solo de 47.5%. La cepa complementada se comporté de manera
semejante a las cepas mutantes, i.e. 90.6% de cultivos agregados.

El numero de conidios formados en las cepas carentes del gen cat-2 y la cepa

silvestre, en cultivos con micelio agregado se muestran en la Figura 9.
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Figura 9 La formacién de conidios en medio liquido de las cepas cat- y Acat-2 en los

cultivos agregados. Las cepas Acat-2 (1), silvestre (2), cat-2°7(3) y TpCP5-4H (4); crecieron en
medio MV/glucosa-oleato y se cuantific6 el nimero de conidios libres formados en la etapa
estacionaria del crecimiento. Los resultados mostrados son el promedio de tres experimentos

independientes y la linea vertical sobre la barra a la desviacién estandar.

Estos resultados muestran que en las cepas mutantes nulas en el gen cat-2 forman
mas conidios que la cepa silvestre en condiciones de cultivo liquidas porque se
agregan mas, pero en cultivos agregados la cantidad de conidios es la misma. La
agregacion de las hifas es el primer estado diferenciado a partir del cual se forman
las siguientes estructuras diferenciadas.

Dado que consideramos mas confiable trabajar con la cepa 4cat-2 y a que el

objetivo de este trabajo es caracteriza a la misma, la cepa cat-2"°

ya no se
considero para el resto de los experimentos.

Como sabemos que la actividad de la CAT-2 se encuentra en los conidios
aéreos, decidimos analizar qué ocurre con la formacion de éstos en la mutante Acat-
2.

I.2. La cepa Acat-2 produce mas conidios aéreos que la cepa silvestre

Para examinar la produccion de conidios en la cepa Acat-2 se colectaron los conidios
formados después de que el hongo crecié en medio sdélido. El numero de conidios
formados en la cepa mutante fue mayor comparado con el de la cepa silvestre
(Figura 10).
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Figura 10 La produccidén de conidios es mayor en la cepa Acat-2 que en la cepa silvestre. Las
cepas Acat-2 (1), silvestre (2); crecieron en medio MV/sacarosa y se cuantificé el nimero de conidios
libres formados. Los datos se presentan como el promedio * error estandar. n= 3. o= 0.05 como nivel

de significancia. (P< 0.006)

Los resultados indican que la ausencia de la CAT-2 es importante para la conidiacion

aérea.

.3. La acumulacion de los carotenos en condiciones de crecimiento

restringidas de carbono.

Durante la conidiacion se induce la sintesis de los carotenos, éstos son compuestos
antioxidantes cuya funcién es desactivar el oxigeno singulete. Los carotenos se
acumulan particularmente en los conidios. Por ello, una manera de cuantificar la
conidiacién es midiendo la acumulacion de carotenos.

Para analizar la acumulacion de los carotenos como respuesta a la ausencia
de la CAT-2 durante la etapa del crecimiento estacionario tardio en medio liquido,
extrajimos los carotenos de la cepa silvestre y de la mutante nula Acat-2. Se utilizd
como fuente de carbono el acido oléico en presencia de bajas concentraciones de
glucosa (0.2%) en luz continua. Asimismo se probaron diferentes condiciones de
aireacion. Se extrajo los carotenos y se cuantificé su acumulacion por la absorbencia
a 470 nm (Yoshida and Hasunuma, 2004). Como se muestra en la Figura 11, las
diferencias entre la cantidad de carotenos acumulados en las cepas Acat-2 y la cepa

silvestre no son significativas a excepcién de una de las condiciones probadas. En
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ambas cepas la acumulacién de carotenos aumenta conforme a la aireacion,

indicando una respuesta a la tensién oxidante.
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Figura 11 La acumulacién de carotenos en el micelio de la cepa silvestre y de la mutante Acat-2.
Las cepas se hicieron crecer en medio MV/glucosa-oleato durante 48 h. La acumulacion de carotenos

se cuantificd por la absorbencia a 470 nm/ g de micelio en peso seco. Los datos se presentan como el

promedio * error estandar. n= 3. a= 0.05 como nivel de significancia. *P<0.05

1.4. Medicion del contenido de carbonilos en la proteina total

El aumento en el contenido de carbonilos en la proteina total refleja un aumento en el
nivel de especies del oxigeno reactivas. Para saber si la ausencia de CAT-2 afecta el
nivel de especies del oxigeno reactivas analizamos el contenido de carbonilos en la
cepa silvestre y en la cepa Acat-2 conforme al método reportado por Ahn et al., 1987.
Los resultados encontrados se expresaron como micromoles de dinitrofenilhidrazina
incorporada por miligramo de proteina, basado en un coeficiente de absorcion
promedio de 21 mM™ ¢cm™. Los datos obtenidos muestran que las diferencias del
contenido de carbonilos en la cepa Acat-2 y en la cepa silvestre (Figura 12) no son

significativas.
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Figura 12 El contenido de carbonilos en el micelio crecido en diferentes condiciones de
aireacion es similar en la cepa silvestre (wt) y en la cepa Acat-2. Cuantificacion de proteinas
carboniladas en la cepa wt o0 en la Acat-2. Micelio creciendo en medio liquido a una relacién de aire a
liquido de 4 o, de 2.3. Los datos se presentan como el promedio * error estandar. n= 3. a= 0.05 como

nivel de significancia. (P> 0.05)

I.5. El crecimiento de la cepa Acat-2

Al evaluar el crecimiento radial de la cepa Acat-2 en medio MV sélido usando
sacarosa como fuente de carbono se encontré6 que ambas cepas crecen con la

misma velocidad (Figura 13).
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Figura 13 La mutante Acat-2 no presenta diferencia en el crecimiento radial con respecto a la
cepa silvestre. Se inocularon aproximadamente mil conidios en el centro de una caja Petri con medio
minimo VS. Los cultivos crecieron a 30°C en la oscuridad y se tomé medida cada 4 horas a partir de

las 12 horas de inoculacion. Los valores obtenidos provienen de tres determinaciones independientes.
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Asimismo, se evalud el crecimiento de estas cepas en medio liquido usando
sustratos en los que hay induccion de la CAT-2, tales como etanol (4%), metanol
(4%), acetato de potasio (40 mM) y acido oléico (0.5%), todos en presencia de baja
concentracion de glucosa (0.2%). Tampoco se encontraron diferencias en el
crecimiento con estos sustratos. Cabe notar que el crecimiento del hongo es muy
lento en medio con etanol, acetato de potasio o con metanol y se obtiene muy poca

biomasa. El crecimiento es mejor en acido oléico.

Il. Mutantes monofuncionales de CAT-2

[I.1. Integracion dirigida de cat-2 y cat-2W90A en el locus de his3

En varias CP bacteriales se han generado mutaciones que cancelan la actividad de
catalasa pero no la actividad de peroxidasa. Decidimos generar una de estas
mutaciones en el gen cat-2 para obtener una CAT-2 monofuncional con la cual
complementar una mutante nula de cat-2 de N. crassa. Se sustituyo el triptofano 90
por alanina en el gen cat-2 mediante el procedimiento de mutagénesis dirigida
(Figura 14) descrito en materiales y métodos, por el cual obtuvimos el plasmido pCP7

(ver anexo) que lleva el gen de cat-2 con la mutacion deseada.

I R M & 7 H 8§ A I R M A A H 8§ A
ATCCGCATGGECAT CEGCACAGCGCC HU ATCCGCATGGECAGCGCACAGCGCC

» El F
l T ccocaTos caslcochkeas coccoo

I R M A A H § A pp‘

Figura 14 Sustitucion W90A en cat-2. Se genero la sustitucion W90A en el gen cat-2 y se secuencio

para verificar la presencia de la mutacion deseada.

El plasmido pCP7 se utilizé para transformar una cepa cat-27"; his3 de N. crassa'y
para dirigir la integracién ectopica de una copia del gen cat-2W90A al locus de his3
en el cromosoma |. En la Figura 15 se muestra el evento de integracion esperado. Se
obtuvieron 17 cepas transformadas que se seleccionaron por la pérdida de la

auxotrofia para histidina.
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De manera paralela, utilizando este mismo procedimiento, se uso el plasmido
pCP5 para complementar la cepa cat-2%*; his3 con el gen silvestre. De esta
transformacién se seleccionaron nueve cepas transformadas protétrofas de histidina.

Debido a que la transformacién con los plasmido pCP5 y pCP7 se llevé a cabo
con conidios, que son células multinucleadas, se hicieron cuatro resiembras a partir
de una colonia aislada para asegurar el estado homocariote de las cepas
transformadas. Posteriormente, las veintiséis cepas seleccionadas por la pérdida de
la auxotrofia para histidina se analizaron por hibridacion tipo “Southern”. Al hibridar el
ADN gendmico digerido con la enzima EcoRI con la sonda trpC (Figura 15-A) se
encontraron cinco cepas que mostraron el patron de hibridacion esperado, que
consiste en una banda de 6.8 kb (Figura 15-B). Ademas, se corroboré la integracion
dirigida de cat-2 y de cat-2W90A al hibridar el ADN gendémico con la sonda cat-2.
Con esta sonda se obtiene un patrén de dos fragmentos: uno correspondiente al gen
endogeno y otro de 3.6 kb correspondiente a la copia integrada de cat-2 o de cat-
2W90A (Figura 15-C).

Los resultados muestran que las cepas TpCP5-4H, TpCP5-8H, TpCP7-2h,
TpCP7-10H y TpCP7-17H tuvieron el evento de integracién esperado.
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Figura 15 Integracion dirigida de cat-2 y de cat-2W90A en el locus de his3 de N. crassa. La cepa
cat-2; his-3 (6103) se trasformé con el plasmido circular pCP5 y con el plasmido pCP7. A) Esquema
del evento de integracion esperado y de las sondas utilizadas. B y C) Se aislaron cepas homocariotes
a partir de las cepas trasformadas. Se purificé el ADN genémico de las mismas, se digirié con la
enzima EcoRl y se analizé por hibridacién tipo “Southern”. B) Para la hibridacion se empleé como
sonda el fragmento EcoRI-Xbal del plasmido pCP7 (710 pb) indicado en la figura 1A, que corresponde
al gen trpC. Se compara el patron de hibridacién con el de una cepa silvestre (wt) y de la cepa
parental cat-2°"; his3. C) La sonda empleada fue el fragmento Bglll del plasmido pCP7 (777 pb)
indicado en la figura 1A que corresponde al gen cat-2. Se compara el patréon de hibridacién con el de
RIP.

una cepa silvestre (wt), la cepa parental cat-2""; his3" y la cepa cat-2"". Cinco cepas mostraron el

patron esperado, dos con cat-2 (naranja) y tres con cat-2W90A (verde).

46



[I. 2. La acumulacion del ARNm cat-2 en las cepas transformadas con cat-2 y
con cat-2W90A

Para asegurar que el gen cat-2W90A se estuviera expresando en las cepas
transformadas, se evaludé la acumulacion del ARNm cat-2 por hibridacién de tipo
“Northern”. Como se observa en la Figura 16. Todas las cepas transformadas

expresaron el ARNm cat-2.

wt 3 S :é' =
ARNm cat-2 i — -

ARNr

Figura 16 El ARNm cat-2 si se expresa en las cepas transformadas con cat-2 o con cat-2W90A.
Se hizo crecer N. crassa en medio VS liquido hasta la fase de crecimiento estacionario tardia (96hrs).

Se extrajo el ARN total y se analizé mediante una hibridacién de tipo “Northern”. Se compara el patrén

de hibridacién con el de una cepa silvestre (wt) y con el de una cepa mutante sin cat-2 (cat—2R’P).

Cepas transformadas con el gen cat-2 (naranja). Cepas transformadas con cat-2W90A (verde).

II. 3. La actividad de catalasa y de peroxidasa de la CAT-2 en las cepas
transformadas con cat-2y con cat-2W90A

La actividad de la CAT-2 aparece durante la etapa de crecimiento estacionario tardio
(96 horas) en cultivos liquidos (Peraza, 2005). Por tanto, decidimos obtener proteina
total a partir del micelio crecido en estas condiciones para evaluar las actividades de
catalasa y de peroxidasa de la CAT-2 de las cepas transformadas con cat-2 y
cat-2W90A.

En la figura 17-A y 17-B se muestra un zimograma en el que se observa que la
cepa TpCP5-4H transformada con cat-2 silvestre recuperd las actividades de

catalasa y de peroxidasa de la CAT-2. Al analizar las actividades de la CAT-2 en las
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cepas que integraron cat-2W90A (TpCP7-2h, TpCP7-10H y TpCP7-17H) se encontrd
que la CAT-2 de estas cepas carece de la actividad de catalasa (Figura 17-A). Al
evaluar la actividad de peroxidasa en zimogramas de actividad con o-dianisidina
tampoco se detectd la actividad de peroxidasa en estas cepas (Figura 17-B). Para

estos experimentos se utilizé como control el extracto de una cepa silvestre (wt).

k- z E E
A T B E B B = BEER
EEEE% W‘ln-:él%l-n-
wt & & & B8 B

AT-1
AT-3

CAT-2~

CAT-2

Figura 17 Actividad de catalasa y de peroxidasa en las cepas transformadas con cat-2 y con
cat-2W90A. Las cepas trasformadas se incubaron en medio liquido hasta la fase de crecimiento
estacionario tardio. Se extrajo la proteina total y se separ6 mediante electroforesis en gel de
acrilamida y se analizaron las actividades de la CAT-2 mediante zimogramas. A) Actividad de catalasa
(200 pg de proteina total). B) Actividad de peroxidasa con o-dianisidina [0.5 mM) y H,O, [0.1 mM] (200
ug de proteina total). Cepas transformadas con cat-2 (naranja), cepas transformadas con cat-2W90A

(verde). (*) indica 300 ug de proteina.

Il. 4. La actividad de catalasa y de peroxidasa de la CAT-2 en cultivos que han
crecido en metanol

Decidimos analizar la actividad de la CAT-2 en las cepas transformadas con cat-2 y
con cat-2W90A en una condicidén en la que la actividad de la enzima aumenta. Para
ello se hicieron crecer las cepas transformadas en medio VS con metanol cuyo
metabolismo se sabe induce la actividad de la CAT-2. Aun en estas condiciones las
cepas complementadas con cat-2W90A carecen de las actividades de catalasa

(Figura 18-A) y de peroxidasa (Figura 18-B).

RIP
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Figura 18 Actividad de catalasa y de peroxidasa en las cepas transformadas con cat-2 y con
cat-2W90A. Las cepas trasformadas se incubaron en medio liquido VS con metanol hasta la fase de
crecimiento estacionario tardio. Se extrajo la proteina, se separ6 mediante electroforesis y se
analizaron las actividades de la CAT-2 mediante zimogramas. A) Actividad de catalasa (200 ug de
proteina total). B) Actividad de peroxidasa con o-dianisidina [0.5 mM] y H,O, [0.1 mM] (200 pg de
proteina total). Cepas transformadas con cat-2 (naranja), cepas transformadas con cat-2W90A
(verde). Control negativo: cepa cat-2°";his*

Se secuencid la region correspondiente al ORF de cat-2W90A para asegurar
que la secuencia del gen cat-2W90A integrado no tuviera otra mutacién ademas de
la inducida por la mutagénesis que pudiera afectar la funcionalidad de la CAT-2. Para
secuenciar se utilizé ADN gendmico extraido de la cepa TpCP7-17H. En la secuencia
no se encontrd ninguna mutacién adicional a la inducida por el proceso de

mutagénesis.

II. 5. La acumulacion de CAT-2 en las cepas transformadas con cat-2 y con cat-
2W90A

Se evalud la acumulacién de la proteina en las cepas transformadas con cat-2 y
cat2W90A por inmunodeteccion con anticuerpos policlonales anti-CAT-2. El
experimento se realizo utilizando extractos de proteina obtenidos a partir de cultivos
liquidos crecidos hasta la etapa tardia del crecimiento estacionario. Como se observa
en la Figura 19, en las cepas transformadas con cat-2 hay acumulacion de la
proteina pero no en la cepa transformada con cat-2W90A (TpCP 10H). Aunque no se
muestra en la figura, en las cepas TpCP7-12H y TpCP17H ocurrié lo mismo. Estos

resultados sugieren que, aunque se transcribe el gen mutado, la sustituciéon del
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triptofano distal por alanina en la enzima de Neurospora afect6 la traduccién o el

plegamiento de la proteina.

M wr wocosw g TOGP4H  ToCPT-AOH TCRSSH

10 25 50 50 10 25 50 10 25 50 10 25

FIGURA 19. No hay acumulacién de la CAT-2 en las cepas complementadas con cat2-W90A
Analisis de inmunodeteccion con anticuerpos policlonales dirigidos contra la CAT-2. Se utilizé como
control positivo un extracto total de la cepa silvestre (WT). M: estandar de peso molecular. Cepas

complementadas con cat-2 (naranja), cepa transformada con cat-2W90A (verde).

Il. 6. Purificacion de la CAT-2 expresada en E. coli

Expresamos la CAT-2 en E. coli y la purificamos. Esta enzima nos sirve de control
con el cual comparar el efecto de las mutantes en los siguientes experimentos. La
enzima tiene unida una etiqueta de seis histidinas en el extremo N-terminal, que
facilita su purificaciéon por su union a una matriz de Ni-NTA. Se prepararon extractos
de proteina total proveniente de cultivos inducidos con 1 mM de IPTG y hemina 30
MM durante 6 horas. El primero paso de purificacion comprendié la precipitacion de
las proteinas del extracto total con acetona, seguido de centrifugacién y recuperacion
de las proteinas solubles. Posteriormente, las proteinas solubles se cargaron a una
columna de niquel.

Con este procedimiento se logré una buena purificacién de la CAT-2. Sin
embargo, el procedimiento no elimina completamente algunas proteinas de menor
masa molecular que pueden ser fragmentos de la misma CAT-2 (ver discusion). En
la Figura 20 se muestra el analisis de la proteina purificada, separada con una
PAGE-SDS. En el gel se observa una banda de 84 kDa que corresponde al
mondémero de CAT-2 y una banda mayor a los 130 kDa que podria corresponder con
el dimero de CAT-2.
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Figura 20 Purificacion de la CAT-2 heterdloga. El extracto celular proviene de un cultivo de 1 L de
E. coli, transformada con el plasmido pQC2-3D, inducido con 1 mM de IPTG y 30 uM de hemina.
Anadlisis de la proteina purificada mediante SDS-PAGE. Carriles: 1: extracto total, 2: proteinas
insolubles después de la precipitacion con acetona, 3: proteinas solubles después de la precipitacion
con acetona (diluidas) 4: cromatografia de afinidad al niquel. En cada carril se cargaron 10 pg. M:

marcador de peso molecular.

II. 7. La expresion del gen cat-2W90A en E. coli

Para saber si la mutante CAT2W90A realmente no tiene actividad de peroxidasa se
expreso en E. coli fusionada a una etiqueta de seis histidinas en el extremo amino
terminal. Para la expresion se utilizo el vector de expresion pW90A-7-1 que contiene
el marco de lectura abierto del gen cat-2 con la mutacion W90A. El gen cat-2W90A
clonado en el plasmido se secuencidé para verificar la ausencia de mutaciones
adicionales a la mutacion W90A. Para asegurar la incorporacion del grupo prostético
hemo durante la expresion en E. coli, se agregd hemina a los cultivos durante la
induccion. Como se muestra en la Figura 21 con el pW90A-7-1 se obtuvo una
proteina de 83 kDa que corresponde al peso de la mutante CAT-2W90A vy otras de
mayor peso molecular que coinciden con el peso de un dimero en incluso de un
tetramero de CAT-2.
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Figura 21 Expresion de la mutante CAT-2W90A con el plasmido pW90A-7-1 Se obtuvo un extracto
de proteina total proveniente de un cultivo de 50 ml de E. coli transformada con pW90A-7-1 e inducido
con 1 mM de IPTG durante 6 horas. Carriles: M, marcador de peso molecular; 1: cultivo no inducido;
2: cultivo inducido 6 horas con IPTG 1mM y hemina (30 uM); 3: CAT-2W90A purificada por

cromatografia de afinidad al niquel. En cada carril se cargaron 10 pg de proteina.

[1.8. Andlisis de la actividad de catalasa y de peroxidasa en la mutante
CAT-2W90A expresada en E. coli

La mutante CAT-2W90A expresada en E. coli se purifico por cromatografia de
afinidad al niquel (Figura 21). Al analizar las actividades de la enzima purificada se
encontré que la CAT-2W90A, como era esperado, carece de la actividad de catalasa
(Figura 22-C) pero mantuvo su actividad de peroxidasa, medida con o-dianisidina,
(Figura 22-A). Para este experimento se utiliz6 como control la enzima silvestre
purificada. La CAT-2W90A presentd una migracion electroforética diferente a la
enzima silvestre (Figura 22-B), sugiriendo que la primera tiene una conformacion

diferente.

CAT-2
dimero

CAT-2
monomero

Figura 22. La mutante CAT-2W90A expresada en E. coli tiene actividad de peroxidasa pero no
tiene actividad de catalasa. Se purific la CAT-2 y la CAT-2W90A recombinantes a partir de cultivos

inducidos con 1 mM de IPTG durante 5 horas con 30 uM de hemina. Electroforesis en condiciones no
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desnaturalizantes: (A) Actividad de peroxidasa con dianisidina; (B) Tincién con azul de Coomassie;
(C) Actividad de catalasa. Carril 1: CAT-2; carril 2: CAT-2W90A.

[1.9. La mutante CAT-2W90A incorpora el grupo hemo

Para medir la incorporacion del grupo hemo en la mutante CAT2W90A expresada en
E. coli, la enzima purificada se analizé por espectrofotometria entre 280 nm y 500 nm
y se comparo la cantidad del hemo en ésta con respecto a la de la enzima silvestre.
En la Figura 23 se muestran los espectros de absorcion de la CAT-2 y de la mutante
CAT-2W90A. El espectro de absorcion de la CAT-2 pura mostré un patron con
valores maximos de absorciéon a los 280 nm y 403 nm. El valor de 403 nm
corresponde a la banda de Soret que presentan las proteinas que unen hemo. Por
su parte, el espectro de absorcién de la mutante CAT-2W90A tiene valores maximos
de absorcion a 280 nm y a 411 nm. El corrimiento en la banda de Soret indica un
cambio en el ambiente quimico que rodea el hemo.

El valor de R; (Asoret/Az2so) indica la cantidad de hemo unido por subunidad. El
valor de R, encontrado para la CAT-2 fue de 0.53, mientras que para la CAT-2W90A
fue 0.54. Ambos coinciden con los valores de R, reportados para otras CP, que suele
ser alrededor de 0.5. Esto indica que la cantidad de hemo unido en la enzima es

alrededor de un hemo por subunidad.

0.8 4
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Longitud de onda (nm)
Figura 23 Espectros de absorcidon de la CAT-2 y de la mutante CAT-2W90A Las enzimas se
analizaron por espectrofotometria entre 280 nm y 500 nm. La CAT-2 mostrdé un patrén con valores
maximos de absorcion a los 280 nm y 403 nm (linea negra). La mutante CAT-2W90A tiene valores
maximos de absorciéon a 280 nm y 411 nm (linea roja). Condiciones: amortiguador de fosfatos 50 mM,
pH 7.8.
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[1.10. La mutante R426A genera una enzima monofuncional

Otras mutaciones, que cancelan la actividad de catalasa pero no la de peroxidasa en
las catalasa-peroxidasa bacterianas, son la sustitucién de la tirosina, que forma parte
del enlace covalente, de una arginina y de un aspartato del lado distal de hemo.

Sustituimos la arginina distal (R426) en el gen cat-2 por una alanina usando el
estuche Quick change Il (STRATAGENE). El plasmido pR426A-3B se secuencio
para verificar que la mutacién deseada hubiese sido introducida correctamente en
cat-2 (Figura 24).

K L LH R D M G K L L. H A DM G
AAGCTTCTTCATCGTGACATGGGC |I AAGCTTCTTCATGCCGACATGGGA

l * 540

350 360
AAGCTTCTTCAYJGCCEACATGGGAC
K L L HADMG
YW '.J'ﬂ"x, "}’r\\'."/ Y ol e/ f\’\/\,
Figura 24 Sustitucion de la R426 en cat-2. Se generé una mutacion sitio-dirigida en el gen cat-2 y se

secuencio para verificar la sustitucion de la R426 por una alanina.

Para ver el efecto de la sustitucion R426A sobre las actividades de la CAT-2 se
expreso la mutante en E. coli y se purificd por cromatografia de afinidad al niquel. En
los zimogramas en los que se puso diez veces mas de la enzima mutante se
encontré que la CAT-2R426A tiene mucho menor actividad de catalasa (Figura 25-C)
y mantiene la actividad de peroxidasa (Figura 25-A). Para estos experimentos se

utilizé como control la enzima silvestre purificada (CAT-2).

Para conocer la incorporacidon del grupo hemo en la mutante CAT2R426A expresada
en E. coli, la enzima purificada se analizé por espectrofotometria entre 280 nm y 500
nm y se compard la cantidad del hemo incorporado con la enzima silvestre. El
espectro de absorcion de la CAT-2 pura mostré un patrén con valores maximos de
absorcion a 280 nm y a 403 nm (Figura 25-D). Por su parte, el espectro de absorcion
de la mutante CAT-R426A mostré un patron de absorcion con valores maximos de

absorcion a 280 nm y a 407 nm. El valor de R, encontrado para la CAT-2 fue de 0.55
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y para la CAT-2R426A de 0.52. Ambos valores coinciden con los R, reportados para

otras CP, que suele ser alrededor de 0.5.

| —— cAT-2
= CATZR426A

Absorbencia
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Figura 25 La mutante CAT-2R426A expresada en E. coli tiene actividad de peroxidasa pero tiene
menor actividad de catalasa que la CAT-2. (A) Actividad de peroxidasa con dianisidina; (B) Tincion
con azul de Coomassie; (C) Actividad de catalasa. Carriles 1, 3 y 5: CAT-2 (1 ug); carriles 2, 4, 6:
CAT-2R426A (10 pg). (D) Espectros de absorcion de la CAT-2 y de la mutante CAT-2D120A.

I1l. Determinacion del aducto covalente W-Y-M en la CAT-2

En las estructuras cristalograficas conocidas de las catalasa-peroxidasas se ha
observado que en la cavidad distal del hemo hay un triptofano unido covalentemente
a una tirosina que a la vez esta unida a una metionina (Bertrand et al., 2004a;
Carpena et al., 2003; Ghiladi et al., 2005a; Yamada et al., 2002). Estos aminoacidos
se conservan en todas las catalasa-peroxidasas bacterianas conocidas. Se supone
que las mismas relaciones estructura-funcion encontradas en las CP bacterianas son
validas para los dominios de las enzimas eucariotes. Por eso, es probable que la
CAT-2 y otras catalasa-peroxidasas tengan también dicha union.

Para determinar si la CAT-2 tiene la union covalente entre el triptofano 90
(W90), la tirosina 238 (Y238) y la metionina 264 (M264), parte de la CAT-2 purificada
se tratdé con tripsina y se determind la masa de los péptidos obtenidos. En la Figura
26-1 se muestran los péptidos que participan en la formacién del aducto covalente.

Como puede observarse, cada uno de los residuos clave del aducto (W 90, Y 238 y
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M 264) se localiza dentro de un fragmento triptico distinto (péptidos a, b y c¢), cuya
masa monoisotépica es de 1179.318 Da, 3276.665 Da y 2078.342 Da,
respectivamente.

En la determinacion de la masa de los péptidos obtenidos de la digestidon con
tripsina no se encontraron picos con la masa esperada de los péptidos a, b o ¢
(Figura 26-2B, C y D). En cambio si se identifico un péptido compuesto por la suma
de los tres péptidos que tienen los aminoacidos unidos de manera covalente, dando
una masa de 6,530.3 Da (Figura 26-2A). Esto indica que toda la proteina tiene el
aducto.

Como el pico con la masa del aducto no se separé6 completamente, se
corrobord la presencia del aducto covalente mediante un analisis en el que se
empled la técnica de espectrometria de masas utilizando un espectrometro
“Orbitrap”. Dicho aparato proporciona datos mas precisos y tiene un alto poder de
resolucién. La masa isotopica del péptido es de 6527.0842. La relacion masa/carga
predicha con un estado de carga de +9 es de 725.12 + 1.0079 = 726.1279. La
presencia del pico cuya masa monoisotédpica es 726.13 y un estado de carga de +9

corrobora la presencia del tripéptido (Figura 27).
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Péptido a: 97MAWHSAGTYR106 10 1179.318
I

Péptido b: 255DLQSPLASSHMGLIYVNPEGPDGIPDPVASAK286 32 3276.665
I

Péptido c: 283MAMNDEETVALIAGGHSFGK302 20 2078.342

Union de los primeros dos péptidos = 4,456 (-2) =4,452.0
Union de los tres péptidos = 6,534.33 (-4) = 6,530.3
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Figura 26 La CAT-2 tiene el aducto covalente W-Y-M. 1) Péptidos tripticos de CAT-2 esperados. El
W90, la Y238 y la M264 se muestran en negritas. Las lineas indican la uniéon covalente entre los
péptidos a, b y ¢ 2) La presencia de un pico de 6530 (A) y la ausencia total de picos con masas de
1179 (B), 2078 (C) y 3276 (D) denotan que toda la CAT-2 tiene el aducto W-Y-M. Las flechas en B, C

y D, indican la region en la que se esperaria observar los picos de 1179, 2078 y 3276.
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Figura 27 Determinacion del aducto covalente (W-Y-M) en la CAT-2 en un espectrometro Orbitrap. La
presencia del pico con la relacion masa/carga esperada de 726.13 para un estado de carga de +9,

corrobora la presencia del tripéptido.
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DISCUSION

Efectos de la ausencia de la CAT-2 en el desarrollo asexual de N. crassa

En términos generales se sabe poco sobre la funcion de las CP de hongos. La
mayoria de hongos filamentosos tienen un gen que codifica para una CP intracelular
y s6lo algunos tienen dos genes, una CP intracelular y otra extracelular (Zamocky et
al., 2009b). En los casos estudiados, las mutantes nulas de la catalasa-peroxidasa
generan un fenotipo sutil. En el hongo Aspergillus nidulans se expresa la CP en las
células "nodriza" que rodean al cuerpo fructifero (cleistotecio) pero la cancelacion del
gen no afecta la reproduccion sexual del hongo (Scherer et al, 2002).
Recientemente, en el hongo fitopatégeno Magnaporthe oryzae se identificé que la CP
extracelular es importante para desechar el H;O, acumulado en las células
epidérmicas del hospedero durante la etapa temprana de la infeccion pero no lo es
para la patogenia del hongo (Tanabe et al., 2011).

La formacion de conidios en N. crassa se puede inducir en cultivos liquidos
después de privar al hongo de carbono o de nitrégeno (Muller, 1989). Este proceso
ocurre en la etapa del crecimiento estacionario, cuando se induce la catalasa
peroxidasa. Peraza, (2005) observé una diferencia en el numero de conidios que

2% con respecto a los de la cepa silvestre cuando el hongo

produce la cepas cat-
crece en acido oléico como fuente de carbono. En este trabajo se corroboré que el
numero de esporas que se forman en medio liquido es mayor en las mutantes nulas
de cat-2 (cat-27 y Acat-2) que en la cepa silvestre. Sin embargo, los valores de la
desviacion estandar indican que las diferencias observadas no son significativas. Los
valores de desviacion estandar son tan grandes, debido a la diferencia que hubo
entre el numero de conidios formados en cultivos en los que el micelio se agrega con
respecto a los cultivos no agregados. En los cultivos agregados se forman mas
conidios que en los no agregados. Cuando se tomo en cuenta el numero de conidios
sélo de los cultivos agregados no se encontrd diferencia entre la conidiacidon de las
cepas mutantes y la cepa silvestre. Pero la mutante Acat-2 se agregé mas que la
cepa silvestre. Dado que la agregacion del micelio es un prerrequisito para la

esporulacion, la agregacion explica la tendencia a la mayor conidiacién sumergida en
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la cepa Acat-2 que en la silvestre. La agregacion del micelio y la induccion de los
carotenos son caracteristicas relacionadas con la conidiacién (Muller, 1989).

La cepa cat-2%"F complementada con cat-2 insertado en el locus his-3 (TpCP5-
4H) presentdé un fenotipo similar a las mutantes nulas de cat-2. Este resultado
inesperado tal vez se deba a que cat-2 no se exprese adecuadamente desde este
locus, lo cual requiere ser analizado.

Se probd si la falta de la actividad de la CAT-2 produce una mayor expresion
de otros sistemas antioxidantes como los carotenos. Los carotenos son eficientes
para inactivar el '0,. En N. crassa los carotenos se sintetizan en respuesta a la luz
azul, a través de los factores de transcripcion WC-1 y WC-2, y de manera
independiente de la luz y de los factores WC durante la conidiacion (Bramley and
Mackenzie, 1988). El nivel intracelular de las especies reactivas del oxigeno afecta la
sintesis de carotenos que es inducida con la luz y con la conidiacion. Asi, por
ejemplo, en la mutante Acat-3 hay un aumento de la conidiacién y de la sintesis de
carotenos en las colonias crecidas bajo iluminacion (Michan et al., 2003). Este mismo
fenotipo se observa en una mutante que carece de la superdxido dismutasa (Yoshida
y Hasunuma, 2004).

En el caso de la cepa Acat-2 la acumulacion de los carotenos en condiciones
en las que se induce la enzima fue similar a la de la cepa silvestre. Estos resultados
indican que cuando mutante Acat-2 crece en medio liquido no se forma una mayor
cantidad de ERO que en la cepa silvestre, probablemente porque la ausencia de la
CAT-2 este compensada por otras enzimas antioxidantes del hongo. En el genoma
de N. crassa se han encontrado mas de 10 enzimas que pueden descomponer el
H,O,, entre ellas tres peroxirredoxinas, una glutatiéon peroxidasa, una citocromo ¢
peroxidasa y otras peroxidasas, las cuales difieren en su localizacion celular,
eficiencia catalitica y afinidad por el peroxido de hidrégeno (Galagan, et. al., 2003).
Las dos catalasas monofucionales grandes de N. crassa tiene un papel especifico en
la eliminacion del H,O, generado en las diferentes etapas de la conidiacion y
responden de manera diferente a las diversas condiciones de tension. El aumento
de la CAT-3 esta relacionado con las condiciones de tension que el hongo puede

compensar para continuar el crecimiento (Michan et al., 2003). En cambio la CAT-1
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esta relacionada con las situaciones de tensidén en las condiciones que impiden el
crecimiento y favorecen la formacion de estructuras celulares de resistencia. Cada
una desempeia una funcidén especifica en el hongo. Es posible que en un fondo
genético que tenga menores defensas antioxidantes, por ejemplo, en una mutante
doble Acat-2; Acat-3, o en una que carezca de una de las peroxidasas, se pueda ver
mas acentuado el fenotipo producido por la falta de la CAT-2.

La acumulacion de carotenos se incrementd con la aireacion en ambas cepas.
Estos resultados estan en concordancia con la idea de que la tension oxidante
induce la sintesis de carotenos y no solamente la luz azul. La luz azul es capaz de
formar oxigeno singulete y por ende constituye una condicién en las que se requiere
los carotenos como desactivadores del mismo. Esto mismo ocurre con el estrés
oxidante recurrente del proceso de conidiacion.

El fenotipo de la cepa Acat-2 es mas evidente en cuanto a la produccion de
conidios en condiciones aéreas. El numero de conidios producidos en la cepa Acat-2
es mayor que en la cepa silvestre, la diferencia es significativa aunque no es grande.

En resumen, tanto en condiciones sumegidas como en condiciones aéreas, la
mutante Acat-2 tiene un fenotipo poco evidente. Habra aun que analizar su efecto en
el ciclo sexual y en algunas condiciones experimentales mas extremas. El fenotipo
poco evidente puede deberse a la redundancia de enzimas que tiene el hongo, tanto

de catalasas como de peroxidasas.

Mutantes monofuncionales de CAT-2

a) La mutante W90A

Con el objeto de obtener una CAT-2 monofuncional se generd la sustitucion del
residuo W90 en el gen cat-2 empleando la técnica de mutagénesis dirigida y se
complementé la mutante cat-27F con el gen mutado (cat-2W90A). En las CP
bacterianas la sustitucion del triptofano 90 por alanina cancela la actividad de
catalasa pero no afecta la actividad de peroxidasa (Hillar et al., 2000; Regelsberger
et al., 2000; Regelsberger et al., 2001). En las cepas transformadas no se detecté la
actividad de catalasa ni de peroxidasa de la CAT-2, analizadas en condiciones en las

que se induce la enzima, como en el crecimiento estacionario o en metanol. Se
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secuencio la region correspondiente al gen de cat-2W90 y no se encontré ninguna
mutacion adicional que explicara la falta de funcionalidad de la CAT-2. El resultado
tampoco se debe a la falta de expresion como se observa en la hibridacion de tipo
Northern con la cual se detectd el transcrito en las cepas complementadas con cat-
2W90A. Sin embargo, la inmunodeteccion con anticuerpos policlonales anti-CAT-2
indica que la CAT-2W90A no esta presente en el extracto y por tanto, la falta de
actividad de peroxidasa se puede deber a que el plegamiento de la enzima esté
afectado y consecuentemente se degrade o a que la proteina mutante no se esté
traduciendo.

La expresion de la CAT-2W90A en E. coli permitié obtener la enzima mutante
purificada en cantidad suficiente para analizarla. La relacion R, (Soret/280 nm) de la
CAT2-W90A fue similar a los valores reportados en la literatura para otras CP
mutantes (Regelsberger et al., 2000), lo que indica que la enzima mutante si une
hemo de manera adecuada. Sin embargo, la banda de Soret esta desplazada en la
enzima mutante con respecto a la de la silvestre de 403 a 413 nm. Dicho
desplazamiento es mayor comparado con el observado para las enzimas mutantes
de E. colli y de Synechocystis PCC6803 e indica que esta mutacion provoca un
cambio importante en el ambiente quimico en la cavidad del hemo. Los zimogramas
de la enzima mutante demuestran que dicha sustitucion tiene el mismo efecto que en
las enzimas bacterianas: cancela la actividad de catalasa pero no la actividad de
peroxidasa.

La migracion electroforética de la mutante CAT-2W90A es difiere de la enzima
silvestre lo que indica que la mutante no tiene la conformaciéon adecuada. En la CP
de Synechocystis esta sustitucion no causdé un problema de plegamiento
(Regelsberger et al., 2001), pero en la de HPI de E. coli se han observado defectos
en el plegamiento de algunas variantes, como la W105C y la H106L. En estos casos
no se pudo detectar la proteina (Hillar et al., 2000). Con base en estas evidencias
pensamos que en Neurospora la enzima mutante W90A no se puede detectar porque
la proteina no se traduce o porque no se estructura adecuadamente vy

consecuentemente se degrada o se precipita.
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b) La mutante R426A

Con el objeto de obtener una CAT-2 monofuncional que tenga una conformacion
adecuada, se genero la sustitucion R426A en el gen cat-2 y se expreso en E. coli. En
las CP bacterianas la sustitucion de la arginina por alanina cancela la actividad de
catalasa pero no afecta la actividad de peroxidasa (Carpena et al., 2006). La R426
forma un puente de hidrégeno con la tirosina que forma parte del aducto covalente
de las CP. Se propone que esta arginina forma parte de un “switch” molecular entre
dos conformaciones, una que activa la oxidacion del hemo con el H,O, y otra que
activa la reduccién del hemo con el mismo (Carpena et al., 2005).

La sustitucion R426A en la CAT-2 reduce significativamente la actividad de
catalasa en comparacién con la de la enzima silvestre pero no la actividad de
peroxidasa. La relacion R, de la R426A fue similar a los valores reportados en la
literatura para otras CP mutantes (Regelsberger et al., 2000), lo que indica que la
enzima mutante une el hemo de manera adecuada.

La migracion electroforética de la mutante CAT-2 R426A se asemeja a la
enzima silvestre lo que indica que la mutante tiene una conformacion adecuada. De
manera que esta mutante monofuncional se podra usar para complementar N. crassa

y analizar cual de las dos actividades de la CAT-2 es la relevante.

La CAT-2 expresada en E. coli

La expresion en E. coli de la CAT-2 fusionada a una etiqueta de seis histidinas nos
permitié purificar la enzima. El analisis en SDS-PAGE de la proteina purificada reveld
una banda de 84 kDa que corresponde al mondmero de la CAT-2. Esta masa
coincide con la reportada para otras CP. Se observé ademas una banda de 170 kDa
que corresponde al dimero de CAT-2. Esta masa coincide con la de otras CP
diméricas de hongos compuestas por subunidades idénticas cuyo tamafno es de
aproximadamente 80 kDa como la de Penicillium simplicissimum (Pongpom et al.,
2005). Cuando se saca del gel el monédmero de CAT-2 y se vuelve a analizar en
SDS-PAGE se observa nuevamente la forma dimérica. Lo anterior concuerda con la
idea de que la forma funcional de la enzima nativa es un homodimero (Chary and

Natvig, 1989; Peraza, 2005). La CAT-2 purificada y analizada mediante electroforesis
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en geles de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes, tiene actividad de
catalasa y actividad de peroxidasa, tanto en la posicion correspondiente al
monomero como en la banda cuyo peso corresponde a un posible dimero. Se han
reportado algunas CP tetraméricas en Septoria tritici y en Magnaporthe grisea (Levy
et al., 1992; Zamocky et al., 2009a). Cabe mencionar que, cuando se sobrecarga el
gel con la enzima purificada, se puede observar también una banda que corresponde
a la masa del tetramero y que también tiene actividad (dato no mostrado). Esto indica
que, aunque la forma mayoritaria sea el dimero, la enzima también puede formar un
tetramero.

En la preparacion de la enzima purificada se detectaron algunas bandas de
menor tamafio, de 60, 35 y 30 kDa. Dado que las seis histidinas se encuentran en el
N-terminal, es probable que estas bandas sean productos truncos de la proteina
generados como resultado de que el uso de codones para arginina y para prolina en
E. coli es diferente al de N. crassa. En la secuencia de cat-2 el 53.48% de los
codones para prolina son codificados por CCC mientras que en E. coli este coddn se
usa en promedio solo en el 12% de los casos. Asimismo el 7.89% de los codones
para arginina son codificados por AGG mientras que en E. coli este coddn se usa en
menos del 2% de los casos. La presencia consecutiva de estos codones puede
generar cambios en el marco de lectura (Kane, 1995; Rosenberg et al., 1993).
Durante la purificacion de la enzima heterdloga de M. grisea también se obtienen
bandas de menor tamafio y se propone que son producto de degradacién proteolitica
(Zamocky et al., 2009a), aunque no se puede descartar que sean productos truncos
que se copurifican.

La relacion R; estuvo en el intervalo de 0.53-0.55 que es similar al encontrado
para otras CP expresadas de manera heterdloga, tanto bacterianas como de hongos.
Dicho valor, se interpreta como una unién del hemo al 100% (Jakopitsch et al., 1999;
Zamocky et al., 2009a). Estos valores indican que el sitio activo de las CP
bacterianas y de eucariotes debe ser similar.

El patron de absorcion de la CAT-2 pura mostré una banda de Soret a 403 nm.

De las CP de hongos que se han aislado la de P. simplicissimum y la de M. grisea
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tienen una banda de Soret a 407 y 408 respectivamente. Se publican valores muy
similares para otras CP bacterianas (Smulevich et al., 2006).

En resumen, el método de purificacion realizado permiti6 hacer una buena
purificacion de la CAT-2. Sin embargo hace falta eliminar las bandas de menor

tamano. La CAT-2 pura servira para obtener cristales y determinar su estructura.

El aducto covalente W-Y-M en la CAT-2

El mecanismo catalitico de la actividad de catalasa y de peroxidasa en las CP son
motivo de estudio intenso y de una discusion activa. La presencia de dos enlaces
covalentes entre las cadenas laterales de tres aminoacidos, Trp90, Tyr238 y la
Met264 (numeracion de la CAT-2), parecer ser comun en todas las CP. Este aducto
no esta presente en otras peroxidasas. La sustitucion del triptofano (Hillar et al.,
2000; Regelsberger et al., 2001), la tirosina (Yu et al., 2003) o la metionina (Ghiladi et
al., 2005b; Jakopitsch et al., 2004) disminuyen o anulan la actividad de catalasa en
las CP mientras que la actividad de peroxidasa no se afecta o incluso aumenta.

La identificacidon del aducto se dedujo primero de los mapas de densidad electronica
de las CP de H.marismortui y B. pseudomallei y posteriormente se probd su
existencia utilizando espectrometria de masas en las CP de Burkholderia
pseudomallei, de Synechocystis PCC 6803 (Jakopitsch et al., 2003a) y de
Mycobacterium tuberculosis (Ghiladi et al., 2005a). Su formacién depende de la
presencia del triptofano, ya que el enlace entre el triptofano y la tirosina se forma
antes que el enlace entre la tirosina y la metionina (Ghiladi et al., 2005a). En este
trabajo se empled la digestién triptica de la CAT-2 en combinacién con la
espectrometria de masas para identificar la presencia de un péptido que contuviera
el enlace covalente W-Y-M. El analisis de espectrometria de masas demostrd que el
aducto W-Y-M de la cavidad distal del hemo también esta presente en la enzima de
Neurospora crassa. Hasta ahora, la presencia de este aducto en las CP de hongos
se daba por hecho solo por la similitud en la estructura. Este es el primer reporte que

demuestra su presencia en una CP de hongos.

65



VI. CONCLUSIONES

1.- La mutante Acat-2 produce mas conidios aéreos que la cepa silvestre.

2.- La mutante Acat-2 produce hace que la cepa tienda a agregarse durante el
crecimiento. La conidiacion sumergida esta relacionada con la agregacion de las
hifas.

3.- La sintesis de carotenos esta relacionada con el grado de aireacién del cultivo.

4.- El sistema de expresion en E. coli permitié probar diferentes mutantes del gen
cat-2 para encontrar aquellas que generan una enzima monofuncional.
Especificamente las mutantes de la arginina (R426) y del triptofano (W90) distales
modifican la actividad de catalasa y mantienen la actividad de peroxidasa.

5.- En la cepa de N. crassa transformada con el gen cat-2W90A el gen se transcribe,
pero la proteina no se traduce o se degrada.

6.- Al igual que en las CP bacterianas, en la CAT-2 esta presente una union
covalente entre el triptofano 90, la tirosina 238 y la metionina 264-

7.- La expresion heterdloga de la CAT-2 activa y la purificacion en una cantidad

suficiente y pureza adecuada hace posible su cristalizacion.

PERSPECTIVAS

e Complementar la mutante nula Acat-2 en su mismo sitio para tener una cepa
control adecuada.

e Determinar si entre las mutantes de la Y238, el D120 o la R426 hay alguna que
genere una enzima monofuncional con la que se pueda hacer la
complementacion en N. crassa y con ello estudiar cual de las actividades de la
CAT-2 esta relacionada con los fenotipos de la mutante nula de cat-2.

e Para evitar la produccion de productos truncos de la enzima durante la
expresion en E. coli es conveniente fusionar una etiqueta de histidinas en el
extremo C-terminal de la CAT-2.

Asimismo debemos probar la expresion de cat-2 en la cepa de E. coli
BL21-CodonPlus (DE3-RIPL) que tiene los tRNAs: AGG, AGA, AUA, CUAy CCC

que se usan raramente en E. coli. Analizar cuantitativamente la actividad de
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catalasa (oximetria) y la actividad de peroxidasa (espectrofotometria) de la
mutante R426A expresada en E. coli.

e Obtener cristales adecuados para determinar la estructura de la CAT-2.
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ANEXO

B lactamasa

his-3 (truncado)

pCP5
9496 bp

| EcoRI 2404

3185
tipC

lacZ
EcoRI 5032

4747

orf cat-2

El plasmido pCP5 fue constuido por C. Leonardo Peraza a partir del plasmido pDE-1.
Este plasmido fue utilizado como molde para amplificar el ORF del gen cat-2.
Confiere resistencia a ampicilina y contiene una copia del gen cat-2 adyacente a un
fragmento del gen his-3, que permite complementar una cepa his-3" de N. crassa con
el alelo Y234m723.

B lactamasa

his-3 (huncado)

pCP7
9496 bp

| ~EcoR12404

3185
tipC

orf
4747
EcoRI 6032 WooA

cat-2

El plasmido pCP7 fue constuido por C. Leonardo Peraza a partir del plasmido pDE-1.
Este plasmido fue utilizado como molde para amplificar el ORF del gen cat-2W90A.
Confiere resistencia a ampicilina y contiene una copia del gen cat-2W90A adyacente
a un fragmento del gen his-3, que permite complementar una cepa his-3 de N.

crassa con el alelo Y234m723.
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PT5

ColE1l

El plasmido pQE30 (QIAGEN) fue utilizado para clonar el gen cat-2 utilizando los
sitios de restriccidon Pstl y Sacl del sitio de clonacion multiple (MCS). Ademas agrega
a la proteina fuisonada una etiqueta de 6 histidinas en el extremo N-terminal (6xHis).
PT5: promotor T5, lac O: operador lac, RBS: sitio de union al ribosoma, ATG: codén
de inicio, Stop codons: codones de stop en los tres marcos de lectura, Col E1:

origen de replicacion Col E1, Amp: gen de resistencia a ampicilina.

6X—H.IS/ Sacl 182

VN

S

o Mool 633

.
131 571

cat-2

Heol 3105

El plasmido pQC2-3D se obtuvo al clonar el fragmento de 2262pb de la PCR (el cual
corresponde al gen cat-2) en el vector pQE30. Se uso6 para expresar la CAT-2 en E.

coli.
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WO0A

Hi 162
P 6x-His 5,
e Heol 633

571

4561 11417

pW90A-7-1

5.7 kb cat-2

1711

El plasmido pW90A-7-1 se obtuvo al clonar el fragmento de 2262pb de la PCR (el
cual corresponde al gen cat-2W90A) en el vector pQE30. Se uso para expresar la
mutante CAT-2W90A en E. coli.
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